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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una enfermedad epidémica causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis, que suele afectar principalmente a los sectores mas vulnerables de la poblacion
mundial, razdn por la cual, a pesar de ser prevenible y curable, tiene una alta tasa de incidencia
que continua incrementandose. Aunque en los ultimos afios dicho incremento estuvo asociado
a los impactos negativos de la pandemia del COVID-19 y los conflictos en curso en diferentes
partes del mundo, el principal factor que no ha permitido erradicar la enfermedad es la
resistencia a los medicamentos que han desarrollado las diferentes cepas de la micobacteria.
En ese contexto, existe una urgente necesidad de desarrollo de nuevos compuestos anti-TB
eficaces contra la tuberculosis resistente para enfrentar la crisis de salud. Dentro de las
estrategias evaluadas para superar la resistencia, los compuestos basados en metales han

mostrado ser prometedores.

En este trabajo se presentard una investigacion bibliogréfica en el uso de iones metalicos para
la formacion de complejos metalicos con fragmentos o derivados de moléculas bioactivas para
tratar la tuberculosis con la finalidad de incrementar su actividad antimicobacteriana. Para ello
se abordaran la enfermedad, los tratamientos empleados actualmente y la problematica
inherente a esta, asi como una revision de los complejos metalicos antituberculosos reportados
en las ultimas dos décadas, teniendo en cuenta los posibles mecanismos de accion y los valores

de las cantidades minimas inhibitorias, que hacen de estos una herramienta prometedora.
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1. TUBERCULOSIS

1.1  Sintomatologia

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria
Mycobacterium tuberculosis o bacilo de Koch, que ha afectado a los seres humanos desde hace
miles de afios.! La bacteria patdgena es transmitida por via aérea mediante el aerosol expulsado
por un paciente con TB cuando estornuda o tose; las particulas secretadas contienen bacilos
capaces de iniciar la infeccion en otro hospedador.? También puede transmitirse por via
digestiva, por ejemplo, a través de la ingesta de la leche de una vaca infectada, aunque esto no
es muy comin debido a la pasteurizacion de la leche para consumo humano.!

Dependiendo de la respuesta del sistema inmunitario del huésped, se pueden distinguir
dos formas de TB: TB latente y TB activa.? En la primera, la bacteria estd inactiva, lo que
implica que el infectado no presenta sintomas y no contagia, pero existe la posibilidad de que
desarrolle la enfermedad en algiin momento de su vida si no recibe tratamiento.>* En contraste,
en la TB activa, la infeccion se convierte en la enfermedad de TB propiamente dicha, la cual
es contagiosa y desarrolla sintomas que se manifiestan paulatinamente durante semanas o
incluso afios después de la infeccion.? Dentro de los sintomas més comunes se listan los
siguientes: tos cronica con sangre o moco, fiebre, fatiga, dolor toréxico, sudoraciones nocturnas
y pérdida de apetito y peso, entre otros.* Se estima que uno de cada diez infectados con la
micobacteria puede desarrollar TB activa en alguna etapa de su vida.> En la mayoria de los
casos, la infeccion se encuentra localizada en forma de un granuloma necrotico en el sitio donde
inicié la infeccion. Estos granulomas hipoxicos desencadenan la destruccion pulmonar
progresiva hasta desarrollar necrosis, lo cual genera lesiones severas en los pulmones.®

La infeccién usualmente afecta a los pulmones, pero también puede dafiar otros drganos
como la piel y el higado, entre otros, que forman parte de los sistemas gastrointestinal,

linforreticular, musculoesquelético y reproductivo.!*> Esto se manifiesta a través de sintomas



diferentes a los que usualmente se observan en pacientes de TB pulmonar. Por ejemplo, la
linfadenitis tuberculosa es una de las TB extrapulmonares mas comunes, en la que los ganglios
resultan afectados, lo cual genera que estos aumenten de tamafio o aparezcan nuevos ganglios
en respuesta inmunitaria a la micobacterias.” También se ha reportado que la TB de los rifiones
puede manifestarse como sangre en la orina, la TB de la columna puede causar dolor en la

espalda y la TB de la laringe puede causar ronquera.’

1.2 Patogénesis

La infeccion de TB comienza con el ingreso de las particulas que contienen bacilos de
M. tuberculosis a los alvéolos pulmonares del huésped.? A pesar de que estos bacilos no
producen toxinas que activen una respuesta inmunoldgica rapida,” existen factores como el
tamafio de la particula y la calidad del surfactante generado por los neumocitos de tipo II que
limitan su capacidad infectiva.!* Las gotas respiratorias grandes (mas grandes que 10 u, p es
una gota de Fliigge) no atraviesan las vias respiratorias altas tras quedar sedimentadas y
aglutinadas en los ductos respiratorios; mientras que las mas pequefias (1-5 u) son capaces de
alcanzar los alvéolos pulmonares, ya que estas son capaces de mantenerse suspendidas en el
aire hasta ser absorbidas por los alvéolos, cuyas paredes solo permiten la difusién de gases.!
En esta primera instancia, el surfactante producido por los neumocitos o células epiteliales
alveolares puede destruir la pared micobacteriana para que asi los macrofagos alveolares (MA)
puedan destruir los bacilos.? Sin embargo, el rol protector del surfactante también representa
un problema, ya que evita el ingreso de anticuerpos a los alvéolos pulmonares debido a la fuerte
adherencia de sus células, lo cual impide la entrada del plasma a través de estas.? Sin embargo,
los MA, células localizadas en los alvéolos pulmonares, compensan dicha situacion, ya que se
encargan de limpiar y evitar cualquier inflamacién que pueda dafiar la estructura alveolar.>*1°

Esto explica por qué no todas las personas expuestas a la micobacteria han sido infectadas, lo



cual sugiere que el individuo debe estar expuesto al patégeno de manera continua para
desarrollar tuberculosis activa.>’

La virulencia del patégeno comienza cuando los bacilos absorbidos en los alvéolos son
fagocitados por los MA (Figura 11), desde donde secretan el péptido especial ESAT-6 (objetivo
antigeno 6kDa secretado tempranamente) que evita varios procesos celulares tales como la
union fagosoma-lisosoma y la apoptosis, permitiendo asi la supervivencia de los bacilos y su
entrada al citoplasma.>!®!! En este punto, el bacilo comienza a multiplicarse e incrementa su
concentracion, en un periodo de 5-6 dias, hasta desencadenar la necrosis del MA y el
rompimiento de la pared celular que ocasiona la diseminacion de bacilos, los cuales vuelven a
ser fagocitados por otros MA.2 Este proceso se repite hasta desencadenar una respuesta
inflamatoria mediada por la liberaciéon de quimiocinas y citocinas, las cuales atraen a otras
células fagociticas e inmunitarias.!! Este escenario puede ser contenido mediante la inducciéon
de la respuesta inmune innata, en la que los linfocitos T son estimulados por la diseminacion
de los antigenos secretados por la bacteria (Figura 1ii).>!! Los linfocitos T, especificamente los
de tipo Thl, activan los MA infectados mediante la sintesis del interferon gamma, permitiendo
asi el ingreso de células polimorfonucleares como neutréfilos y linfocitos B al MA infectado,
lo cual promueve el control de la multiplicacion de bacilos, destruyendo los bacilos y evitando
la formacion de granulomas.>!! Si la respuesta inmunolégica es eficiente, los bacilos pueden
permanecer encapsulados hasta la reactivacion de los granulomas (Figura 1iii), evitando asi el
progreso de la enfermedad.! Esto se conoce como infeccion de tuberculosis latente, en la que
los bacilos permanecen adormecidos hasta ser reactivados nuevamente y desarrollar TB activa,
también conocida como tuberculosis de reactivaciéon.!! En caso contrario, cuando la respuesta
inmunitaria no es lo suficientemente eficaz o los granulomas erosionan por lesiones

caseificantes, la diseminacion de las bacterias contenidas desencadena una reinfeccidon con



bacilos, impulsando el desarrollo de la TB activa, tal como se muestra en Figura 1iv.>!! En este

caso se trata de tuberculosis primaria.

Figura 1. Patogénesis de la tuberculosis y respuesta inmunitaria.'!

1.3 Epidemiologia y comorbilidades asociadas

A pesar de ser prevenible y curable, la TB permanece bastante latente actualmente,
siendo la causa de aproximadamente 1,6 millones de muertes en 2021 seglin la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS).? Esto convierte a la TB en la segunda enfermedad con mayor tasa
de muertes producto de la infeccion de un solo patdgeno, solo por detras del COVID-19.? Segtin
el reporte anual de la OMS se estima que, al menos, la cuarta parte de la poblacion mundial ha
sido infectada con la bacteria de la TB, pero solo alrededor del 5% al 10% desarrolla la
infeccion.!® Si bien representa una problemética global, el nimero de casos incidentes de TB
varia mucho entre paises, entre 150-400 casos por cada 100 000 habitantes en la mayoria de
ellos, entre las cuales las regiones de Asia Sudoriental (45%), Africa (23%) y Pacifico
Occidental (18%) son las que presentan mayor porcentaje de incidencia.> Asimismo, cabe
mencionar que la region de América representa el 2,9 %, de los cuales Pert y Bolivia son los
paises con mayor tasa de incidencia en el 2021 (Figura 2).> Para controlar la epidemia de TB y
eventualmente alcanzar el final de esta, la OMS plantea dos objetivos mundiales para 2030: el
primero, la reduccion del 90% en el nimero de muertes por TB y el segundo, una reduccion
del 80% de la tasa de incidencia de TB, ambos en comparacion a los niveles registrados en el

2015.%



Figura 2. Tasas estimadas de incidencia de TB a nivel global, 2021.3

En algunos paises la tasa de incidencia y mortalidad de TB se han reducido a diez casos
y una muerte por cada 100 000 habitantes por aflo, respectivamente.® Sin embargo, debido a la
emergencia sanitaria generada por la pandemia del COVID-19, el acceso al diagnostico y
tratamiento de la TB se ha limitado, llevando a revertir el progreso alcanzado hasta el 2019
respecto a los objetivos mundiales.>* Esto es evidenciado en el incremento de las tasas de
incidencia, prevalencia y mortalidad reportados por la OMS en 2022.° En la Figura 3 se muestra
la tendencia del numero estimado de muertes por TB en el periodo 2000-2021. Debido a la
falta de datos fiables sobre el nimero de casos de tuberculosis y el nimero de muertes entre el
2020 y 2021, se han empleado sistemas de registro civil y encuestas realizadas en paises de

bajos y medianos ingresos para generar esta estimacion.’



Figura 3. Tendencia del nimero estimado de muertes por TB, 2020-2021. La linea discontinua representa el
objetivo global de reduccion del 35% total de muertes, mientras que las sombras representan intervalos de 95%
de incertidumbre (Adaptado de 3).

