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RESUMEN

La toxicidad letal del mondxido de carbono (CO), conocida desde tiempos romanos y griegos,
parecia ser incompatible con un efecto terapéutico. Dicho efecto fue descubierto en el siglo XX

por el médico sueco Torgny Sjostrand.

El “Trabajo Fin de Grado” redactado tiene por objetivo el estudio y el analisis de “complejos
que liberan mondxido de carbono como agentes terapéuticos”, ya que en la actualidad se ha
demostrado su eficacia para el tratamiento de diversas enfermedades humanas. El estudio de
estos complejos se basa fundamentalmente en el conocimiento de la molécula de mondxido
de carbono, su accién en el organismo al ser administrado como gas inhalado y las diferencias
significativas de su actividad terapéutica tras la administracion en forma de compuestos de
coordinacién de diferentes metales de transicion con ligandos que contienen mondxido de
carbono, llamados complejos de liberacion de mondxido de carbono (CORM). Estos complejos
farmacoldgicamente competentes, liberan monéxido de carbono en una determinada cantidad

tras una activacion previa.

Finalmente, en relacidn a las direcciones futuras de este tema, se ofrecen moléculas que
presentan una nueva generacion de farmacos liberadores de mondxido de carbono, con
ventajas significativas con respecto a otros tratamientos, para su aplicacién clinica en seres

humanos.

Palabras claves: mondxido de carbono (CO), complejos de liberacién de mondxido de carbono

(CORM), liberacion de farmacos, tratamiento, enfermedades.
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1 INTRODUCCION.

El mondxido de carbono, también denominado o6xido de carbono (ll), gas carbonoso y
anhidrido carbonoso, cuya férmula quimica es CO, es un gas incoloro, inodoro, sin sabor y
altamente téxico. Estas caracteristicas permiten que el CO se eleve sin ser detectado a altas
concentraciones toxicas. La intoxicacidn se produce después de la inhalacién de CO a través de
los pulmones, alcanzando asi el torrente sanguineo donde se une a la hemoglobina (Hb)

formando carboxihemoglobina (COHb).

La toxicidad del CO se debe a su afinidad, mucho mas alta (250 veces mayor), para la
hemoglobina que la molécula de oxigeno, produciendo una inhibicion del transporte de
oxigeno a los distintos tejidos. EIl mondxido de carbono se une a la subunidad de hemoglobina
desplazando al oxigeno, y como consecuencia se produce una situacién de hipoxia que

desencadena la intoxicacién y la muerte en algunos casos. (Figura 1)
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Figura 1. Afinidad del CO.

(http://esoesciencia.isdata.es/ciencias-naturales/varios/intoxicacion-por-monoxido-de-

carbono)

Solo cuando la concentracion de oxigeno es muy alta, consigue desplazar a la molécula

monoxido de carbono de la subunidad de hemoglobina.

Los niveles en sangre de mondxido de carbono unido a hemoglobina (COHb), estan
relacionados con el grado de intoxicacién por mondxido de carbono (CO) y por tanto con la

gravedad de los sintomas.


https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Gas
https://es.wikipedia.org/wiki/T%C3%B3xico

Como muestra la Figura 2, niveles en sangre de carboxihemoglobina (COHb) de hasta el 10%,

causado por la inhalacidn de CO, son asintomaticos.

A partir de 70 ppm, aparecen los sintomas mds caracteristicos, tales como dolores de cabeza,
nauseas y pérdida de visidon. Aquellas moléculas liberadoras de mondxido de carbono que
demuestren eficacia terapéutica sin exceder los niveles del 10% de carboxihemoglobina
(COHb) en sangre, deben ser aceptadas como seguras. A medida que la concentracién de
monodxido de carbono aumenta, los sintomas se intensifican y agravan, siendo los mas
importantes aquellos que aparecen en concentraciones superiores a 500 ppm (fallo cardiaco,

coma e incluso muerte). (Mannaioniy cols., 2006)
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Figura 2.Sintomas causados en humanos y niveles de COHb alcanzados después de la

inhalacién de aire con concentraciones crecientes de CO. (Romdao y cols., 2012)

Con el fin de evitar las complicaciones causadas por el mondxido de carbono inhalado, tales
como la toxicidad aguda, se desarrollan moléculas liberadoras de mondéxido de carbono

(CORM) que se administran por via intravenosa o via oral en el organismo.

La figura 3 muestra graficamente las caracteristicas del CO inhalado en el organismo y la
administracién de CORM por via oral, sefialando las ventajas de esta ultima via terapéutica,

estableciéndose como molécula de eleccién para la administracién de mondxido de carbono.
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Figura 3. CO-INHALADO- CO-RM (Romao y cols., 2012)

La dosis administrada de mondxido de carbono debe ser muy controlada ya que al llegar a la
sangre se une a la hemoglobina produciendo hipoxia. En cambio, al ser administrado junto con
una molécula liberadora, la dosis es regulada por dicha molécula liberandola de manera segura
y eficaz. A su vez, el mondxido de carbono inhalado no tiene especificidad en los tejidos,
afectando tanto a los tejidos sanos como a los dafiados del organismo. La molécula liberadora
de mondxido de carbono controla especificamente el sitio de liberacién del gas para una
mayor eficacia del medicamento y una menor aparacion de reacciones adversas. Finalmente,
la dosis requerida para ejercer un efecto terapéutico en el organismo es menor en el caso de

aplicar CORM. (Fayad-Kobeissi y cols., 2016)

2 OBJETIVOS DE LA REVISION.

En este “Trabajo Fin de Grado” se ha realizado una busqueda bibliografica sobre el mondxido
de carbono y sus aplicaciones terapéuticas, realizandose una recoleccidon de informacion para
conocer esta molécula a fondo y presentar los ultimos avances terapéuticos que se han

conseguido para el tratamiento de importantes enfermedades en la sociedad actual.

Ademas, se describen los métodos utilizados para la seleccion de moléculas liberadoras de
monodxido de carbono (CORM) que permitiran la liberacién controlada de CO in vivo de forma
espacial y temporal sin afectar el transporte de oxigeno por la hemoglobina. Su disefio esta
basado en los nuevos conocimientos adquiridos sobre la reactividad de los complejos metal-
carbonilo in vivo, y los avances en los métodos de deteccién de CO en las células vivas en la

ultima década.



