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DESCRIPCION

Compuestos de coordinacion para su uso en un tratamiento antiinflamatorio

La presente invencion se refiere a compuestos de coordinacion, en concreto a compuestos

de coordinacién de lantanidos que se demuestran utiles como antiinflamatorios.

La presente invencion se refiere también a unos nuevos compuestos de coordinacion de

gadolinio.

Antecedentes de la invencion

El diclofenaco es un medicamento inhibidor relativamente no selectivo de la ciclooxigenasa y
miembro de la familia de los antiinflamatorios no esteroideos. Es un miorrelajante indicado
para reducir inflamaciones y como analgésico, pues reduce dolores causados por heridas
menores y dolores intensos como los de la artritis. También se puede usar para reducir los
célicos menstruales. Se usa como analgésico y como antiinflamatorio. El diclofenaco es un
derivado fenilacético cuyo nombre quimico es acido 2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acético

y cuya férmula molecular es C14H11CI2NO..

Se han desarrollado moléculas que mejoran la administracién del mismo como, por ejemplo,
la descrita en la solicitud de patente EP0647451, donde se define un complejo de inclusion

de beta ciclodextrinas con sales de diclofenaco.

Por otro lado, los compuestos de coordinacion consisten en un ion central rodeado por
moléculas denominadas ligandos. La aplicacién de los complejos metalicos en medicina ha
proporcionado una gran variedad de farmacos. En los ultimos tiempos ha tenido gran
relevancia tanto en el tratamiento de diversas enfermedades, asi como en el diagndstico

clinico.

Son conocidos, por ejemplo, por lo descrito en la patente EP2697335, los compuestos de
coordinacién con lantanidos, europio y terbio y con un ligando de ftalamida. En esta solicitud

de patente se definen las propiedades fluorescentes de estos compuestos.

Seria conveniente desarrollar nuevos compuestos de coordinacién que mejoraran la eficacia

del diclofenaco y que pudieran mejorar o ser nuevas opciones a los ya conocidos.
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Descripcion de la invencién

El diclofenaco es un compuesto organico formado por dos anillos de benceno unidos a
través de un grupo amino. Uno de los anillos de benceno posee dos atomos de cloro en
posiciones orto respecto al grupo amino, mientras que el otro anillo de benceno posee un
grupo carboxilico. Es conocido que la molécula de diclofenaco presenta importantes efectos

antiinflamatorios sobre una gran variedad de enfermedades.

La estructura quimica del diclofenaco, que llamaremos Férmula (I) en la presente invencion

es la siguiente:

0]
Cl OH
H 15
Cl
Formula (1)

A través del grupo carboxilato puede actuar como ligando en compuestos de coordinacion.
Los compuestos de coordinaciéon son compuestos con un atomo central rodeado de un
grupo de moléculas, denominadas ligandos. El enlace entre el atomo central y los ligandos
es un enlace covalente coordinado donde el ligando aporta los electrones del enlace y el

metal aporta los orbitales donde se alojan los electrones.

Los lantanidos son un grupo de elementos constituido por: lantano, cerio, praseodimio,
neodimio, prometio, samario, europio, gadolinio, terbio, disprosio, holmio, erbio, tulio e
iterbio. EI comportamiento quimico de todos los lantanidos es muy similar. El estado de
oxidacion mas relevante es el trivalente. Las pequenas diferencias entre ellos estan
relacionadas fundamentalmente con la gradual y continua disminucién de tamano que se

produce con el aumento de Z.

En un compuesto de coordinacion el lantanido ocuparia la posicién central aportando los
orbitales para formar el enlace covalente coordinado con los electrones de los ligandos y

con los electrones de las moléculas de disolvente que actuen también como ligando.
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En la presente invencién se han desarrollado compuestos de coordinacion basados en
lantanidos y ligandos de diclofenaco que mejoran la actividad antiinflamatoria del
diclofenaco. Hasta este momento este tipo de compuestos no son conocidos para su uso
como medicamento. Por lo tanto, un primer aspecto de la invencién se refiere a compuestos
de coordinacién que comprenden un ion central del grupo de los lantanidos y ligandos de
diclofenaco [donde el nombre diclofenaco hace referencia a la molécula tanto en su forma
acida (2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acético) como anidnica tras la desprotonacion del
grupo carboxilato  (2-{2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil}acetato) para su uso como

medicamento.