Aunque todos los grupos de edad tienen el mismo riesgo de infectarse, se sabe que el
90% de los infectados son adultos y en su mayoria son varones (56,5% en 2021).> Ademés,
existen factores clave que incrementan la posibilidad de contraer la infeccion. Algunos de estos
son la pobreza, la desnutricion y las comorbilidades asociadas como la infeccion por el virus
de inmunodeficiencia humana (VIH) y diabetes tipo 2, especialmente en algunas regiones
endémicas.'* De hecho, se estima que en el 2021, el 6,7 % de casos incidentes de TB fueron
en personas VIH-positivas, y alrededor del 12% de las muertes por TB fueron personas VIH
positivas (51% hombres, 38% mujeres y 11% nifios).> Ademas, los estudios muestran que los
pacientes infectados por VIH tienen un mayor riesgo de desarrollar TB extrapulmonar y
diseminada.’

En la Figura 3, también se muestra una linea discontinua horizontal que representa el
objetivo global de reduccion del 35 % del total de muertes por TB (entre pacientes VIH
positivos y negativos) comparado con 2015. Como se observa, hasta el 2019 hubo un progreso

significativo, aunque no se alcanzo el objetivo fijado para el 2020; en cambio, el avance fue



revertido desde entonces debido a la emergencia sanitaria afrontada.> Adicionalmente, las
barreras econdmicas y financieras también afectaron el acceso a los servicios de salud para el
diagnostico y tratamiento de TB, entre los cuales las regiones en desarrollo como Africa, Asia
Sudoriental e India son las afectadas con mayor impacto, llegando a registrar los mas altos

porcentajes del total de muertes por TB.>!?

1.4 Diagnostico

Existen varios métodos para diagnosticar la tuberculosis segun el tipo de TB del que se
sospecha de acuerdo a los sintomas y, por lo general, se requieren varias pruebas para
confirmarla. Uno de los métodos mas empleados y recomendados por la OMS es la deteccion

3 De hecho, en el 2021, se diagnosticaron

molecular rdpida como primer diagnostico.
6,4 millones de casos de TB, de los cuales el 38% fue diagnosticado por la prueba molecular
rapida recomendada por la OMS.? Luego, se realiza una radiografia de térax para visualizar
indicios que sugieran la infeccion de los pulmones.!® Otro de los métodos mas antiguos para la
deteccion de la infeccion de TB es la microscopia de frotis de esputo. Esta prueba es la mas
usada en paises en desarrollo y se suele realizar solo cuando se han observado signos de
tuberculosis en la prueba por imagenes (Rayos X).!*!* Estos cultivos pueden diferenciar entre
las micobacterias tuberculosas y no tuberculosas; siendo los cultivos en medio liquido los méas
sensibles y maés rapidos (10-14 dias).’ Estos tltimos métodos son usados también para el
monitoreo durante el tratamiento.'> En algunos casos, como el de la TB que afecta la
parénquima pulmonar, la infeccion no puede ser diagnosticada mediante imagenes de rayos X
o tomografias, de modo que es necesario una biopsia pulmonar quirtrgica para confirmar el
diagnostico.'*1®

La TB extrapulmonar activa es diagnosticada de forma similar a la TB pulmonar, sin

embargo, para un diagndstico definitivo se deben aislar los bacilos de M. tuberculosis; por ello,

se realizan biopsias para extraer tejido de los 6rganos afectados.” Asimismo, la Sociedad

7



Toracica Americana y la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América también
recomiendan verificar los niveles de adenosina desaminasa e interferon gamma en cualquier
liquido secretado por los pacientes con sospecha de tuberculosis extrapulmonar. '

Por otra parte, para diagnosticar una infeccion de TB latente, se utiliza la prueba de
Mantoux, que consiste en inyectar un derivado proteico purificado de tuberculina en la piel del
antebrazo.!> En el caso de que la persona esté infectada, se observara una pequeia
protuberancia roja en el punto de aplicacion 2-3 dias después.'?

El diagnostico de la TB también estd asociado a factores econdmicos, por ejemplo, los
paises con mayor nivel de ingresos son los que tienen mayor acceso a las pruebas de diagndstico
mas sensibles, razon por la que presentan mayor registro de diagndstico en comparacion a la
regiones mdas pobres del mundo.® Es importante subsanar esta disparidad para lidiar
eficazmente con la epidemia de TB, ya que segun modelos especificos desarrollados por la
OMS, el répido diagndstico y tratamiento de los casos de TB permitird desacelerar el
incremento de incidencia observado con el fin de restaurar el progreso alcanzado hasta el
2019.% Ademas, una deteccion rapida y correcta es necesaria para diagnosticar y evaluar la
resistencia a los medicamentos, problematica asociada a los tratamientos que sera abordada en

el siguiente capitulo, con la finalidad de asegurar un régimen de tratamiento eficaz. *'°



2. PREVENCION Y TRATAMIENTO

2.1 Vacunas

Aunque las vacunas no pueden prevenir las infecciones pulmonarias primarias, pueden
detener la progresion de las infecciones antes de desarrollar la enfermedad clinica.® Esto es
posible por la rapida induccion de las respuestas inmunitarias mediadas por los linfocitos
Th 1, lo cual impulsa la activacion de los MA encargados de destruir a los bacilos absorbidos,
inhibiendo asi el crecimiento de los mismos y evitando una lesion pulmonar producto de la
TB.>* Actualmente, solo se cuenta con vacunas para prevenir la TB en nifios, mas no en
adultos. Esta se denomina vacuna de Bacilo de Calmette y Guérin (BCG) y, aunque fue
desarrollada hace mas de 100 afios, continda siendo ampliamente usada y se estima que
aproximadamente 100 millones de bebés la reciben anualmente.>*°

Teniendo en cuenta el incremento de casos de infeccion de TB en los tltimos afios, resulta
necesario el desarrollo de nuevas vacunas orientadas a la prevencion de TB, por lo cual es una
de las prioridades de la OMS.*?! De hecho, seglin el reporte de la OMS, hasta setiembre del
2022, 16 vacunas fueron candidatas en pruebas clinicas en fase I, II y III para prevenir la
infeccion y la enfermedad de TB.® Entre estas destaca la vacuna M72/ASOIE, candidata
prometedora para vacuna contra TB para adultos, la cual se encuentra en la fase II de las
pruebas clinicas y ha mostrado una proteccion de 54% contra la TB activa sin problemas de

seguridad.?? El desarrollo de este tipo de vacunas es imprescindible para alcanzar los objetivos

globales en cuanto a la reduccion de las tasas de incidencia y mortalidad de TB.>*2°

2.2 Intervenciones quirtrgicas
Antes del descubrimiento de los medicamentos anti-TB, la cirugia tordcica estaba
contemplada en el tratamiento primario de la TB.!® Sin embargo, actualmente, estas

intervenciones se realizan solo para diagnosticar y controlar la infeccion y secuelas de la TB.!¢



Estas son indicadas cuando la quimioterapia antituberculosa no es eficaz, se conocen lesiones
pulmonares localizadas o el paciente se encuentra en peligro de muerte inminente como
resultado de una hemorragia pulmonar.!” Algunos médicos consideran oportuno realizar un
intervencion quirtrgica ademds de seguir un tratamiento médico, pues existe una mayor
probabilidad de recuperacion si se diagnostica oportunamente y si se limitan las lesiones a
ciertos sectores del pulmoén.'® Las ventajas de este tipo de intervenciones radican en su alta
efectividad y sus secuelas menos traumaticas, es decir, que no genera un gran impacto negativo
en la calidad de vida del paciente.'® Esto ultimo estd asociado al avance tecnoldgico de los
ultimos afios, lo cual permite un enfoque quirurgico minimamente invasivo como aquellas en

las que se emplean videotoracoscopios para examinar el torax.'®

2.3 Quimioterapia

Desde el descubrimiento de los medicamentos antimicobacterianos en los afios 1940s, la
TB ha sido tratada efectivamente mediante terapias basadas en regimenes de farmacos anti-
TB.>!® En base a la revision de estudios realizados antes de esta era, se estima que, sin el
tratamiento con farmacos, alrededor de 50% de pacientes con TB feneceria entre 5 y 10 afios
después de ser diagnosticados.'*

Generalmente, la terapia de TB sensible a los antibidticos consiste en un régimen de
4-6 meses de la combinacion de 4 medicamentos denominados farmacos de primera linea
(isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida), bajo monitoreo clinico.*** En la Tabla 1
se indican los tratamientos recomendados por la OMS para distintos tipos de pacientes, también
se incluye el tratamiento preventivo en caso de exposicidon a una persona infectada o si padece
VIH u otra comorbilidad de riesgo clinico.>?* Regularmente, se reporta la recuperacion exitosa
de, al menos, el 85% de los pacientes que siguen los tratamientos recomendados.? De hecho, a
pesar de los problemas enfrentados en la pandemia, el 86% de los pacientes que iniciaron el

tratamiento con farmacos de primera linea se recuperaron exitosamente en 2020, lo cual sugiere
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que la calidad de atencidon no resultdé completamente alterada, aunque la tasa de recuperacion

de los pacientes con VIH se mantiene baja.’

Tabla 1. Tratamientos farmacolégicos para la tuberculosis recomendados por la OMS (Adaptado de 3).

Paciente objetivo Régimen
TB pulmonar y extrapulmonar sensible a medicamentos (H, R, Ey Z) por 2 meses + (H y R) por 4 meses
12 afios a mas con TB pulmonar sensible a medicamentos (P, H, Z y M) por 4 meses
3 meses — 16 afios con TB no grave (H, R, Zy E) por 2 meses + (H y R) por 2 meses
Personas con alta probabilidad de desarrollar TB (Hy P) por 3 meses, (Hy R) por 3 meses, (Hy P)
(prevencion) por 1 mes, R por 4 meses o H por 6 meses

H: isoniacida, R: rifampicina, E: etambutol, Z: pirazinamida, P: rifapentina y M: moxifloxacino

2.3.1 Farmacos de primera linea

Los farmacos anti-TB de primera linea mostrados en la Figura 4 se usan para tratar la TB
sensible a los medicamentos.

La isoniacida (INH) (Figura 4) es uno de los fArmacos mas antiguos y eficaces usados
para tratar la TB.>* El medicamento solo es activo contra los bacilos tuberculosos en
crecimiento y suele recetarse en dosis de 4-6 mg/kg al dia en adultos durante un periodo de
6 meses.”> Este profirmaco es absorbido en todos los fluidos y tejidos hasta ingresar a la célula
micobacteriana por difusion pasiva, donde es activado por la enzima micobacteriana catalasa-
peroxidasa (KatG) mediante dos pasos oxidativos.?* Primero se forma el radical isonicotinoilo
y luego ocurre una reaccién en la que se libera amoniaco para formar los productos
isonicotinamidas.?* Estos productos activos de INH desactivan a la proteina transportadora de
enoil-acilo (ACP) reductasa (InhA) dependiente de NADH (nicotinamida adenina
dinucledtido) y a la proteina beta-cetoacil ACP sintasa (KasA), ambas componentes esenciales
en la sintesis de los 4cidos micélicos de la pared celular.?® Esto desencadena la inhibicion de

la sintesis de la pared celular de la micobacteria, lo cual facilita la fagocitosis de los MA e

11




induce la lisis celular que posteriormente produce la muerte de la bacteria.>*?