3 METODOLOGIA.

La estrategia de busqueda se basa en un estudio de los articulos cientificos publicados a lo
largo de los ultimos trece afos en las bases de datos “Web of Science”, “PubMed” y otras

paginas web de interés convenientemente utilizadas.

En primer lugar se definié el periodo de publicacidn de los articulos cientificos entre el afio
2004 y 2017. A continuacidn se establecieron una serie de palabras claves para realizar la
busqueda bibliogréafica: “carbon monoxide”, “carbén monoxide therapeutics”, “CO drugs” vy

“CORMS”.

En la base de datos “Web of Science” se obtuvieron 39.021 resultados empleando como Unico
descriptor el término “carbon monoxide”, 53 resultados empleando el descriptor “carbon
monoxide therapeutics”, y 1497 resultados al aplicar el descriptor “CORMS”. Aplicando este
ultimo descriptor y acotando el afio de busqueda al 2017, obtuvimos finalmente 27 resultados.
Aplicando los mismos descriptores en la base de datos “PubMed” se obtuvieron

respectivamente 31.912,3.426, 234 y 7 resultados.

La figura 4 representa el numero de articulos encontrados en la base de datos “Web of

Science” empleando el descriptor “CORMS” en funcién del aifo de publicacion.
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Figura 4. Numero de publicaciones mostradas al aplicar el descriptor “CORMS” en la base de

datos “Web Of Science”.

Como observamos en la Figura 4, el numero de publicaciones que se obtienen relacionadas
con el término “CORMS” oscila, viéndose incrementado cada aino con el descubrimiento de
nuevas moléculas. En este ultimo ano, son ya 27 las publicaciones referidas a estas moléculas
que actualmente estan en investigacidon para el tratamiento de enfermedades tales como el

cancer.
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Figura 5. Niumero de publicaciones mostradas al aplicar el descriptor “CORMS” en la base de

datos “Pubmed”.

En la Figura 5 aparecen mostradas las publicaciones referidas al término CORMS en la base de
datos “Pubmed”, siendo considerablemente menor el nimero de publicaciones encontradas
obteniéndose como mayor resultado 31, en contraste con los 149 resultados de “Web of

Science”

Si comparamos las publicaciones obtenidas en ambas bases de datos (Figura 6), usando los
mismos afos de restriccién para afinar la busqueda, vemos como la base de datos “ Web of
Science” muestra un mayor niumero de publicaciones referidas a estas moléculas, frente a las
obtenidas en la base de datos “Pubmed”. Por ello, la base de este trabajo se asienta en gran

medida en la busqueda bibliografica en la base de datos “Web of Science”.
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N2 DE PUBLICACIONES
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Figura 6. Numero de publicaciones que aparecen en “PubMed” mostradas en color azul, frente

al nimero de publicaciones que aparecen en la base de datos “Web Of Science” en naranja.

Con el objetivo de refinar los resultados obtenidos, se ha establecido una serie de criterios

para la seleccion de los articulos mas relevantes hasta la fecha.

o El afo de publicacion se ha delimitado desde el 2015 hasta el ailo 2017 para obtener
informacién novedosa sobre el desarrollo actual de estos compuestos.

o Se ha concretado en la busqueda utilizando como descriptores “CORMS applications”
obteniéndose 54 resultados, “CORMS drugs” obteniéndose 40 resultados,

“CORMS therapeutics” obteniéndose 6 resultados y “CORMS pharmacology” con 6

resultados.
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Figura 7. Numero de publicaciones encontradas por afio en funcién del tema indicado.
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A escala global se observa un incremento significativo del nimero de publicaciones desde el
afio 2015 al 2016 sobretodo en el caso del termino descriptor “applications”, por lo que se
pone de manifiesto el avance actual del desarrollo del tema tratado en este trabajo

bibliografico.

La etapa final de este proceso de seleccidn consistid, por tanto, en la realizacion de una lectura
critica de los articulos seleccionados mas relevantes, recogiéndose informacién de todos ellos
para la realizacién de este trabajo donde se muestran todos los datos obtenidos de mayor

interés.

4 RESULTADOS.

4.1 Quimica del mondxido de carbono.

El mondxido de carbono es una molécula terapéutica reconocida actualmente que esta
involucrada en numerosos mecanismos de defensa en condiciones fisioldgicas y patoldgicas. A
diferencia de otros sistemas gaseosos actualmente utilizados en la practica clinica, como por
ejemplo el éxido nitrico, que interacciona con numerosas dianas intracelulares, el mondxido
de carbono es una molécula estable que reacciona preferentemente con metales de transicion

en un estado de oxidacion especifico. (Garcia-Gallego y Bernardes, 2014)

La seguridad y viabilidad del uso de mondxido de carbono como gas inhalado sigue siendo
incierta debido a la falta de especificidad y toxicidad en altas concentraciones. Al administrarlo
como gas, todo el cuerpo esta expuesto a él, uniéndose a la hemoglobina, por lo que tiene que
ser cuidadosamente monitorizado. Es preferible administrar el monéxido de carbono a partes
seleccionadas del cuerpo, controlando la cantidad y la localizacién del gas. Por ello, para evitar
tales problemas se propuso la sintesis de moléculas liberadoras de monéxido de carbono,
CORMS, como agentes farmacéuticos para la liberacion controlada de dicho gas. (Fayad-

Kobeissi y cols., 2016)

Varios de estos compuestos desarrollados se han utilizado en ensayos clinicos con animales y
han mostrado beneficios cardiovasculares, citoprotectores, antiinflamatorios vy

antiapoptéticos. (Figura 8) (Garcia-Gallego y Bernardes, 2014)
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Figura 8. Efectos Bioldgicos del mondéxido de carbono suministrado como gas CO o como

CORMS. (Garcia-Gallego y Bernardes, 2014)

El desarrollo de moléculas liberadores de mondxido de carbono (CORMS) como agentes
farmacéuticos representa una alternativa mas segura para la administracion de CO gaseoso. En
la actualidad las investigaciones han demostrado un gran potencial en las nuevas moléculas
desarrolladas, utiles para numerosas enfermedades (artritis reumatoide, malaria, trasplante de
drganos, antiinflamatorias) que son importantes para la sociedad (Figura 9), pero se requiere
mucho trabajo para determinar la actividad de dichas moléculas tanto in vitro como in vivo.