En la presente invencion se han desarrollado unos nuevos compuestos de coordinacion

basados en gadolinio y diclofenaco, que mejoran la actividad antinflamatoria del diclofenaco.

Por lo tanto, un segundo aspecto de la invencion se refiere a compuestos de coordinacién
binucleares de gadolinio con ligandos de diclofenaco de férmula [Gdz(dicl)s(disolv)s] donde

dicl se refiere a moléculas de diclofenaco y disolv se refiere a moléculas de disolventes.

Los compuestos de coordinacion de la presente invencién pueden estar en forma cristalina
como compuestos libres o solvatos (por ejemplo, hidratos) o como enantidmeros, isémeros,
0 sales de dichos compuestos estando todas estas formas comprendidas en el ambito de
proteccion de la presente invencion. Los métodos de solvatacion son generalmente

conocidos en el estado de la técnica.

El gadolinio se coordina al diclofenaco a través del grupo carboxilato del diclofenaco. Como
resultado, se obtienen compuestos dinucleares en los que los dos atomos de gadolinio se
unen a través de los atomos de oxigeno de los grupos carboxilato existentes en el ligando
diclofenaco. La carga positiva aportada por estos dos gadolinios se compensa con la
coordinacién a los mismos de 6 diclofenacos. El resto de las posiciones de coordinacién de
los atomos de gadolinio estan ocupadas por distintas moléculas de disolvente coordinadas

en cada uno de los compuestos.

El término disolvente se refiere a lo largo de la presente descripcion a un disolvente con
atomos dadores de electrones con capacidad de coordinarse con el ion central del grupo de

los lantanidos.

Igualmente, otro aspecto de la invencion abarca las composiciones farmacéuticas que
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comprenden como ingrediente activo al menos un compuesto de la invencién. Dichas
composiciones farmacéuticas pueden contener uno 0 mas excipientes y/o sustancias

transportadoras.

Por lo tanto, un nuevo aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica
que comprende un compuesto de la invencién y uno o mas excipientes y/o sustancias

transportadoras.

Los excipientes, sustancias transportadoras y sustancias auxiliares tienen que ser
farmacéutica y farmacoldégicamente tolerables, de modo que puedan ser combinados con
otros componentes de la formulacién o preparacion y no ejerzan efectos adversos en el
organismo tratado. Las composiciones farmacéuticas o formulaciones incluyen aquellas que
son adecuadas para la administracién oral o parenteral (incluyendo subcutanea,
intradérmica, intramuscular e intravenosa), aunque la mejor via de administracién depende
del estado del paciente. Las formulaciones pueden ser en forma de dosis sencillas. Las
formulaciones se preparan de acuerdo con métodos conocidos en el campo de la
farmacologia. Las cantidades de sustancias activas para administrarse pueden variar en

funcién de las particularidades de la terapia.

Opcionalmente la composicion farmacéutica puede comprender otro principio activo.
Ademas del requerimiento de la eficacia terapéutica, que puede necesitar el uso de agentes
terapéuticos, pueden existir razones fundamentales adicionales que obligan o recomiendan
en gran medida el uso de una combinacién de un compuesto de la invencién y otro agente
terapéutico ademas de los compuestos de la invencién, tal y como en el tratamiento de

enfermedades o afecciones que directa o indirectamente modulan la funcién de la sustancia.

Otros aspectos de la invencion son:

Un procedimiento de la obtencion de los compuestos de coordinacion binucleares de
gadolinio con ligandos de diclofenaco de férmula [Gd2(dicl)s(disolv)s] donde dicl se refiere a

moléculas de diclofenaco y disolv se refiere a moléculas de disolventes.