La M. tuberculosis presenta una alta sensibilidad a INH, con una cantidad inhibitoria
minima (CMI) en el rango de 0,02-0,2 pg/mL.>**® No obstante, dentro de los efectos
secundarios se ha reportado toxicidad en el higado y en el sistema nervioso.?* Sin embargo, la
alta actividad antimicobacteriana, la buena biodisponibilidad y la facilidad para penetrar la
pared celular de la micobacteria que presenta han convertido a INH en uno de los principales

farmacos para tratar la TB.?67

0

Isomacida (INH)

Rifampicina (RIF)

OH

O
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Pirazinamuda (PZA) Etambutol (EMB)

Figura 4. Farmacos de primera linea contra la Mycobacterium tuberculosis.

La rifampicina (RIF) (Figura 4) es un antibidtico macrociclico con una excelente
actividad esterilizante debido a su capacidad para inhibir la sintesis de acidos ribonucleicos en
patégenos microbianos como bacterias, hongos y virus.>> El medicamento es activo contra los
bacilos que se encuentran en crecimiento o en estado latente y suele recetarse en dosis de

8-12 mg/kg al dia o 3 veces por semana en adultos, por un periodo de 6 meses.”> La
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M. tuberculosis es extremadamente sensible a RIF, con una CMI en el rango de 0,05-1 pug/mL
en medios solidos y liquidos.?* Por ello, es uno de los principales farmacos empleados para el
tratamiento de la TB junto con INH y pirazinamida (PZA).?® Esta actividad anti-TB est4
asociada a su capacidad para inhibir la enzima encargada de la trascripcion y expresion de
genes de la M. tuberculosis mediante su union con la subunidad beta de la ARN polimerasa
(RNAP) de la micobacteria, codificada por el gen rpoB.?° Esta union bloquea la elongacion de
la cadena de ARN, lo que posteriormente genera la muerte de los bacilos tuberculosos, aunque
no se conoce coémo ocurre esto ltimo.?® Una de las ventajas del fArmaco es que practicamente
no presenta reacciones adversas ademds de algunas molestias gastrointestinales.?*°

El etambutol (EMB) (Figura 4) es un farmaco esencial para el tratamiento de la TB, y
con un rol relevante en el tratamiento de la TB resistente a otros medicamentos.?* Este
antibiotico solo tiene efecto sobre los bacilos que se replican y se suele recetar en dosis de
15-20 mg/kg al dia en adultos, por un periodo de 2 meses.>> La M. tuberculosis presenta una
alta sensibilidad a EMB, con una CMI en el rango de 0,5-2 pg/mL.?* EMB puede potenciar el
efecto de otros farmacos complementarios como aminoglucoésidos, rifampicinas y quinolonas
y, de hecho, una de las funciones principales de EMB es prevenir el desarrollo de la resistencia
a los otros medicamentos de la terapia combinada.”> El mecanismo de accidén propuesto para
este fArmaco sugiere que actia inhibiendo la biosintesis de la pared celular de la micobacteria
al inducir la acumulacion de D-arabinofuranosil-P-decaprenol, lo cual interrumpe la
polimerizacion de un analogo de arabinosa, el arabino, componente de la pared celular.?* Se
cree que el objetivo de EMB es la enzima arabinosil transferasa de la micobacteria, codificada
por el gen eBb.***" El etambutol presenta una serie de efectos secundarios como mareos,
vomitos, dolor de estobmago, sarpullido, hinchazon de la cara, ojos y labios, asi como dificultad
para respirar, por lo que debe dosificarse cuidadosamente y asistir a controles oftalmologicos

antes y después del periodo de tratamiento.?>-*°
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La pirazinamida (PZA) (Figura 4) es empleada en regimenes de tratamientos cortos y es
un farmaco fundamental para el tratamiento de la TB resistente a multiples farmacos. La PZA

4 es decir, su actividad

inhibe bacilos semidormidos ubicados en regiones 4cidas,>
antimicobacteriana solo es potente en condiciones acidas, como el area intracelular de los MA
y areas de inflamacion aguda.>>?' Usualmente es recetado en dosis mas altas, de 25 mg/kg al
dia en adultos por un periodo de 2 a 3 meses cuando los cambios inflamatorios debido a la
infeccion persisten.?’ La M. tuberculosis presenta una moderada sensibilidad a PZA, con una
CMI en el rango de 6,25 a 50 pg/mL.** Este medicamento es activado por la enzima
pirazinamidasa (PZasa) de la micobacteria para convertirse en acido pirazinoico, la forma
activa, mediante una reaccion de hidrolisis.?! Esta forma activa es protonada en el interior de
la micobacteria y liberada hacia el exterior, para luego reingresar a la bacteria, pero esta vez
solo los protones son liberados en el interior de la bacteria, mientras que el acido pirazinoico
es bombeado hacia el exterior.>! Este proceso ciclico incrementa la acidez en el interior de la
micobacteria, lo que posiblemente induce la muerte de la misma.?* Dentro de los efectos

secundarios se ha reportado hipersensibilidad y molestias en el sistema gastrointestinal.*®

2.3.2 Tuberculosis farmacorresistente

La TB resistente a los medicamentos es una amenaza para la salud publica causada por
cepas de M. tuberculosis resistente a, al menos, uno de los fArmacos de primera linea.?> Esta
resistencia es producto de los largos tratamientos con quimioterapia, el mal uso de los farmacos
o el mal cumplimiento del régimen farmacoldgico.*? Se distinguen dos grupos marcados de TB
resistente: TB resistente a multiples firmacos (MDR-TB) causada por cepas de M. tuberculosis
resistentes a rifampicina e isoniazida, y la TB extremadamente resistente a los medicamentos
(XDR-TB) causada por cepas resistentes a la rifampicina, més cualquier fluoroquinolona,
ademds de al menos uno de los farmacos bedaquilina y linezolida.> La deteccion de la

TB-resistente requiere una confirmacioén bacteriologica de TB, ademas del diagndstico y
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evaluacion de la resistencia a los farmacos mediante el uso de pruebas fenotipicas de
susceptibilidad, pruebas moleculares o secuenciaciones del genoma completo, para de este
modo determinar la susceptibilidad al farmaco y detectar las mutaciones responsables de la
resistencia a cierto medicamento.

Para combatir estds cepas de TB-resistente se requiere seguir un tratamiento con
farmacos mas potentes, razéon por la cual, los farmacos de segunda generacion fueron
desarrollados.?* Estos tienden a ser mds toxicos y requieren un tratamiento mas prolongado que
los de primera linea, por lo que deben ser administrados bajo la supervision de personal
especializado.? La alta actividad antimicobacteriana de estos firmacos deberia garantizar un
eficaz tratamiento y la prevencion de la seleccion de mutantes resistentes a los farmacos para
lograr una curacion permanente; sin embargo, la farmacoterapia moderna no ha sido capaz de
erradicar la TB.? De hecho, se estima que la incidencia de la resistencia a los formacos contra
la TB se increment6 entre 2020 y 2021; el 3,6% de casos nuevos de TB y el 18% entre los
tratados anteriormente desarrollaron MDR..? Factores como la disponibilidad de medicamentos,
las crisis politicas y sociales y, las diferencias socioeconémicas han contribuido en este
incremento. Por ejemplo, no todos los pacientes con la enfermedad o infeccién pueden cubrir
los gastos asociados a los tratamientos completos. Esta problemadtica es acentuada durante las
crisis politicas y sociales, de manera que se produce una elevacion de casos con tratamientos
incompletos e insuficientes que pueden dar lugar a la resistencia a los medicamentos, lo cual
se reflejaria en el incremento de la incidencia de la TB-resistente.”® Ademds, durante la
pandemia de COVID-19, muchos de los pacientes no pudieron acceder a los tratamientos

33

adecuados debido a la emergencia sanitaria;*** razén por la cual los paises en desarrollo como

Per(i se encuentran en la lista de los paises con més alta incidencia de MDR-TB.?
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2.3.2.1 Resistencia a los farmacos de primera linea

La resistencia a los farmacos desarrollada por la M. tuberculosis esta asociada, en la
mayoria de casos, a multiples mutaciones genéticas de la bacteria, tal como se describird a
continuacion.*>

La resistencia a la INH estd asociada a la mutacion de varios genes de la micobacteria,
pero se cree que la que tiene mayor contribucidon es aquella que provoca la pérdida de la
actividad de la enzima micobacteriana catalasa-peroxidasa (katG).?®*¢ Una de las mutaciones
mas observadas en el gen katG es la sustitucion de una serina con una treonina en el codon 315,
representada como S315T, lo cual se cree que modifica el punto de enlace a INH debido a
algunos cambios localizados en los enlaces puentes de hidrégeno, generando asi un
significativo decrecimiento en la afinidad por INH.*® En consecuencia, no se producen los
compuestos activos de INH necesarios para inhibir a la enzima micobacteriana InhA,

componente esencial en la biosintesis de la pared celular.?®

Ademas, el completo
desconocimiento de todas las contribuciones a la resistencia, hace que su deteccion sea bastante
ambigua y complicada en comparacion a la resistencia de otros farmacos como la
rifampicina.??

Por otro lado, los estudios realizados con las cepas de M. tuberculosis resistentes a RIF
han mostrado mutaciones en el gen rpoB que codifica a la subunidad beta de la ARN polimerasa
de M. tuberculosis.’” Estas mutaciones generan cambios conformacionales que alteran las
interacciones de enlace con RIF, es decir, se pierde la afinidad por el fArmaco, convirtiendo a
la micobacteria en una cepa resistente a RIF. Para la deteccion de este tipo de resistencia, la
OMS recomienda los métodos genotipicos Gene Expert/RIF y el ensayo plus MTB-DR >

Por otra parte, se sabe que la resistencia al etambutol surge cominmente cuando el

paciente es expuesto a un régimen prolongado de solo este farmaco.’® Los estudios sugieren

que la resistencia al etambutol esta asociada a mutaciones puntuales en el gen embB que
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codifica a la enzima arabinosil transferasa.?**° Se ha reportado que la mayoria de mutaciones
ocurren en el operon cmbABC, por lo que se cree que estas son las mutaciones responsables de
la resistencia, aunque dichas mutaciones solo ocurren en el 50-60% de todas las cepas
resistentes aisladas.?*

En cuanto a la resistencia desarrollada a PZA, se cree que es causada por las mutaciones
en el gen pncA, el cual codifica a la enzima PZasa que activa al medicamento, pues la mayoria
de las cepas resistentes presentan mutaciones en dicho gen.?* Debido a estas mutaciones, PZasa
pierde su actividad y PZA permanece inactivo al no ser convertido en acido piranozoico, lo

que finalmente resulta en una cepa de MDR-TB.2*!