(Mann, 2012)

anti-inflammatory anti-microbial

angioplasty malaria
MCO—-—-CO+M

vasodilation organ transplant
reperfusion injury rheumatoid arthritis

Figura 9. Acciones CO. Complejos de liberacion de monéxido de carbono, Universidad de

Sheffield, Reino Unido. (Mann, 2012)
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4.2 Produccién enddégena de mondxido de carbono.

En 1966 se confirmd que el mondxido de carbono (CO) se generaba a través de la degradacion
de los gldbulos rojos, pero hasta 20 ainos mas tarde no fue posible identificar y caracterizar las
enzimas responsables de dicho proceso, la enzima hemooxigenasa constitutiva (HO-2) que se
expresa en tejidos como el higado, cerebro y regula los niveles de hemoglobina libre, y la
enzima hemooxigenasa inducible (HO-1) que representa una actividad importante contra las

situaciones de estrés del organismo. (Bellner y cols., 2009)

Tal y como se muestra en la figura 10, el catabolismo de la hemoglobina se efectia de manera

oxidativa por dos vias:

e VIA CLASICA DEPENDIENTE DE LAS HEMO-OXIGENASAS.
e VIA ACCESORIA DE LA HEMATINA Y LA HEMINA.

METABOLISMO DEL HEMO Y PRODUCCION DE CO

OTRAS RUTAS -
Peroxidacion de lipidos

VIACLASICA
(HEMO-oxigenasas)

Via accesoria de la
hematina y la hemina

Figura 10. Produccion endégena de mondxido de carbono.
(Moran and Cardona, 2008)
En el proceso de degradacién de la hemoglobina se generan tres productos importantes:

o Monodxido de carbono (CO).

o Complejo de Fe*

o Biliverdin IXa (pigmento azul-verde) que posteriormente pasa a Bilirrubina-1Xa
(pigmento amarillo) mediante la accion de la enzima biliverdin reductasa.

(Moran and Cardona, 2008) (Figura 11)
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Esta via del metabolismo de la hemoglobina catalizada por la enzima hemooxigenasa requiere
de los cofactores nicotinamida adenina dinucledtido fosfato-oxidasa (NADPH) y O, como se

muestra en la Figura 11.
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Figura 11. Mecanismo de degradacion de la hemoglobina de los glébulos rojos con la
posterior produccion de CO por la accion de la enzima hemooxigenasa. (Nguyen and Boyer,

2015)
4.3 Actividad del monoxido de carbono.
La actividad del mondxido de carbono se fundamenta en cuatro hechos:

o Actla como primer y segundo mensajero en la comunicacién celular.

o En muchos estudios se ha demostrado que la induccién de la enzima hemooxigenasa 1
y la produccion de mondxido de carbono, tiene actividades antiinflamatorias,
antiapoptoticas, antiproliferativas y citoprotectoras.

o Produce activacidn de enzimas responsables del aumento de guanosina-monofosfato
ciclico (GMPc) que a su vez se une y activa las enzimas PQG (proteina quinasa G). Estas
proteinas activan diversas enzimas del organismo mediante la fosforilacién de las
mismas.

o Interaccion directa del monoxido de carbono (CO) con canales idnicos especificos tales

como canales de potasio. (Moran and Cardona, 2008)
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Los cuatro hechos anteriores son la base de varias funciones fisioldgicas del mondxido de

carbono que estan recogidas en la figura 12.
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Figura 12. Funciones bioldgicas del monodxido de carbono. (Moran and Cardona, 2008)
4.4 Complejos liberadores de monéxido de carbono (CORMS).

Un complejo liberador de monédxido de carbono (CORMS) es un compuesto disefiado para el
transporte y liberacion de CO a dosis controladas y con una localizacidon especifica donde
ejercer su accion. Estos compuestos deben satisfacer una serie de requisitos previos: accion
terapéutica eficaz y baja toxicidad, propiedades adecuadas de absorcidn, distribucién,
metabolismo y excrecidon (ADME), solubilidad y estabilidad en medios acuosos aerobios, asi

como biocompatibilidad y estabilidad con la sangre.

Una vez conocidas las funciones del mondxido de carbono, es necesario identificar y disefiar
sustancias farmacéuticas sdlidas que actien como portadores de mondxido de carbono, el
cual, sea dirigido a sitios especificos donde pueda liberarse facilmente en respuesta a un cierto

estimulo o una bioactivacion. (Wang y cols., 2014)
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Al igual que la mayoria de los farmacos, los compuestos transportadores de monédxido de
carbono (CORM) deben ser solubles y estables en soluciones acuosas y preferiblemente
estables para el almacenamiento en condiciones ambientales. Ademas, deben ser estables y
sobrevivir en la circulacion para llegar a los tejidos enfermos donde ser activos y potentes y
producir metabolitos no tdxicos después de la liberacién de mondxido de carbono. Hay
algunos factores especiales que afectan al desarrollo de formas farmacéuticas aceptables de

moléculas de liberaciéon de mondxido de carbono (CORMS) y que hay que tener en cuenta.

En primer lugar es importante controlar la dosis de mondxido de carbono que es liberada del
compuesto, ya que una misma dosis a diferentes velocidades de liberacidn puede significar
concentraciones efectivas muy diferentes. En la actualidad uno de los grandes inconvenientes
del desarrollo de farmacos CORMS se basa en la dificultad de ajustar la dosis liberada de
mondxido de carbono. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar compuestos CORMS con
velocidades de liberacién que puedan ser controladas en el tiempo para permitir estudios de

farmacocinética.

En segundo lugar, el mondxido de carbono tiene varias indicaciones terapéuticas. Para cada
indicacion individual, se puede prever la necesidad de diferentes velocidades de liberacién de
mondxido de carbono y diferentes propiedades farmacéuticas tales como permeabilidad y
solubilidad, lo que requeriria la necesidad de refinar las estructuras actualmente desarrolladas
de compuestos CORMS para optimizar sus propiedades fisicoquimicas y obtener una mayor

eficacia terapéutica.

Por ultimo es importante tener en cuenta la alta capacidad del mondxido de carbono de
difundir por los tejidos, por lo que podria unirse a sitios inespecificos dando lugar a efectos
secundarios. Por ello, a la hora de desarrollar CORMS es necesario poder dirigir el CO a la

localizacién o tejido especifico donde debe realizar su accion. (Jiy cols., 2016)

Por todas estas razones se ha desarrollado unos criterios enumerados en la Figura 13 para

guiar el desarrollo y sintesis de compuestos liberadores de mondxido de carbono.
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Figura 13. Condiciones ideales para la sintesis de CORMS. (Ji y cols., 2016)

De estos criterios destacan utilizar ligandos en la molécula que no sean reactivos ni produzcan
toxicidad al ser administrado en el organismo, asi como la sintesis de estructuras que sean
6ptimas para su propia liberacién y capacidad de liberacion de mondxido de carbono en

condiciones fisioldgicas.

Estas condiciones exigentes, hacen que la sintesis de compuestos transportadores de
mondxido de carbono (CORM) sea un desafio, ya que histéricamente la mayoria de los
compuestos metdlicos desarrollados se han realizado en disolventes orgdnicos, bajo una
atmosfera libre de oxigeno debido a su inestabilidad en condiciones ambientales de oxigeno y

humedad. (Jiy cols., 2016)

Los metales de transicion son la base para la sintesis de complejos liberadores de mondxido de
carbono (CORMS) destinados a suministrar cantidades controladas de CO a los diversos tejidos

y 6rganos corporales. (Motterlini and Otterbein, 2010)
4.4.1 Eleccion del metal apropiado.

Los sistemas de profarmacos liberadores de mondxido de carbono disponibles actualmente se
dividen en dos categorias: (1) Complejos liberadores de mondxido de carbono (CORMS) que
contienen metal como rutenio, manganeso, renio, molibdeno, etc., para transportar mondxido

de carbono y (2) sistemas libres de metales. (Romao y cols., 2012)

La eleccion del metal en un complejo liberador de mondxido de carbono (CORM), es de

importancia critica debido a las numerosas advertencias que a menudo se plantean respecto al
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uso de medicamentos que contienen en su composicion metales de transicién. Estos
compuestos pueden liberar el monéxido de carbono al exponerse al agua, a la luz o a

determinadas enzimas.

Los complejos Metal-CO desarrollados a partir de los metales de los grupos 3, 4 y 5 son

altamente inestables y sensibles frente al oxigeno, por lo que su uso en clinica se descarta.

Se considera por tanto a los elementos de los grupos 6, 7 y 8 (cromo (Cr), molibdeno (Mo),
manganeso (Mn), renio (Re), hierro (Fe) y rutenio (Ru)) como los mejores candidatos para la
sintesis de CORM. De hecho, estos metales han sido seleccionados en la mayoria de los

trabajos publicados hasta la fecha. (Motterliniy cols., 2005)

N (

*Ambos metales son estudiados\
actualmente para su uso en
clinica y la sintesis de
moleculas liberadoras de CO.

/-Metal con un uso
limitado en la sintesis
de moléculas
liberadoras de CO.
(CORMS)

RUTENIO (Ru)

Y RENIO (Re)

oEstos tres
metales son
esenciales para
la sintesis de
CORMS debido a
sus
caracteristicas
fisicoquimicas.

Figura 14. Metales de transicion usados para la sintesis de CORMS.

o El Renio (Re) presenta baja toxicidad en el organismo, pero sus fuertes enlaces Re-CO
hacen que sea un metal poco apropiado ya que en el organismo resulta dificil liberar el

monoxido de carbono.
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o Los complejos con manganeso (Mn) son estables y presentan una quimica adecuada
para un uso amplio de ligandos. Sin embargo, existe evidencia de la toxicidad cerebral
del Mny el uso de farmacos basados en este metal ha sido inutilizado.

o Los complejos con Rutenio (Ru) estan siendo utilizados en una gran variedad de
farmacos anticancerosos experimentales.

o El Molibdeno (Mo) es un metal de transicién importante. Puede formar complejos con
mondxido de carbono estables cinéticamente en un intervalo de oxidacidon que
comprende desde el estado 0 hasta el 4, proporcionando por lo tanto una base muy
amplia para la busqueda de CORMS farmacéuticamente estables.

o Los complejos con Hierro (Fe) generalmente tienden a ser facilmente oxidados, pero
aun asi, existen numerosas familias de complejos de carbonilo unidos a hierro que son
estables al aire y ofrecen buenas oportunidades para el desarrollo de moléculas

liberadoras de mondxido de carbono estables. (Romao y cols., 2012)

4.4.2 ldentificacién de distintos complejos liberadores de mondxido de carbono

(CORMS).

Se han desarrollado mas de trescientos compuestos CORMS en diferentes laboratorios
quimicos, pero sélo tres de ellos (CORM-2, CORM-3, CORM-A1), han sido ampliamente
utilizados en estudios bildgicos que investigan la farmacologia del mondxido de carbono.

(Fayad-Kobeissi y cols., 2016)

En la figura 15 se muestran los cuatro compuestos mdas importantes descubiertos en la sintesis
de complejos de liberacidn de mondéxido de carbono (CORM). Se clasifican teniendo en cuenta
el nombre asignado, la solubilidad que presentan y el mecanismo por el cual el complejo libera
el mondxido de carbono. El primer compuesto disefiado para la liberacion de monédxido de
carbono que reunia las caracteristicas adecuadas fue el complejo metalico denominado CORM-

1, descubierto en 2002 por Motternili y Foresti. (Motterlini y cols., 2002) (Figura 15)
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Figura 15. Moléculas CORM liberadoras de mondxido de carbono. (Motterlini, 2007)