2.3.2.2 Tratamiento para la tuberculosis resistente a los medicamentos

Los tratamientos de MDR-TB recomendados por la OMS consisten en regimenes de
9-12 meses de bedaquilina-oral o regimenes mas prolongados (18 meses a mas) que
generalmente incluyen una cantidad minima de medicamentos anti-TB de segunda linea
(Figura 5) considerados efectivos, segtin el historial del paciente.”® En este marco, la guia de
tratamiento para la tuberculosis resistente a los medicamentos de la OMS del 2020 clasifico a
los medicamentos anti-TB disponibles actualmente en tres grupos (Tabla 2), en funcion de su

eficacia y perfil de seguridad (toxicidad).
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Figura 5. Farmacos de segunda linea contra la Mycobacterium tuberculosis.
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Tabla 2. Clasificacion de medicamentos recomendado para usar en regimenes largos para tratar MDR-TB

(Adaptado de 25).
Grupo Medicamento
levofloxacina o LFX
Grupo A: moxiﬂox'a'cino MFX
bedaquilina BDQ
linezolid LZD
clofazimina CFzZ
Grupo B: cicloserina o CS
terizidona TRD
etambutol ETB
delamanid DLM
pirazinamida PZA
imipenem-cilastatina o IPM-CLM
Grupo C: me.rope'nem MPM
amikacina o STR
estreptomicina STM
etionamida o ETH
protionamida PTO
acido p-aminosalicilico PAS

El grupo A incluye a los farmacos de segunda linea considerados mas efectivos: las
fluoroquinolonas: levofloxacina y moxifloxacino; bedaquilina y linezolid, los cuales son
recomendados para ser incluidos en todos los regimenes de tratamiento de MDR-TB, siempre
que no haya contraindicaciones.?’

Las fluoroquinolonas (FQ), levofloxacina (LVX) y moxifloxacino (MFX), son farmacos
fundamentales para el tratamiento de MDR-TB. Ambos presentan una alta actividad anti-TB
con CMI de 1 pg/mL (LVX) y 0,5 pg/mL (MFX), y suelen recetarse en dosis de 1000 mg
(LVX) y 400 mg (MFX) por dia en adultos.’® Sin embargo, debido a la potencial
cardiotoxicidad de MFX a menudo se prefiere LVX, aunque este también puede generar
hepatotoxicidad y trastornos musculoesqueléticos, especialmente en nifios.*® Estos firmacos
inhiben la enzima ADN girasa de M. tuberculosis, conformada por dos subunidades A y dos
subunidades B codificadas por gyrd y gyrB, respectivamente, de modo que bloquea las
horquillas de replicacion impidiendo el enrollamiento del ADN e interrumpiendo la replicacion

del ADN.*° También se ha observado resistencia a las FQ, la cual est4 asociada a las mutaciones

19



en gyrd y gyrB, por lo que son usados como marcadores predictivos para el diagnostico de TB
resistente a las FQ.?* En caso de MDR-TB con resistencia a una FQ, la OMS recomienda un
régimen de 6 a 9 meses con bedaquilina, pretomanid, y linezolid.?

Labedaquilina (BDQ) es uno de los ultimos fArmacos aprobados por la FDA y la Agencia
Europea de Medicamentos para su uso individual en un régimen de tratamiento de MDR-TB
pulmonar por hasta 24 semanas.*’ La dosis recomendada para adultos es de 400 mg por dia
durante las primeras tres semanas y 200 mg tres veces por semana durante las semanas
3 al 24.*! La BDQ actfia mediante un mecanismo de accion tnico y especifico, que consiste en
su union, con una alta afinidad, a la unidad ¢ de la bomba de protones de la adenosina trifosfato
(ATP) sintasa de la micobacteria, inhibiendo asi la sintesis de ATP, lo que posteriormente
provoca la muerte de la bacteria.*? Aunque atn es incipiente (1 de cada 10® organismos), ya se
ha reportado la resistencia a la bedaquilina debido a la mutacién en el gen afpE que limita la
capacidad de uniéon de BDQ a su objetivo.** Dentro de las reacciones adversas reportadas se
encuentran nauseas, dolor de cabeza, sarpullido, dolor en articulaciones y miisculos y anorexia,
entre otros.*

El linezolid (LZD) es un farmaco empleado para el tratamiento de MDR-TB y
XDR-TB que puede ser administrado via oral o intravenosa.** Presenta una excelente actividad
antimicrobiana, CMI de 0,125-0,5 pg/mL, con una dosis diaria de 600 mg por dia en adultos,
reduciéndola a 300 mg si se desarrollan efectos adversos graves debido a su alto riesgo de
toxicidad, por lo que debe administrarse bajo un seguimiento riguroso.* Actiia uniéndose al
complejo de iniciacion 70S de los ribosomas micobacterianos, lo que genera la inhibicion de
la sintesis de proteinas, pero también puede unirse a las mitocondrias humanas e inhibir la
sintesis de las proteinas.** En consecuencia, presenta efectos adversos mas perjudiciales
mencionados antes; los cuales incluyen supresion de la medula 6sea que causa anemia,

neuropatia optica que puede causar ceguera irreversible, entre otros.*’
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El grupo B incluye otros farmacos de segunda linea recomendados como medicamentos
de segunda opcion: clofazimina (CFZ), cicloserina (CS) o terizidona (TRD). La clofazimina
(CFZ) es un farmaco antileproso utilizado para el tratamiento de MDR-TB, cuyo mecanismo
de accion en M. tuberculosis no se conoce claramente, pero se cree que actia como un
profarmaco que es activado mediante la reduccion por la NADH deshidrogenasa, para ser
reoxidado por oxigeno (O;) y liberar especies reactivas de oxigeno (ROS) que provocan la
muerte de la micobacteria.*® La dosis recomendada en adultos es de 100 a 200 mg por dia.*’
Tampoco se conoce el mecanismo de accion exacto de la cicloserina (CS), pero se cree que
actta inhibiendo a las enzimas L-alanina racemasa y D-alanina ligasa encargadas de producir
peptidoglicanos necesarios para formar la pared celular; de modo que esta ultima se debilita y
provoca la muerte de la micobacteria.?**® La CS es administrada en dosis de 500-750 mg por
dia en adultos bajo supervision psiquiatrica debido a sus efectos adversos.?* Por otra parte, la
terizidona (TRD) es un derivado de la combinacion de dos moléculas de CS que acta
inhibiendo la sintesis de la pared celular, pero es menos toxica que CS.*8

El grupo C incluye todos los farmacos de primera linea y otros de segunda linea
(delamanid, imipenem-cilastatina, meropenem, amikacina, estreptomicina, etionamida,
protionamida y 4cido p-aminosalicilico) usados solo si no se pueden usar los del grupo A y B.?

El delamanid (DLM) es un profarmaco derivado de nitroimidazol que es activado por la
enzima nitroreductasa dependiente de deazaflavina de la micobacteria para inhibir la sintesis
del 4cido metoximicélico y el acido cetomicolico, componentes de la pared celular de
M. tuberculosis.** La imipenem-cilastatina (IPM-CLM) y el meropenem (MPM) son
compuestos carbapenémicos de amplio espectro que actian inhibiendo la sintesis de
componentes vitales de la pared celular de las bacterias, lo que finalmente conduce a la muerte
celular.*® La amikacina (STR) es un medicamento inyectable anti-TB aminoglucésido, cuyo

mecanismo interfiere con la actividad metabdlica micobacteriana, ya que bloquea la sintesis de
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proteinas.?* La estreptomicina (STM) es un antibidtico del grupo aminoglucosidos-
aminociclitoles y fue el primer fairmaco utilizado para tratar TB, aunque ahora la OMS lo
considera como un farmaco de segunda linea.’> Este farmaco es empleado solo cuando la
amikacina no esta disponible o existe resistencia hacia esta, y actia uniéndose al ARNr 16S, lo
cual genera una interferencia en la revision de la traduccion que resulta en la inhibicion de la
sintesis de proteinas.?* La etionamida (ETH) es un andlogo estructural de INH, ambos inhiben
la biosintesis de acido micolico mediante mecanismos similares con dianas moleculares
comunes (InhA y katG).*> La protionamida (PTO) presenta una estructura similar a ETH, por
lo que se presume que también acttia inhibiendo el mismo objetivo.?* El acido p-aminosalicilico
(PAS) es otro de los primeros farmacos usados para el tratamiento de la TB, cuyo uso como
farmaco de primera linea fue suspendido por su elevada toxicidad, pero actualmente es
utilizado para el tratamiento de TB-resistente y, aunque su mecanismo de accidon nunca fue
dilucidado, se cree que inhibe a la enzima micobacteriana timidilato sintasa A, involucrada en
la biosintesis de timina.?*

Los regimenes prolongados para tratar MDR-TB deben iniciar con, al menos, cuatro
medicamentos anti-TB con mayor probabilidad de ser efectivos (tres agentes del grupo Ay al
menos uno del grupo B) y continuar con al menos tres de ellos si se suspende la administracion
BDQ.? En caso de usar uno o dos medicamentos del grupo A, se debe incluir los dos
medicamentos del grupo B; mientras que, si no se puede garantizar un tratamiento con solo
medicamentos de los grupos A y B, se debe completar con medicamentos del grupo C.%*

Por otra parte, los pacientes con XDR-TB son sometidos a regimenes mas
individualizados siguiendo las directrices actuales de la OMS, las cuales incluyen una 6ptima
seleccion de los medicamentos de segunda linea teniendo en cuenta el historial del paciente,
los resultados de la prueba de susceptibilidad a los medicamentos y los efectos adversos.® Sin

embargo, cabe sefialar que con los fArmacos usados actualmente la probabilidad de curarse es
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menor que la observada en pacientes con TB comun.>® Por ello, es importante desarrollar
nuevas estrategias de terapia que sean mas eficaces y que no solo permitan reducir el tiempo
de tratamiento, sino también mantener un progreso sostenible en el tiempo.** Hasta setiembre
de 2022, se reportaron 26 compuestos en evaluacion para el tratamiento de la enfermedad de
TB en fases I, Il y III de pruebas clinicas, entre los cuales se encuentran compuestos nuevos,

farmacos reformulados, y combinaciones de estos dos tiltimos.
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3. TERAPIA ABASE DE METALES

3.1 Actividad antimicrobiana de compuestos basados en metales

Desde hace miles de afios, los iones metalicos de Ag, Cu, Hg, Te, Mg y As, entre otros,
han sido usados en medicina para tratar diversas enfermedades infecciosas causadas por
microorganismos como bacterias, hongos y virus, que han desafiado la existencia de la raza
humana.®' Aunque al principio los conocimientos sobre las propiedades antimicrobianas de los
iones metalicos eran limitados, las problematicas enfrentadas y los avances en la ciencia
impulsaron el desarrollo de fArmacos basados en metales como alternativa a los antibidticos y
antivirales convencionales. Dentro de las primeras propuestas resalta el desarrollo de
compuestos organicos con arsénico trivalente para tratar la sifilis, trabajo por el cual Paul
Ehrlich fue galardonado con el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en 1908.32

Esta estrategia de combinar iones metalicos con moléculas orgénicas activas también ha
sido aplicada para enfrentar la resistencia a los antibidticos convencionales, principal
problemética asociada a muchas enfermedades infecciosas.**** En efecto, existen complejos
metalicos que han sido aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos (FDA) o se encuentran en pruebas clinicas.’® Por ejemplo, la sulfadiazina de
plata (Figura 6) es un antibidtico topico usado para tratar infecciones de heridas por
quemaduras, cuya eficacia radica en la sinergia de la actividad antibacteriana de los iones de
plata y la sulfadiazina.’ En condiciones fisiologicas la sal se disocia liberando iones Ag(I), los
cuales se unen a los pares de bases de los 4cidos nucleicos y proteinas bacterianas, provocando
la inhibicion de la transcripcion y dafos en la membrana bacteriana, respectivamente, que

finalmente desencadenan la muerte bacteriana.>>»>°
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Figura 6. Sulfadiazina de plata (izquierda) y Ferroquina (derecha).