En ese mismo afio, se disefid el complejo de carbonilo metalico liposoluble, dimero de
tricarbonilo diclorurorutenio (ll) ([Ru(CO)sCl;];), conocido como CORM-2. (Figura 15) A
diferencia de otros compuestos carbonilos metdlicos que requieren la presencia de luz para
liberar el mondxido de carbono (como por ejemplo CORM-1), CORM-2 tiene la capacidad de
transferir espontdneamente mondxido de carbono, incluso en la oscuridad y ejercer sus
efectos farmacolédgicos como vasodilatacion e hipotension en el organismo. (Motterlini and
Otterbein, 2010) Es importante distinguir estos compuestos segun sus principales
caracteristicas quimicas, ya que CORM-2 es soluble en disolventes organicos y CORM-3 es

soluble en agua. (Fayad-Kobeissi y cols., 2016)

La solubilidad de estos compuestos es una caracteristica importante de conocer para controlar
y desarrollar fdrmacos con una solubilidad adecuada para el organismo. CORM-A1 a diferencia
de los otros dos compuestos que tienen rutenio como metal central en su estructura, presenta
boro. CORM-Al es soluble en agua y libera espontdneamente mondxido de carbono en

solucién de una manera dependiente del pH.

Una reciente investigaciéon de Wang y colaboradores, (Wareham y cols., 2015) se centré en la
evolucion de los complejos liberadores de mondxido de carbono que tienen como atomo
metdlico rutenio y encontré que CORM-3 era bien tolerado por animales en pruebas de
toxicidad in vivo mostrando baja acumulacién en tejidos y érganos principales, lo que indica

que el compuesto tiene interesantes propiedades Utiles para la sintesis de farmacos.
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Sin embargo, la quimica del compuesto CORM-3 hace dificil su purificacién y el hecho de que el
rutenio no esté presente en el cuerpo humano hace que este compuesto sea menos atractivo
desde el punto de vista farmacéutico. Teniendo en cuenta estas caracteristicas, se ha
estudiado el desarrollo de moléculas CORM con propiedades mejoradas y recientemente se ha

publicado el descubrimiento de una molécula denominada CORM-401. (Wareham et al.,2015)

0 \ 5 Co
N~ N\ )/

Mn=——c0

HO g \
Dl.j CO

Figura 16. CORM-401. (Wareham y cols., 2015)

La molécula contiene como atomo metdlico manganeso, rodeado de cuatro grupos CO. En
comparacién con el compuesto inicial CORM-1 que también presentaba el dtomo metalico,
CORM-401 presenta en adiccién una cadena —CH,CO;H la cual le permite ser soluble en

tampdn fosfato, mejorando asi la compatibilidad del compuesto en los sistemas bioldgicos.

Una de las actividades farmacoldgicas de este compuesto es su efecto vasodilatador en
arterias. Para estudiar dicha actividad se realiz6 un estudio con ratas tratadas con fenilefrina a
las que posteriormente se les tratd con el compuesto CORM-401 produciendo una relajacion
de las mismas. (Fayad-Kobeissi y cols., 2016) En dicho estudio se compard el efecto
vasodilatador del compuesto, frente al compuesto inicial de partida CORM-A1, asi como la
sinergia del compuesto CORM-401 junto con perdxido de hidrogeno (H:0,), obteniéndose los

resultados que se muestran en la Figura 17.
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Figura 17.Relajacion de las arterias inducida por los compuestos CORM-A1, CORM-401, y
H,0,. (Fayad-Kobeissi y cols., 2016)

Los resultados muestran como la relajacidn arterial es mucho mayor en presencia de perdxido
de hidrogeno, lo que sugiere que el compuesto oxidante en presencia de H,0,, aumento la
liberacion de mondxido de carbono del compuesto CORM-401 causando, por lo tanto, una
mayor dilatacién del vaso sanguineo. También se observa como la relajacién inducida por el
compuesto CORM-401 es aproximadamente tres veces mayor que la inducida por el
compuesto CORM-A1, apoyando asi el desarrollo de moléculas equivalentes a CORM-401 para

el tratamiento de vasodilatador en organismos. (Fayad-Kobeissi et al.,2016)

4.4.3 Mecanismos de liberacién de mondxido de carbono (CO) desde un complejo

CORM.

Un complejo de mondxido de carbono presenta la férmula general (L-M-CO) donde M es el
metal de transicion unido a la molécula de mondxido de carbono que tienen que ser liberada y
L el ligando o ligandos a los que puede estar unido. Por definicidon, un complejo liberador de
monoxido de carbono, CORM, debe ser capaz de descomponerse in vivo para liberar mondxido
de carbono. Existe una gran variedad de mecanismos para la liberacion de CO. (Figura 18).

(Romdo y cols., 2012)
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Figura 18. Mecanismos de liberacion de mondxido de carbono. (Romao y cols., 2012)

La reaccidn fotoquimica es un ejemplo de reaccién general de liberacién de CO. Para esta
reaccién son necesarias diferentes longitudes de onda de luz incidente en la molécula, es decir,
diferentes energias dependiendo de la naturaleza del metal elegido para formar el complejo y
de la resistencia del enlace Metal-CO. Tales reacciones fotoquimicas han sido utilizadas para la
sintesis de farmacos Utiles para el tratamiento de la piel o para la administracién transdérmica
de mondxido de carbono. El compuesto fotoactivo mas estudiado ha sido el decacarbonilo
dimanganeso (Mn3(CO)1s, también llamado CORM-1 (Figura 15), convirtiéndose en el primer

compuesto fotoactivo liberador de monéxido de carbono.

La disociacidn térmica es otro mecanismo de liberacién de mondxido de carbono. Al calentarse
el enlace M-CO se rompe y se libera el mondxido de carbono en el organismo. Esta estrategia
se utiliza ampliamente en la sintesis de complejos organometalicos partiendo de carbonilos
metalicos simples (por ejemplo, Mo(CO)s, Fe(CO)s, Mn(CO)sCl). Sin embargo, esta reaccion
tiene una aplicaciéon limitada en condiciones bioldgicas, ya que requiere el uso de
temperaturas muy por encima de 37 °C. De hecho, para que la disociaciéon de CO ocurra a 37
°C, el complejo de partida debe ser bastante inestable a temperatura ambiente para que la

liberacion de mondxido de carbono ocurra de manera rapida. (Roméao y cols., 2012)

Una estrategia adicional para la liberacién de monéxido de carbono seria una modificacion del
pH del medio. Un ejemplo es el compuesto que observamos en la Figura 15 denominado como

CORM-3, el cudl presenta Rutenio en su estructura y es estable al pH acido del estdmago. Al
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cambiar el pH se libera el mondxido de carbono y otro ligando puede ocupar la posicidn

liberada por éste. (Nguyen and Boyer, 2015)

La descomposicion de los complejos organometdlicos por la accion de enzimas y proteinas, es

otra posible via que puede conducir a la liberacidn de monéxido de carbono in vivo.