Inicialmente, la sulfadiazina era comercializada debido a su actividad antimicrobiana
contra una variedad de microrganismos, sin embargo, a largo plazo, estos desarrollaron
resistencia al farmaco como resultado de mutaciones genéticas.’® No obstante, la combinacion
de la sulfadiazina con iones Ag(I) repotenci6 su actividad y actualmente, es vendido bajo el
nombre Silvadene® y utilizado para prevenir y tratar infecciones de quemaduras de segundo y
tercer grado.>*

También se puede destacar a la Ferroquina (Figura 6), compuesto organometalico
producto de la integracion de un grupo ferrocenilo a un fragmento de la estructura de la
cloroquina (CQ), que fue desarrollado para tratar cepas del paréasito Plasmodium falciparum
resistentes a la CQ.>® La insercion del metaloceno promueve cierta conformacion en el
compuesto (Figura 6), la cual le confiere mayor lipofilicidad respecto a la cloroquina,
incrementando asi su capacidad para concentrarse en la membrana y en el interior de la vacuola
digestiva del parasito.’” Ahi, la Ferroquina actiia de manera similar a la CQ, es decir, forma
complejos con la hematina para inhibir la formacion de hemozoina, lo cual conduce a la muerte
del parasito.’”*® Adicionalmente, el fragmento metélico proporciona propiedades redox que
generan la produccion de radicales hidroxilos responsable del incremento de su citotoxicidad.>®

Durante la fase eritrocitaria del parésito, en las vacuolas se degrada la hemoglobina lo que da
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lugar a la liberacion de hemo libre y aniones superoxido que dismutan a peréxido de hidrégeno;
bajo estas condiciones oxidantes, el ferrocenilo cataliza una reaccion redox reversible que
genera el ion ferriquinio y radicales hidroxilos, sin afectar la estabilidad de la ferroquina.’”->*
Estos radicales desencadenan reacciones radicalarias con los acidos grasos insaturados de los
fosfolipidos de la membrana, lo cual genera un dafio severo en el parésito, y amplifica la
actividad antiplasmoédica antes de que intervengan los mecanismos de resistencia a la
cloroquina.®® Este es uno de los factores que lo diferencia de la cloroquina, ya que mediante
experimentos de spin trapping se ha demostrado que la CQ no es capaz de producir ROS bajo
las condiciones quimicas del parasito.’® La ferroquina es un candidato a metalofarmaco
antimalarico que actualmente se encuentra en ensayos clinicos de fase I1.5%>

Similarmente, la urgente necesidad de farmacos para enfrentar la crisis de salud generada
por la TB resistente ha impulsado el desarrollo de complejos metéalicos basados en farmacos
en uso con el fin de incrementar su eficacia y viabilidad.>*®° En este documento, se describiran
potenciales metalofdrmacos desarrollados en las ultimas décadas que han mostrado una

prometedora actividad especificamente contra la bacteria M. tuberculosis, lo que los convierte

en candidatos a farmacos para la terapia de la TB.

3.2 Actividad antituberculosa de complejos metélicos en exploracion

Uno de los factores principales que contribuye al desarrollo de resistencia a los farmacos
antituberculosos esta asociado a la dificultad que estos presentan para atravesar la pared celular
lipidica de M. tuberculosis. No obstante, ajustando la estabilidad y lipofilicidad de las
moléculas en forma de complejos metalicos se puede facilitar su difusion en el interior de la
célula bacteriana, lo que incrementaria su eficacia.®

Aunque actualmente no se utilizan farmacos basados en compuestos de coordinacion
para el tratamiento de la TB, desde hace décadas se han desarrollado potenciales farmacos

basados en complejos de metales, como Ag, In, Cu, Ga, Zn, Fe, Bi, Hg, Mn, Ru, Mo y Ni, que
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han mostrado altas actividades antituberculosas.®®%° La ventaja de trabajar con compuestos de
coordinacién radica en la posibilidad de modificar la disposicion espacial y tamafio de los
ligandos, asi como la labilidad y los diferentes estados de oxidacion de los metales, con el
proposito de modular sus propiedades cinéticas y termodinamicas.’* De este modo, las
actividades antibacterianas, tanto del metal como del ligando, se combinan, con la posibilidad
de potenciar su eficacia en el tratamiento.

Por otra parte, es conocido que los metales Zn, Cu y Fe son elementos traza esenciales
en los organismos vivos porque cumplen roles relevantes en muchos procesos biologicos, ya
que forman parte de una amplia gama de macromoléculas.®® Ademas, tienen una importancia
critica en la virulencia de patdogenos, como M. tuberculosis, de modo que su homeostasis es
fundamental para la fisiologia de la interaccion entre las bacterias patogénicas y el huésped.®’
En ese sentido, resulta atractivo el desarrollo de farmacos con iones metalicos biorrelevantes,
como Zn, Cu y Fe, que puedan ser regulados en la fisiologia humana, de tal forma que se
reduzcan los problemas de toxicidad.®® Por esto, y por la buena actividad antimicobacteriana

60,69

que han mostrado,”™®” en este trabajo se desarrollaran los complejos de zinc, cobre y hierro con

ligandos bioactivos.

3.2.1 Complejos de zinc

Con el objetivo de mejorar la penetrabilidad de la RIF en la micobacteria, Pati y
colaboradores sintetizaron el complejo Zn-RIF (1), en el que RIF coordina al ion Zn (II)
mediante los grupos OH alifaticos y fendlicos de su estructura, tal como se muestra en la

Figura 7.
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Figura 7. Complejo Zn (II) con RIF como ligando quelante.

Las actividades antibacterianas del complejo 1, RIF y Zn(II) fueron evaluadas contra las
cepas de una micobacteria patogénica, Mycobacterium smegmatis, y otra no patogénica,
Mpycobacterium bovis-GCG, que actlia como M. tuberculosis, y los resultados se muestran en
la Tabla 3. El complejo 1 mostrd significativamente una mayor actividad bacteriana en
comparacion a la RIF libre, pues elimin6 un mayor porcentaje de las colonias micobacterianas;
asimismo, la cepa de M. bovis-GCG fue mas susceptible a 1, ya que este inhibio6 el 90% del
crecimiento de la bacteria con una dosis de 1 pg/mL, mientras que una dosis de 8 pg/mL fue
capaz de eliminar a todas las colonias bacterianas por completo en 6 horas.”® En contraste, la
RIF sola requirié mayor tiempo de incubacion y concentracion para obtener valores similares
a los del complejo, mientras que el ion metdlico libre no mostré actividad antimicobacteriana

en concentracion equimolar.”
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Tabla 3. Datos de la actividad antibacteriana in vitro para el complejo Zn-RIF (Adaptado de 70).

Bacteria Poblacion bacteriana inhibida (%)
M. smegmatis M. bovis-GCG
Muestra 6h 24h 6h 24h
Zn-RIF (1 pg/mL) 53 91 90 82
Zn-RIF (8 pg/mL) 83 99 NC 98
RIF (1 pg/mL) 14,2 NA - 46
RIF (8 pg/mL) 67,5 94 - 86
Zn(NOs) (8 pg/mL) NA NA NA NA

NA: sin actividad y NC: no hay colonias en lo absoluto

Ademas, como se describié en el primer capitulo, la virulencia de M. tuberculosis
comienza cuando los bacilos son fagocitados por los MA,!' de modo que idealmente los
compuestos antimicobacterianos también deben ser capaces de penetrar dichas células. Por
ello, el grupo de Pati también evalu¢ la actividad anti-TB de 1 en MA infectados con la cepa
M. smegmatis; en 24 horas, dosis de 1 y 20 pg/mL del complejo 1 eliminaron el 50% y 98% de
la carga bacteriana intracelular, respectivamente, mientras que concentraciones similares de
RIF solo redujeron el 2,7% y 91% de la bacteria en condiciones experimentales similares.”
Posteriormente, para verificar que el efecto producido por el compuesto 1 no se debe a la
reduccion de viabilidad de los MA, también se estudiaron los efectos citotoxicos de 1, RIF y
Zn(Il) en MA de raton mediante ensayos de viabilidad celular. No se observaron efectos
citotoxicos en concentraciones bactericidas de 1, lo cual sugiere que la alta actividad
antibacteriana observada estd directamente asociada con la capacidad del complejo 1 para
penetrar y permanecer en los MA por tiempos extendidos.”” Aunque se desconoce el
mecanismo por el que actia el complejo 1, se cree que el ion metalico incrementa la
lipofilicidad de RIF, lo cual mejora la penetracion a la membrana bacterial y facilita la difusion
de RIF en el interior de la bacteria, donde inhibe la sintesis del ARN bacteriano.”® Las muy
buenas propiedades bacteriostaticas y la baja toxicidad de 1 lo convierten en un candidato

prometedor para aplicaciones terapéuticas como alterativa a RIF.
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También se ha mostrado interés en los derivados de la quinolina, compuesto heterociclico
bioactivo, como ligando debido a sus propiedades bioldgicas contra un amplio espectro de
microorganismos y a que se encuentran en una variedad de compuestos naturales.’®’!’? Por
ejemplo, Mandewale y colaboradores reportaron la sintesis de bases de Schiff de quinolina
2-6 y sus complejos de Zn (II) 7-11, mostrados en la Figura 8, como inhibidores de
M. tuberculosis. Estos compuestos mostraron muy buenas actividades antimicobacterianas
in vitro contra la cepa H37Rv de M. tuberculosis, los valores de CMI se presentan en la
Tabla 4. Para los complejos metalicos 7-11 se obtuvieron valores de CMI en el rango de
1,6-3,2 pg/mL (2,0-4,9 uM), los cuales son comparables a los observados para los farmacos
anti-TB de primera linea en condiciones experimentales similares.”> Asimismo, también se
observd que los complejos 8-10 presentan mayor actividad que los ligandos libres, lo cual
podria estar asociado nuevamente al incremento de la lipofilicidad de las moléculas al
coordinar al ion metalico, lo que facilita su difusion a través de la pared celular bacteriana.”
También se evaluaron las actividades anti-TB de complejos de Cu(Il) con los ligandos 2-6,

pero estos no mostraron una significativa actividad contra M. tuberculosis, ya que presentaron

valores de CMI de 50-100 pg/mL.”
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Figura 8. Bases de Schiff de quinolina y sus complejos de Zn (II).
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Tabla 4. Datos de la actividad antibacterial in vitro de los ligandos 2-6 y los complejos 7-11 contra M. tuberculosis

H37Rv (adaptado de 73).