El metabolismo debido a las enzimas del citocromo P450, no solo es util para la metabolizacidn
de farmacos, si no que muchos ligandos auxiliares de estos complejos seran metabolizados por

la accion de estas enzimas desencadenando asi la liberacion de mondxido de carbono.

A pesar de la repetida demostracidn de su eficacia terapéutica en estudios en animales, la falta
de estabilidad de CORM-3 en agua junto con la rdpida destruccién de ambos por las proteinas
plasmaticas que conduce a la ausencia de un perfil farmacocinético conocido, impiden que

estos complejos sean considerados farmacos utiles. (Romao y cols., 2012)

Ademads, la rdpida formacién de especies reactivas de oxigeno de estos mismos complejos en
medios aerdbicos y acuosos plantea dificultades a los estudios, sefialando la necesidad de

CORM con propiedades mejoradas.

No obstante, los ejemplos descritos en este apartado son CORMS experimentales que en
muchos casos han sido herramientas extremadamente Utiles para el progreso de la terapéutica

basada en CO.
4.4.4 Ejemplo de un modelo de complejo de liberacion de mondxido de carbono.

La estructura de un complejo de liberacion de mondxido de carbono contiene tres partes: el
nucleo metalico (M), la esfera de coordinacion del ligando (esfera interior) y la esfera exterior
del farmaco. La esfera de coordinacion del ligando determina la cinética de la liberacion del
mondxido de carbono dado un centro metdlico, mientras que la esfera exterior del farmaco
debe proporcionar al complejo CORMS las caracteristicas deseadas del farmaco. La versatilidad
guimica de estos compuestos es su ventaja mas significativa sobre el gas CO. (Malamati Kourti,

Wen G lJiang, 2017)

El modelo para la sintesis de un complejo de liberacién de mondxido de carbono viene
representado en la Figura 19 como una herramienta para ayudar al disefio de CORM con las
propiedades farmacéuticas apropiadas. Este modelo en particular presenta seis ligandos que
rodean al metal central. En la figura se muestra un complejo con dos ligandos de CO (L3, L4) y
cuatro ligandos auxiliares, que pueden ser todos iguales, todos diferentes o combinaciones de

los mismos.
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Figura 19. Modelo conceptual de CORMS. (Romao y cols., 2012)

La naturaleza de estos ligandos influye en el metal central y por lo tanto en su estabilidad y en
la capacidad de liberacion del mondxido de carbono. Por ello, es importante elegir los ligandos
adecuados para ajustar la estabilidad del complejo de liberacién de mondxido de carbono,
para que responda al desencadenante de la liberacidn de CO, y ademas, libere dicho gas de un

modo especifico y actle en el lugar y en la dosis necesaria.

Un perfil farmacolégico adecuado para el complejo de liberacion de mondxido de carbono,
requiere ademds buenas propiedades ADME (administracion-distribucién-metabolismo-
excrecion). En la figura 19 se han elegido cuatro tipos de sustituyentes diferentes que solos o
en combinacidn, pueden ajustar de manera decisiva las propiedades farmacoldgicas de un
CORM. Por ejemplo, los hidratos de carbono aumentan la solubilidad en agua, la
biocompatibilidad e incluso la biodistribucidon a distintos tejidos. En resumen, los ligandos
auxiliares presentan un papel decisivo en la creacién de farmacos CORMS, un hecho que a
veces se pasa por alto, pero que es crucial para esta generacion de farmacos basados en

metales. (Storr y cols., 2006)

4.4.5 Macromoléculas organicas e inorganicas, nanomateriales como transportadoras

de monoxido de carbono.

Uno de los requisitos principales para el uso clinico de CORMS, es la liberacién controlada de la
dosis de monodxido de carbono en el tejido diana. La administracion de CO en estos tejidos

diana es un desafio, ya que estos farmacos (CORMS) difunden radpidamente tras la
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administracién y pueden dar lugar a una acumulacién en el tejido, provocando efectos

secundarios y cierta toxicidad.

Para solucionar ese problema se utilizan portadores macromoleculares de mondxido de

carbono. (Figura 20)
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Figura 20. Tipos actuales de macromoléculas organicas e inorganicas para liberacién de CO.

(Nguyen and Boyer, 2015)

Estos portadores macromoleculares permiten una alta carga de mondxido de carbono, debido
a la unién de varias moléculas de CO por macromolécula, lo que resulta util en el tratamiento,
controlando la dosis y liberacién del mismo. El uso de CORMS siempre ha sido limitado por su
corta vida media (unos minutos) y su pobre biodistribucién. La encapsulacién del complejo
CORM-2 en micelas permite la extension de la semivida bioldgica de la molécula, de unos
pocos minutos a varias horas. La encapsulacion de estas moléculas aborda esta limitacion
ofreciendo una nueva oportunidad para la creacién de nuevos farmacos. Ademas, las
nanoparticulas de liberacién de mondxido de carbono también mejoraron la potencia y
eficacia de los CORMS en enfermedades inflamatorias intestinales, ya que resisten el pH acido

del estdmago y llegan al intestino en la dosis adecuada para realizar su accion.
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Un ejemplo de nanoparticulas y macromoléculas mostradas en el Figura 20 es el desarrollo de
micelas. Para lograr una difusién lenta del mondxido de carbono en los tejidos diana, se
desarrollaron micelas poliméricas usando el compuesto CORM-3 junto con polietilenglicol
(PEG). Las micelas formadas se mantuvieron estables en agua y suero y liberaron mas
lentamente el mondxido de carbono que el propio compuesto CORM-3 libre. Las micelas
mostraron una toxicidad reducida debido al PEG y una alta capacidad de carga de 2500
moléculas de mondxido de carbono por micela, ademas su tamafo era controlable y eran

faciles de formular. (Kautz y cols., 2016) (Figura 21)
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Figura 21. Sintesis de micelas con CORM-3. (Kautz y cols., 2016)

Por lo tanto se espera que los farmacos basados en nanoparticulas y macromoléculas
organicas e inorganicas encapsuladas, se apliquen para el tratamiento de enfermedades en

ensayos clinicos en un futuro no muy lejano. (Nguyen and Boyer, 2015)

4.5 Objetivos del tratamiento con monéxido de carbono para determinadas

enfermedades.