Compuesto CMI (pg/ml) Compuesto CMI (pg/ml)

2 1,600 7 3,120

3 12,500 8 3,120

4 3,120 9 1,600

5 6,250 10 3,120

6 1,600 11 1,600
Pirazinamida 3,125 Estreptomicina 6,250
Ciprofloxacino 3,125 6-F-2-HQL* 6,250

*6-F-2-HQL: 6-fluoro-2-hidroxiquinolina-3-carbaldehido

Mandewale y colaboradores también sintetizaron y evaluaron la actividad anti-TB de
derivados de hidrazonas de quinolina y sus complejos metalicos. En la Figura 9 se muestran
las estructuras quimicas de los complejos metalicos de Zn (II) 12 y 13, los cuales mostraron las
mas altas actividades anti-TB contra la cepa H37Rv de M. tuberculosis en ensayos in vitro, con
CMI de 8,00 uM o 5,95 pg/mL (12) y 7,42 uM o 6,00 pg/mL (13), los cuales serian
comparables a los valores reportados para los complejos 7-11.7> Ademas, estas actividades
fueron superiores a las exhibidas por los ligandos libres con valores de CMI de 73,36 uM y
67,35 uM respectivamente, y comparables a los firmacos de referencia: ciprofloxacino
(9,41 uM), STM (10,74 uM) y PZA (25,34 uM), los cuales se usaron para evaluar la potencia
de los compuestos.”” Al igual que en los complejos descritos anteriormente, el incremento de
la actividad anti-TB posiblemente esta asociado a las propiedades resultantes de la interaccion
entre los ligandos quelatos y el ion metélico, las cuales mejorarian la anfifilicidad y la
solubilidad del compuesto, haciéndolo adecuado para atravesar la pared celular lipidica de la
bacteria, y asi poder inhibir enzimas bacterianas al interaccionar con los sitios de unioén del

metal.”?

Particularmente, estos complejos inhibirian a la enzima micobacteriana ADN girasa,
proteina necesaria para la multiplicacion del ADN de la bacteria, provocando asi la muerte

celular.”?
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Figura 9. Complejos de Zn(II) con ligandos hidrazonas.

Por otro lado, Chohan y colaboradores reportaron la sintesis y la evaluacion in vitro de
la actividad antimicrobiana de bases de Shiff de isonicotinoilhidrazida, ligando bidentado que
permite la formacion de anillos quelatos estables, y sus complejos metalicos de Zn(II) 14 y 15
(Figura 10). Los compuestos son estables al aire y la humedad, y activos contra una amplia
variedad de hongos y bacterias, entre los cuales se encuentra la M. tuberculosis.” La actividad
antimicobacteriana de los ligandos se increment6 significativamente al coordinar a los iones
Zn(1D): el ligando libre del complejo 14 era inactivo y el ligando de 15 presentaba una CMI
mayor a 100 pg/mL, mientras que sus complejos mostraron valores de CMI de 10,00 pg/mL
(14) y entre 10 y 25 pg/mL (15).”* Esto sugiere que la potencia de los compuestos no
coordinados fue mejorada al coordinar los iones metélicos, similar a los compuestos descritos

en este capitulo.
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Figura 10. Complejos de Zn(II) con ligandos bases de Shiff de isonicotinoilhidrazida.

En esta seccion se observo que la coordinacion con Zn(Il) incrementa significativamente
la actividad anti-TB de los compuestos empleados como ligandos. El complejo 1 fue el que
mostrd una mejor actividad anti-TB de entre los complejos descritos, ya que la adicion del ion
metalico incrementd significativamente la actividad de RIF, farmaco extremadamente sensible
ala M. tuberculosis (0,05-1 pg/mL). Se ha hipotetizado que estos complejos ejercen este efecto
mejorado incrementando la lipofilicidad del compuesto, lo que permite una mejor penetracion
de la pared celular micobacteriana. En ese sentido, la actividad superior del complejo 1 con
respecto a los demas complejos de Zn(II) descritos podria atribuirse, ademés de a la propiedad
anti-TB inherente al ligando, al efecto macrociclico que ejerce RIF sobre el ion metélico, lo
cual potencia el efecto quelante con respecto al generado por los otros ligandos bidentados
descritos. Sin embargo, se requieren mas estudios para dilucidar el mecanismo de accion
anti-TB de estos complejos y su estabilidad en pH fisiologico. Ademas de la RIF, entre los
ligandos con buenas actividades antibacterianas resaltan los fragmentos de derivados de
quinolinas, especificamente las bases de Schiff de quinolina, ya que sus complejos 7-11
mostraron menores valores de CMI con respecto a los demas ligandos bidentados descritos. En
el caso de los complejos con ligandos bidentados descritos en esta seccion, el incremento de la
actividad anti-TB con respecto a sus ligandos estaria asociado a la coordinacién del ion

metalico con los 4&tomos donantes de nitrogeno y oxigeno de los enlaces HC=N y C-O. Se ha
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sugerido que estos grupos son necesarios para la actividades de ciertas enzimas, por lo que
. . 1 .. , . P . y . 74

cuando se encuentran coordinando a los iones metélicos propiciarian la inhibicion enzimatica.

Por ello, se sugiere explorar mas compuestos analogos y sus respectivos complejos de Zn, de

modo que puedan ser considerados para el tratamiento de la TB en combinacion a los farmacos

usados actualmente.”?

3.2.2 Complejos de cobre

Paixdo y colaboradores reportaron los complejos de cobre (II) 16 y 17 (Figura 11) con
ligandos hidracidas y bases heterociclicas que han mostrado actividad antibacteriana contra la
cepa H37Rv de M. tuberculosis.” Estos complejos presentaron valores de CMI de 10 pM o
6,27 pg/mL (16) y 10,1 pM o 6,48 pg/mL (17), menores al de los ligandos libres
(CMI > 25 puM), pero mayores al de RIF (CMI 0,03 pM) en las misma condiciones
experimentales.” Los valores de CMI similares para ambos complejos sugiere que estos actian
mediante el mismo mecanismo de accion. Ademas, la actividad antimicobacteriana
practicamente se duplico con respecto a los ligandos libres, lo que sugiere que la coordinacion
a los iones metélicos potencia su actividad bacteriana, es decir, ocurre una sinergia entre las
propiedades anti-TB del ligando y los iones cobre (II).”> Esto probablemente esté asociado con
el incremento de la lipofilicidad del complejo debido a la formacion de anillos quelato, lo cual
mejora la penetracion de estos en la membrana lipidica bacteriana.”® También se evaluaron las
citotoxicidades de los compuestos en células epiteliales de cdncer de mama (MDA-MB-23);
los resultados indican que los complejos 16 (ICso 8,8 uM) y 17 (ICso 5,5 pM) son
significativamente toxicos, lo cual esta asociado a su capacidad para inducir la muerte celular

apoptotica y a su disposicién para unirse al ADN. 7
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Figura 11. Complejos de cobre (II) con hidracidas y bases heterociclicas como ligandos.

Joshi y colaboradores reportaron la sintesis de complejos de cobre (II) con hidrazonas de
pirrolilo y la evaluacion de su actividad anti-TB contra la cepa M. tuberculosis H37Rv, cuyos
resultados fueron comparados con los farmacos de referencia INH, RIF y PZA. Los complejos
18y 19 (Figura 12) exhibieron una alta actividad antitubercular comparable a la de los farmacos
de primera linea, INH (CMI 0,5 pg/mL) y RIF (CMI 0,4 ug/mL), con un valor de CMI de
0,8 pg/mL para ambos.”” El hecho de que ambos complejos presenten la misma CMI sugiere
que actuan mediante el mismo mecanismo de accion. Asimismo, ambos complejos mostraron
un claro incremento en la actividad anti-TB en comparacion a sus ligandos libres, los cuales
muestran un CMI de 3,12 pg/mL.”” Ademas, los complejos mostraron una baja citotoxicidad
en células de cancer de pulmén humano A549, 18 (ICs50281 uM) y 19 (ICs0305 uM). También
se evalud la actividad de inhibicion y toxicidad de los ligandos y complejos contra la enzima
bacteriana InhA, objetivo farmacoldgico importante debido a que no existe su homoélogo en los
humanos. Ambos complejos exhibieron 100% de unién con la enzima y una alta toxicidad
(ICso 2,4 uM), lo que sugiere que los complejos actian inhibiendo dicha enzima.”’ Esto fue
confirmado mediante estudios de simulacidon de acoplamiento, los cuales mostraron que los

complejos 18 y 19 se une principalmente con el sitio de union al sustrato de InhA.”” En general,
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la buena actividad anti- TB, la baja toxicidad y la alta actividad inhibitoria de InhA sugieren

que los complejos 18 y 19 son agentes antituberculosos prometedores.
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Figura 12. Complejos de Cu (1) con pirrolil hidrazonas como ligandos.

Por otra parte, Firmino y colaboradores han reportado complejos de cobre (II) con
hidrazonas derivadas de INH con potente actividad antimicobacteriana.”® En la Figura 13 se
muestran las estructuras de las hidrazonas més activas (20 y 21) y sus complejos de cobre (22
y 23), los cuales mostraron potentes actividades contra M. tuberculosis H37Rv con valores de
CMI de 0,85 uM 0 0,31 pg/mL (22) y 1,58 pM 0 0,63 pg/mL (23).”® Estos valores son incluso
menores a los obtenidos para los ligandos libres, 13,79 uM (20) y 2,60 uM (21), y
INH (2,2 uM) al ser evaluados en las misma condiciones experimentales.”® Estos resultados,
ademads, muestran que la sustitucion del hidrogeno en el carbono de la imina en 20 por un grupo
metilo (21) quintuplica su potencial antitubercular, mientras que la acomplejacion del ion de
cobre (22) lo hace 15 veces mas efectivo; esto sugiere que la alta actividad del complejo es

producto del efecto sinérgico entre el metal y el ligando.”® Por otro lado, cabe sefalar que
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aunque 21 es mas activo 20, su complejo 23 es dos veces menos activo que 22, lo cual sugiere
que los complejos metalicos actian mediante un mecanismo de accion diferente al de los
ligandos. Ademas, los complejos presentaron actividades comparables a la observada para

INH, lo que sugiere que podrian ser atractivos candidatos como formacos antituberculares.’”®
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Figura 13. Hidrazonas derivadas de INH y sus complejos de Cu (II).

En base a la buena actividad observada para los derivados de INH y a la similitud
estructural entre el dcido isonicotinico, metabolito principal de la INH, y el cido fusarico (FA),
también se ha evaluado la actividad antimicobacteriana del complejo de Cu(Il) de este
tltimo 24 (Figura 14).”° Los ensayos antimicobacterianos mostraron que 24 presenta una buena
actividad inhibitoria (CMI 10 pg/mL o 0,023 uM) contra la cepa M. tuberculosis H37Rv, con
similares grados de inhibicion que el EMB (CMI 0,016-0,031 pM); mientras que frente a cepas
MDR clinicas aisladas presenta grados inhibitorios moderados (CMI 30-40 pg/mL).”” Ademas,
la actividad inhibitoria contra M. tuberculosis H37Rv del complejo fue mayor a la observada
para el ligando FA (CMI 40 ug/mL).” Aunque no se ha reportado el mecanismo de accion del
complejo, se sabe que FA es capaz de dafiar la membrana celular bacteriana y de inducir la
peroxidacion lipidica debido al carécter lipofilico que le confiere su cadena lateral alifatica.®
Entonces, la mejora de la actividad antimicobacteriana del complejo 24 respecto al ligado

puede estar asociada al incremento de la lipofilicidad del compuesto al coordinar al ion
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metalico, lo cual potencia su capacidad para penetrar la pared celular micobacteriana e inhibir

el crecimiento bacteriano.”%°

Figura 14. Complejos de acido fusarico con Cu (II).