Hoy en dia el desarrollo de farmacos comienza con la identificacién de un objetivo molecular
para el tratamiento de una enfermedad seleccionada. Sin embargo, en el caso del mondxido
de carbono (CO) no se ha identificado alin ninglin objetivo terapéutico definitivo. En ausencia
de un objetivo molecular concreto para el mondxido de carbono, la seleccidn inicial de un
compuesto liberador de mondxido de carbono se ha realizado mediante estudios con animales
en los cuales se han estudiado diversas enfermedades relacionadas con las propiedades que

presenta el mondxido de carbono.
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4.5.1 Estudios de enfermedades inflamatorias.

Aunque el mondxido de carbono inhalado es un agente antiinflamatorio potencial, requiere un
control continuo de la dosis y presenta limitaciones, por ello se hace necesario el desarrollo de

moléculas liberadores de mondxido de carbono.

Las lesiones hepaticas causadas por infecciones virales, sobredosis de droga o alcohol estan

acompafiadas de fuertes respuestas antiinflamatorias que pueden causar mas dafio al higado.

Se realizé un estudio en ratones que presentaban una lesiéon hepatica por sobredosis de
acetaminofén. El paracetamol o acetaminofén es un farmaco con propiedades analgésicas, sin
propiedades antiinflamatorias clinicamente significativas que actla inhibiendo la sintesis de
prostaglandinas, mediadores celulares responsables de la aparicién del dolor, ademas, tiene
efectos antipiréticos. En dicho estudio se demostrd que el uso del gas mondxido de carbono y
moléculas rudimentarias CORM, presentaban una fuerte actividad antiinflamatoria actuando

en el tejido hepatico, reduciendo asi el dafio significativo de estos. (Qureshi y cols., 2016)

Una de las principales moléculas liberadoras de mondxido de carbono, CORM-2, ha
demostrado presentar actividad antiinflamatoria en la pancreatitis aguda, colitis, hepatitis y

vasculitis, tanto in vitro como in vivo. (Qureshi y cols., 2016)
4.5.2 Estudios de enfermedades cardiovasculares.

El reciente desarrollo de complejos liberadores de monédxido de carbono solubles en agua ha
proporcionado nuevas oportunidades para investigar las caracteristicas farmacoldgicas vy

biolégicas del mondxido de carbono.

La molécula CORM-3, soluble en agua (Figura 15), ha sido recientemente utilizada para
confirmar las acciones cardioprotectoras del gas: produce vasodilatacion adrtica y reduce la
presion sanguinea mediante la regulacién de los canales de potasio y calcio del organismo.
Estos hallazgos sugieren que CORM-3 tiene potencial para su uso en la funcién vascular e
hipertension. (Chatterjee, 2004) El objetivo del estudio de la molécula CORM-3 era determinar
si los efectos protectores de este compuesto demostrados in vitro, también estan presentes en
estudios in vivo. Para ello se utilizé un modelo de ratén murino a los que se les monitorizé la
actividad miocardica cuidadosamente. Los resultados demostraron que la administracion
intravenosa del compuesto CORM-3 limitaba eficazmente el infarto in vivo. Las células
cardiacas pretratadas con CORM-3 se vuelven mas resistentes al dafo causado por una
situacién de hipoxia y estrés oxidativo. Ademas, los corazones que habian sido tratados con

CORM-3, después de un infarto miocardico mostraron una recuperacion significativa en el
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rendimiento miocardico con respecto a los que no habian sido tratados. Para comprobar estos
hechos, ademas, se reemplazé la molécula CORM-3 por su forma inactiva ICORM-3, que es
incapaz de liberar monéxido de carbono. Al realizar este proceso, la cardioproteccion se pierde

y la tasa de supervivencia de los animales disminuyd considerablemente. (Guo y cols., 2004)

Estos datos corroboran la idea de que los compuestos carbonilo metdlicos podrian ser
utilizados como transportadores de mondxido de carbono (CO) para su liberacion en el tejido
miocardico debido a su bioactividad y potenciales actividades terapéuticas en dicho tejido.

(Motterlini y cols., 2002)
4.5.3 Estudios del cancer con monodxido de carbono.

La aplicacién de mondxido de carbono como gas y moléculas liberadoras de mondxido de
carbono en la terapia del cancer, sigue siendo controvertida ya que la sefializacion especifica y
la liberacion de mondxido de carbono en el tejido dafiado es un proceso importante y debe

estar controlado.

Dichos complejos liberadores (CORMS) han sido estudiados por su influencia en la
proliferacién celular, la apoptosis y la angiogénesis, procesos primarios implicados en el
cancer, observandose que el uso de estos complejos estd siendo favorable en varios tipos de

cancer. (Malamati Kourti, Wen G Jiang, 2017)
o Cancer de mama.

Al ser uno de los tipos mds comunes de cancer, fue considerado inmediatamente una
enfermedad potencialmente diana para la utilizacién de complejos liberadores de mondxido
de carbono. Se encontraron indicios suficientes para demostrar que dicho gas atenuaba la
actividad de una proteina, reduciendo la expresidén de ésta, que participa en el desarrollo de

este tipo de cancer. (Malamati Kourti, Wen G Jiang, 2017)

El problema se presenta a la hora de desarrollar una molécula que libere el mondxido de
carbono y actué especificamente en las células cancerosas, por lo que a dia de hoy son
limitadas las moléculas existentes para este tipo de cdncer y solo ha tenido utilidad en la

realizacion de ensayos in vitro.
o Céncer de prostata.

Este cancer es el tipo mds comun en los varones. Se describid la sintesis de una nueva
molécula CORM (Figura 22)que presenta hierro (Fe) como centro metalico unido a 5 dtomos

de nitrégeno y una molécula de CO la cual, tiene que ser liberada tras la irradiacién con luz UV.
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Este complejo presenta una estructura adecuada para la fijacién de péptidos que ayuden a la
liberacion adecuada del gas CO. Dicho compuesto, asi como sus metabolitos, no presentan
toxicidad y son solubles en agua. Sin embargo, los experimentos in vitro demostraron una
agregacion significativa del compuesto en el citoplasma celular, pero no dentro del ndcleo,

pudiendo dar lugar a reacciones adversas.

2
[Fe'(CO)N Py’

Figura 22. Molécula qtil para el cancer de préstata. (Malamati Kourti, Wen G Jiang, 2017)

En la actualidad se sigue trabajando con dicha molécula para controlar la dosis requerida de

dicho compuesto en el organismo y evitar la posible generacion de efectos adversos.

o Cancer de piel.

Las propiedades anticancerosas del mondxido de carbono para este tipo de cancer surgieron a
partir de estudios en los que se usaron moléculas de CORM-2 de aplicacion tépica, en forma de
lociones. Como resultado, se produjo un aumento de la eliminacién de tumores establecidos e
se inhibid el desarrollo de tumores malignos y tumores locales invasivos. (Malamati Kourti,

Wen G lJiang, 2017)

En la actualidad son muchas las infecciones que causan mortalidad en la poblacién, por ello se
ha impulsado la investigacién de antimicrobianos radicalmente nuevos, moléculas de
liberacion de mondxido de carbono (CORMS) desarrollados para la administracion terapéutica
como agentes antimicrobianos. Se ha comprobado como ciertos CORMS inhiben el

crecimiento, reducen la viabilidad y la respiracién microbiana. Pero dicho proceso se ve
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obstaculizado por las dificultades para detectar la liberacién de mondxido de carbono vy la
toxicidad de los compuestos CORMS en algunas células de mamiferos. (Wareham y cols., 2015)
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Figura 23. Efectos antimicrobianos inducidos por CO y CORMS. (Wareham y cols., 2015)

En la figura 23 se muestran los sitios de accién y las consecuencias a nivel celular de la
exposiciéon a mondxido de carbono y compuestos de liberacion de mondxido de carbono
(CORMS). Los resultados se generalizan y se agrupan a partir de los obtenidos de varios
compuestos CORMS entre los que destaca, CORM-2 y CORM-3. Se representa la membrana
interna bacteriana (IM), junto con la membrana externa (OM) y el espacio periplasmatico (P).
Los compuestos CORMS y el mondxido de carbono entran a la bacteria a través de la
membrana interna. El mecanismo de entrada del mondéxido de carbono es por difusidn, sin
embargo el mecanismo de entrada de CORMS es desconocido. El compuesto CORM libera
monodxido de carbono intracelularmente formando asi un compuesto denominado iCORM.
Este junto con el mondxido de carbono administrado, afecta a los factores de transcripcion de
la bacteria, sintetizando asi proteinas modificadas. Estos factores de transcripcion también son
modificados por la presencia de radicales superdxidos creados por el propio compuesto CORM.
A su vez, el mondxido de carbono actia sobre la cadena respiratoria aerobia bacteriana,
compitiendo con el oxigeno y bloqueando la respiracion, asi como la generacion de ATP.

(Wareham y cols., 2015)
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El desarrollo de compuestos CORMS para el tratamiento antimicrobiano, debe estar basado
por tanto en un mayor conocimiento de los métodos de accidon de los compuestos CORMS

actuales y el desarrollo de compuestos mejorados que sean biocompatibles.

El objetivo principal de la sintesis de estos compuestos liberadores de monéxido de carbono
(CORMS) es la creacién de farmacos potencialmente activos que sirvan para reducir el uso de
antibidticos asi como reducir las concentraciones necesarias para tratar aquellas bacterias

resistentes a los antibidticos convencionales.

5. CONCLUSIONES.

Los efectos biolégicos observados en el mondxido de carbono en forma de gas, sugieren un
amplio rango de aplicaciones terapéuticas. El uso de moléculas liberadores de mondxido de
carbono (CORMS), capaces de administrar monéxido de carbono a células y tejidos in vivo,

constituyen la estrategia mas valida para ejercer un efecto terapéutico en el organismo.

El desarrollo de complejos organometalicos, plantea problemas de seguridad debido a la
presencia tanto del mondxido de carbono, como de metales. Ademas, el metabolismo de los
CORMS es también un tema de importancia clave no solo por las razones toxicoldgicas, sino
también porque es importante prevenir posibles interacciones medicamentosas. A pesar de
estos problemas, el conocimiento actual sobre el comportamiento de los metales en sistemas
bioldgicos y la construccion de farmacos con unas caracteristicas ADME (absorcion-
distribucion-metabolismo-excrecidon) controladas in vivo, constituyen una importante base
solida para la préoxima generaciéon de CORMS. En el futuro, el desarrollo de nuevos compuestos
CORMS estan basados en tres puntos fundamentales: (1) liberacion de la dosis correcta de
mondxido de carbono de manera controlada, (2) administracidon dirigida de monodxido de
carbono a los tejidos y 6rganos especificos y (3) alta eficacia de captacién celular de monédxido

de carbono tanto en estudios in vitro como in vivo sin aparecer citotoxidad.

Se espera por tanto un disefio adecuado y la sintesis de nuevas moléculas que llevard a
conseguir un tratamiento mas personalizado para cada paciente, asi como una disminucién de
pacientes polimedicados, como en el caso de los pacientes con cdncer, que presentan una alta

carga de medicamentos, dando lugar a reacciones adversas en el organismo.
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Por todo ello, existe un gran interés creciente en el desarrollo de nuevas terapias basadas en
mondxido de carbono, y a medida que se conoce mejor la molécula, se espera que los
complejos de liberacidn de mondxido de carbono (CORMS) se conviertan pronto en una nueva

clase de terapias contra diversas enfermedades.
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