También se ha estudiado la actividad antimicobacteriana de complejos de Cu(Il) con
ligandos mixtos, con la finalidad de facilitar el trasporte intercelular de los farmacos; por
ejemplo, en la Figura 15 se muestra el complejo 25, que tiene por ligandos al farmaco
ciprofloxacino (CIP) y un derivado de 3,4-benzocumarina.?! Los ensayos in vitro mostraron
que el complejo 25 presenta una potente actividad antimicobacteriana (CMI 9,28 pg/mL)
contra la cepa H37Rv de M. tuberculosis, incluso mayor que la observada para los fArmacos de
primera linea y segunda linea, como INH (CMI 20 pg/mL), RIF (CMI 500 pg/mL),
EMB (CMI 40 pg/mL) y STM (CMI 60 pg/mL), en las mismas condiciones experimentales.®!
También se reportd que la acomplejacion del cobre mejora la actividad antituberculosa de los

ligandos,?! similar a los complejos descritos previamente en esta seccion.
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Figura 15. Complejo de Cu(Il) con cumarina (izquierda) y CIP (derecha) como ligandos.
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En esta seccion se observo que la coordinacion con Cu(Il) incrementa significativamente
la actividad anti-TB de los ligandos. Entre ello, los complejos 18, 19, 22 y 23 mostraron una
mayor actividad antimicobacteriana con respecto a los demas complejos de Cu(Il) descritos,
ya que presentaron los valores de CMI mas bajos y comparables a los mostrados por los
farmacos anti-TB de primera y segunda linea. Esto probablemente estd asociado a que los
ligandos tridentados de dichos complejos presentan fragmentos estructurales similares a INH
y al hecho de que presentan una mayor cantidad de enlaces HC=N, los cuales no solo mejoran
el efecto quelante y la lipofilicidad del compuesto, sino que favorecerian la generacion de
especies radicales y la inhibicion de enzimas que conducirian a la muerte bacteriana.”® Por otro
lado, ademés de la mejora de la permeabilidad a través de la pared celular bacteriana, el
incremento de actividad también podria estar asociado a las propiedades redox del cobre o a la
capacidad de los ligandos para interferir con el transporte de cobre por las proteinas chaperonas
a través de una regulacion positiva del estrés oxidativo.®? Por otro lado, al igual que en los
complejos de Zn, en su mayoria, los ligandos mas activos contra M. tuberculosis descritos en
esta seccion presentan fragmentos de hidracida y INH, de modo que se sugiere explorar
compuestos analogos. Asimismo, los complejos descritos presentaron CMI < 10 pg/mL. Estos
hallazgos son notables y motivan futuros estudios de los compuestos que determinen el rol que

cumple el cobre y su toxicidad.

3.2.3 Complejos de hierro

Aproximadamente, la mitad de las cepas de M. tuberculosis resistentes a la INH aisladas
han mostrado alteraciones en los genes codificadores de la enzima catalasa peroxidasa (katG),
proteina encargada de la activacién enzimética del profirmaco INH.?” En cepas de
M. tuberculosis susceptibles a INH, este es activado por una reaccion de transferencia de
electrones catalizada por katG, en la que se producen ROS y radicales organicos.?”®> Los

estudios mecanisticos realizados sugieren que se forman radicales acil isonicotinicos como
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especies intermediarias, las cuales reaccionan con NADH para formar el aducto INH-NAD,
encargado de inhibir la enzima InhA micobacteriana, proteina esencial en la biosintesis del
4cido micolico, componente esencial de la pared bacteriana.?’” Por consiguiente, el uso de
metales para el desarrollo de compuestos derivados de INH capaces de autoactivarse debido al
potencial catalitico que estos ofrecen, es una estrategia atractiva para superar la resistencia
observada.>* En particular, el uso de complejos cianoferratos es de interés debido a la capacidad
de estos para promover la oxidacion de ligandos orgdnicos mediante reacciones de
transferencia electronica de esfera interna (transferencia de electrones intramolecular).?’ Por
ejemplo, en la Figura 16 se muestran los complejos de cianoferratos con ligandos INH (26) y
compuestos analogos a INH (27-30) reportados por Laborde y colaboradores. Estos consisten
en una fraccion de pentacianoferrato unida al atomo de nitrogeno de anillos heterociclicos
derivados de INH.?”®3 Entre estos destaca el complejo 26, conocido como IQG-607, debido a
su buena actividad antibacteriana (CMI 3,36 uM o 1,3 pg/mL) mostrada en ensayos in vitro
contra la cepa H37Rv de M. tuberculosis,®® y a su baja toxicidad (LDso > 2000 mg/kg,
LDso: dosis letal media) en ensayos in vivo en ratones infectados.®* En contraste, los complejos
27-30 mostraron una muy modesta actividad micobacteriana (CMI > 100 pM) con referencia
a la INH (CMI 1,56 uM).33 Ademds, se reportd que 26 es estable en medio acido (pH < 2,0),
de modo que podria ser administrado por via oral, al no ser degradado por el pH del 4cido

gastrico.*’
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Figura 16. Complejo cianoferratos con INH, PZA y sus derivados como ligandos.

Con el objetivo de dilucidar el mecanismo de activacion del complejo 26, se realizaron
estudios de su reactividad con H20:, agente oxidante endogeno, y en ausencia de katG, cuyos
resultados sugieren que el complejo es activado mediante una reaccion de transferencia de
electrones de esfera interna entre el metal y la isoniacida, tal como se muestra en la
Figura 17.27% Los espectros de resonancia de espin electronico (ESR) sugieren que el atomo
de hierro, que es cinéticamente mas facil de oxidar, desencadena la oxidacion de la isoniazida
coordinada para formar el radical isonicotinoilo, especie activa similar a los radicales
generados cuando la enzima bacteriana katG oxida a INH.®® En contraste, la activacion redox
de los compuestos andlogos a 26 gener6 radicales de alquilo, pero no radicales isonicotinoilo,
lo cual sugiere que la formacioén de estos ultimos es esencial para la accion antibacteriana
de 26.33 Ademas, se ha demostrado mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de masas (LC-MS) que el radical isonicotinoilo producido es lo suficientemente estable para
reaccionar con NADH y formar el aducto INH Fe(II)-NAD, el cual inhibiria a la enzima
bacteriana InhA, similar al mecanismo de accion de INH.?”33 Para comprobar esto tltimo, se
realizaron ensayos de inhibicion enzimatica de InhA micobacteriano en ausencia de katG,

cuyos resultados mostraron que 26 inhibe eficazmente a la enzima InhA de tipo salvaje y a su
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mutante 121V resistente a INH.?” Entonces, dado que 26 no requiere ser activado por la katG
micobacteriana, es un candidato viable para el tratamiento de TB causada por las cepas de

M. tuberculosis resistentes a INH con mutaciones en katG.?’
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Figura 17. Mecanismo de activacion del profarmaco IQG-607. La especie activa se genera mediante una

reaccion redox de esfera interna que evita el sistema de activacion mediado por una enzima.

También se reportd la sintesis y actividad antituberculosa de complejos pentacianoferrato
con ligandos derivados de la PZA 31 y 32 (Figura 16). El complejo 31 con el ligando
pirazina-2-carbohidracida mostré una muy modesta actividad anti-TB (CMI > 100 uM) en
ensayos in vitro, sin embargo, mediante ESR se determind que su activacion redox generd
acido pirazinoico, metabolito activo generado cuando la PZA es activada por la enzima
micobacteriana pirazinamidasa (PZAsa).®® Esto dltimo sugiere que mediante ensayos
bioldgicos alternativos, el complejo 31 y sus andlogos deberian ser estudiados contra cepas
micobacterianas resistentes a PZA debido a las mutaciones en los genes que codifican a

PZAsa.®

Por otro lado, como se menciond en el capitulo 2, algunos farmacos pueden actuar contra

los bacilos en crecimiento y/o en estado latente; por ejemplo, PZA actua contra las cepas de
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M. tuberculosis no replicativas, y DLM contra cepas no replicativas y replicativas. Entonces,
con el propoésito de desarrollar compuestos con multiples objetivos se sintetizo el complejo 32
(Figura 16), el cual contiene un ligando hibrido de acido pirazinoico y HNO, metabolitos
activos de PZA y DLM, respectivamente. La hipotesis se basa en la autoactivacion del
complejo 32 bajo condiciones oxidativas para liberar los farmacéforos (acido pirazinoico y
HNO) capaces de inhibir a las enzimas objetivo de los farmacos base, y asi matar a las
micobacterias.®® Los espectros de resonancia paramagnética electronica (EPR) obtenidos al
activar el complejo en presencia de H>O; sugieren que la oxidacion del hierro genera un
intermediario aroil-nitroso no disociado, el cual es hidrolizado por las moléculas de agua
circundantes para producir los farmacoforos buscados, tal como se muestra en la Figura 18.%
Aunque el complejo 32 (CMI 100 pg/mL) no inhibio significativamente el crecimiento de la
cepa H37Rv de M. tuberculosis, bajo las condiciones experimentales, se debe investigar su
actividad contra las cepas de M. tuberculosis no replicativa o las que se encuentran en MA
infectados.®® Ademas, como la resistencia a la PZA est4 asociada principalmente a mutaciones
puntuales en la PZAsa de la micobacteria, y el complejo 32 no requiere de esta, este compuesto

de multiples objetivos representa una alternativa prometedora contra cepas resistentes a PZA.
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Figura 18. Activacion oxidativa del complejo 32 con H,0s.

Por otra parte, también se ha reportado la sintesis y actividad antitubercular de
compuestos basados en ferroceno, compuesto organometalico atractivo para el disefio de
farmacos debido a su aromaticidad, buena estabilidad, actividad redox, baja toxicidad y

propiedades bioldgicas.’” Por ejemplo, el hibrido de quinolina-ferroceno 33 (Figura 19),
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cuya estructura es similar a la ferroquina, mostrd ser un agente antituberculoso altamente
potente (CMI 2,5-5 pg/mL), en dosis comparables a farmacos de primera linea como el
etambutol (CMI 1-2,5 ug/mL).?” Debido a su similitud con la ferroquina (Figura 6), también

se evalu6 la actividad de esta ultima, aunque el resultado fue modesto (CMI 10-15 pg/mL).%’
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Figura 19. Complejos de ferrocenilo preparados con fragmentos derivados de cloroquina e isoniacida.

Otro de los mecanismos de resistencia a INH consiste en la acetilacion enzimética por la
enzima hepatica N-acetiltransferasa (NAT) durante el metabolismo del fArmaco en humanos,
lo que disminuye su concentracion y reduce su actividad antituberculosa.”® Esto implica que se
debe modificar la cadena hidrazinica de INH para bloquear la acetilacion y mantener la
actividad micobacteriana; adicionalmente, se desea la generacion de radicales isonicotinoilo
independientemente de KatG.%° Por ello, algunos grupos de investigacion han propuesto el
desarrollo de complejos derivados de ferroceno conectados a fragmentos de INH; los
complejos 34 y 35 mostrados en la Figura 19 fueron los que mostraron actividades anti-TB
significativas.3®* La adicion de fracciones de ferrocenilo cumple con los dos requisitos, ya que

posee propiedades redox para autoactivarse y puede bloquear la acetilacion por impedimento
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estérico.®” Para el complejo 34 se observo una significativa actividad antimicobacteriana contra
la M. tuberculosis H37rv (CMI 0,39 ug/mL) en medios de cultivo basados en glicerol y baja
toxicidad (ICso > 100 ug/mL) en ensayos in vitro; estos valores fueron comparables con los
obtenidos para INH (CMI < 0,244 pg/mL y ICso> 100 pg/mL) en condiciones experimentales
similares.®® Aunque no se conoce el mecanismo de acciéon del compuesto, la alta actividad
observada en medios de cultivo basados en glicerol en comparacién a la observada en medios
de cultivo basado en glucosa (CMI 7,29 pg/mL), sugiere que 34 podria actuar inhibiendo el
metabolismo del glicerol, lo cual generaria una acumulacion téxica de metabolitos
intermediarios.®® Por otra parte, el complejo 35 también mostrd una considerable actividad
antibacteriana contra la cepa M. tuberculosis (CMI 1 pg/mL), valor comparable al farmaco de
referencia, INH (CMI 0,25 pg/mL).%

Aunque se desconocen los mecanismos de accion para los complejos 33-35, es probable
que estén asociados a la propiedad redox del Fe(Il); la adicion de la fraccion ferrocenilo
equivale a incluir el par redox ferroceno/ferricenio capaz de generar ROS, y radicales
isonicotinoilo en el caso de 34 y 35,% los cuales pueden inducir la muerte de la bacteria como
se ha descrito antes. Asimismo, es posible que la incorporacion del ferroceno incremente la
lipofilicidad del compuesto, lo cual incrementaria su permeabilidad sobre la pared celular
micobacteriana.’! En suma, las altas actividades antimicobacterianas mostradas por los
complejos 33-35 respaldan el uso de ferroceno para el desarrollo de nuevos agentes
antituberculosos eficaces para enfrentar la resistencia a farmacos.®

Por otra parte, Campos y colaboradores reportaron una excelente actividad bioldgica de
la sal sodica de 1-6xido de piridina-2-tiol (36) y su complejo con hierro (II) 37 (Figura 20)
contra algunas cepas MDR-TB y XDR-TB.%**! Los valores de CMI reportados para ambos
compuestos contra M. tuberculosis H37Rv y tres cepas clinicas resistentes a INH y RIF estan

resumidos en la Tabla 5. Se observa que el complejo 37 fue mas eficaz contra la cepas
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susceptible (H37Rv), pero ambos compuestos fueron eficaces para inhibir las cepas clinicas
MDR-TB y XDR-TB en concentraciones similares usadas contra la cepa H37Rv; ademas, los
valores de CMI para los compuestos fueron comparables con los farmacos de primera y
segunda linea STR y MXF.’! Los valores de CMI también indican que la coordinacion de 36
al hierro (II) incrementé su actividad antimicobacteriana significativamente contra las cepas
resistentes y las no resistentes, con excepcion de XDR-TB. Aunque varia con el tipo de cepa
aislado, el hecho de que las cepas resistentes sean susceptibles a los compuestos sugiere que
estos actian por un mecanismo diferente a INH y RIF.%° También se evaluo la citotoxicidad de
los compuestos en células humanas de fibroblasto pulmonar y los resultados indican que 36

(ICso 88,7 uM) fue menos toxico que 37 (ICso 5,26 pM).*!
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Figura 20. Sal sodica de 1-6xido de piridina-2-tiol y su complejo de Fe(II).

Tabla 5. Datos de la actividad antibacterial in vitro de 37 contra cepas de M. tuberculosis (adaptado de 91).

Compuesto | Valores de MCly contra cepas de M. tuberculosis (uM)
H37Rv CI1? CI2® CI3®
34 7,20+ 3,4 6,52+4,0 | 1,74+2,0 | 0,74=+0,1
35 1,07+0,5 225+0,7 | 2,25+0,7 | 0,30+0,1
INH 0,05 +0,01 >2,4 >2,4 >24
RIF 0,43+0,3 >3.6 >36 >36
STR 0,99 +0,5 6,27+2,7 - 1,96 +0,9
MFX <0,25 1,09 + 0,4 - <0,25

CI: cepas clinicas resistentes

2 cepa MDR-TB
b cepa XDR-TB
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Para determinar el mecanismo de accion de los compuestos 36 y 37 se realizaron estudios
de curvas de tiempo de muerte contra M. tuberculosis y ambos compuestos mostraron un efecto
bactericida (reduccion significativa de la carga bacteriana) después de 4 y 2 dias contra la cepa
susceptible y la cepa MDR-TB, respectivamente.’! Este efecto bactericida es una propiedad
ventajosa para el tratamiento de TB, porque un mecanismo de accion rapido reduce la
posibilidad de que la bacteria desarrolle mecanismos de resistencia. Por otra parte, el efecto
esterilizante (inactivacion completa de las bacterias) para 36 y el complejo 37 se observo
después de 5 y 7 dias, respectivamente, contra la cepa susceptible; y después de 7 y 11 dias
contra la cepa MDR-TB, respectivamente.’! La diferencia de tiempos en ambos casos sugiere
que el complejo podria liberar las moléculas 36 después de cierto tiempo por accion de
sideroforos bacterianos.”! Sin embargo, el buen efecto bactericida observado para el complejo
depende tanto del ligando como del metal, ya que los valores de CMI (Tabla 5) para ambos
compuestos no son directamente proporcionales a la actividad del ligando 36.°! El ligando y el
complejo 37 también han mostrado actividad bioldgica contra el parasito Trypanosoma cruzi,
en el cual actia inhibiendo la enzima NADH-fumarato reductasa responsable de la conversion
de fumarato a succinato.®® Un proceso similar se ha observado en granulomas pulmonares de
TB latente;’” en base a eso, se ha hipotetizado que 36 y 37 actuarian inhibiendo la produccién
de succinato, compuesto que permite que M. tuberculosis mantenga funciones fisiologicas
bésicas en condiciones hipoxicas.’ En suma, el complejo 37 ha mostrado propiedades anti-TB
prometedoras como posible agente antituberculoso, sin embargo, requiere algunas
modificaciones como encapsulamiento en microemulsiones para reducir su efecto citotoxico,

y mas estudios biologicos para establecer su potencial terapéutico in vivo.”!

En esta seccion se observo que la coordinacion con Fe(Il) incrementa significativamente
la actividad anti-TB de los ligandos incluso contra las cepas resistentes. En este caso, se ha

hipotetizado que la coordinacién del hierro no solo incrementaria la lipofilicidad de los
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ligandos, sino que también proveeria al complejo la capacidad de autoactivacion redox con una
inherente generacion de ROS. Si bien la mayoria de los complejos de Fe(II) descritos presentan
muy buenas actividades anti-TB, los complejos basados en ferroceno e INH (34-35) son los
que resaltan dentro del grupo. Esto debido a los bajos valores de CMI asociados a estos, los
cuales podrian atribuirse a su capacidad redox para autoactivarse y a su mayor tamafio, con
respecto a los compuestos cianoferratos, lo que obstaculizaria la acetilacion de los fragmentos
de INH por impedimento estérico; es decir, el compuesto presenta caracteristicas que le
permitirian enfrentar dos factores relacionados a la resistencia a INH.* Ademas, de los
complejos descritos resalta la estrategia de usar ligandos derivados de farmacos en uso para
mejorar su actividad anti-TB, ya que el descubrimiento de antibidticos completamente nuevos
con actividades potentes es un desafio complejo. Por otro lado, también se debe resaltar la
potente actividad anti-TB mostrada por el complejo 37 contra algunas cepas de TB-resistente,
por lo que se sugiere la exploracion de complejos metalicos con ligandos analogos.

En resumen, los fAirmacos basados en Zn, Cu y Fe han demostrado tener caracteristicas
ideales prometedoras como agentes antituberculosos. Sin embargo, todavia se deben mejorar y
estudiar algunas propiedades, como la toxicidad, y los mecanismos de accion exactos de los
complejos descritos. Cabe resaltar que todos estos complejos se encuentran en fase de estudio;
se requeriran mas estudios in vitro, in vivo y pruebas clinicas para saber si estos son en realidad

candidatos prometedores para el tratamiento de TB.
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4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La enfermedad de TB permanece latente causando la muerte de casi 2 millones de
personas al afio, a pesar de ser prevenible y tratable, debido a limitaciones en su diagnostico y
problematicas asociadas a su tratamiento.

El uso de los medicamentos o el mal manejo de los regimenes de tratamiento ha generado
que M. tuberculosis desarrolle resistencia a los medicamentos utilizados para el tratamiento de
la enfermedad, convirtiéndose en una problematica de salud mundial.

En ese sentido, la adicion de metales a compuestos orgdnicos bioactivos o derivados de
farmacos resulta ser una estrategia importante para el desarrollo de nuevos medicamentos, ya
que se ha demostrado que dicha adicion tiende a incrementar la actividad antimicobacteriana
tanto de los ligandos como del ion cuando estdn libres. Los complejos de Zn, Cu y Fe con
ligandos bases de Schiff, derivados de quinolinas, hidrazonas, hidracinas, y derivados de
farmacos anti-TB han mostrado una actividad antibacteriana prometedora contra la bacteria
M. tuberculosis. En algunos casos se sospecha que el ion metéalico incrementa la lipofilicidad
de los ligandos al conformar el complejo, lo cual mejoraria la permeabilidad del mismo en la
pared celular de la micobacteria. En otros, ademas, también proporcionaria un potencial
catalitico al complejo, lo que permitiria su autoactivacion redox con una inherente generacion
de ROS. Es decir, algunos complejos metélicos actian mediante mecanismos distintos al de
los ligandos libres, por lo que son buenos candidatos para tratar las cepas resistentes a los
farmacos originales.

Adicionalmente, se ha reportado que muchos de estos complejos presentan una alta
estabilidad y baja toxicidad en ensayos in vitro, por lo que se muestran como candidatos a
farmacos atractivos. Actualmente no se cuenta con complejos metélicos para el tratamiento
clinico de la TB, por lo que se sugiere explorar con més ligandos o realizar ensayos in vivo y

estudios clinicos con los complejos que han mostrado actividad anti-TB in vitro, de modo que
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en el futuro puedan ser utilizados para el tratamiento de esta enfermedad en combinacion con

los farmacos actuales.
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