Compuestos de coordinacion binucleares de gadolinio con ligandos de diclofenaco de
férmula [Gd2(dicl)s(disolv)s] donde dicl se refiere a moléculas de diclofenaco y disolv se

refiere a moléculas de disolventes para su uso como un medicamento.
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Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra los compuestos de la invencién de férmula 1, 2y 3.

La Figura 2 muestra la induccién de edema en oreja de ratén por efecto del éster de forbol,
TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato) (control). Efecto de los diferentes productos
antiinflamatorios (diclofenaco, compuestos de formula 1, 2 y 3 de la invencion), sobre la
inflamacién inducida por el TPA en este modelo de oreja de ratéon. Se muestran la oreja
derecha e izquierda. En la primera fila el control, en la segunda la aplicacién de diclofenaco,
en la tercera, cuarta y quinta fila el compuesto de férmula 1, 2, y 3 de la invencion

respectivamente.

La Figura 3 muestra incrementos en porcentaje de los diferentes parametros morfolégicos
tenidos en cuenta en el estudio: incremento de longitud, anchura, superficie (calculada como
longitud x anchura), y diametro del canal auditivo externo. Estos incrementos han sido
calculados a partir de las diferencias entre orejas izquierda y derecha en los distintos grupos
de ratones (control, diclofenaco, productos 12, 13 y 14 (compuestos de férmulas 1 a 3 de la
invencion)). Se muestra la media * desviacion cuadratica, para cada uno de estos

parametros (n=4).

La Figura 4 muestra incrementos en porcentaje de las medidas estandar realizadas en este
tipo de estudios: incremento de grosor, incremento en peso de las orejas completas, e
incremento en peso del disco de 6 mm practicado en cada una de las orejas (izquierda y
derecha). Estos incrementos han sido calculados a partir de las diferencias entre orejas
izquierda y derecha en los distintos grupos de ratones (control, diclofenaco, productos 12, 13
y 14 (que corresponden a los compuestos de férmulas 1 a 3 de la invencion)). Se muestra la

media + desviacidn cuadratica para cada uno de estos parametros (n=4).

La Figura 5 muestra a la izquierda: concentracién de interleuquina-6 (pg/mL) encontrada en
las orejas derechas de cada uno de los grupos de animales descritos en el estudio. La
Figura 5 muestra a la derecha: porcentaje de inhibicion en la expresion de interleuquina-6,
calculada a partir de los resultados de concentracion en las orejas derechas en cada uno de
estos grupos, tomando como referencia la expresion de interleuquina-6 en el grupo control.

Se muestra la media + desviacion cuadratica para cada uno de estos valores (n=4).

La Figura 6 muestra a la izquierda: incrementos en la concentracién de interleuquina-6
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(pg/mL) calculados a partir de las diferencias entre orejas izquierda y derecha en los
distintos grupos de ratones (control, productos 11 (diclofenaco), productos 12, 13 y 14 (que
corresponden a los compuestos de formulas 1 a 3 de la invencién)). La Figura 6 muestra a la
derecha: porcentaje de inhibicidn en la expresion de interleuquina-6, calculada a partir de los
incrementos de concentracidén encontrados entre las orejas izquierda y derecha en cada uno
de estos grupos, tomando como referencia el incremento en la expresién de interleuquina-6
entre orejas izquierda y derecha del grupo control. Se muestra la media + desviacion

cuadratica, para cada uno de estos parametros (n=4).

La Figura 7 muestra el efecto de los compuestos, productos 11 (diclofenaco), productos 12,
13 y 14 (que corresponden a los compuestos de férmulas 1 a 3 de la invencion), sobre la
proliferacion celular en macrofagos de ratén, RAW 264. Tras el tratamiento durante 72h en
un rango de 0 a 100 pg/mL. I1Cz, ICso, € ICgo son las concentraciones requeridas para la

inhibicion del crecimiento de un 20%, 50% y 80%.

La Figura 8 muestra el efecto de los compuestos, productos 11 (diclofenaco), productos 12,
13 y 14), (que corresponden a los compuestos de formulas 1 a 3 de la invencién), sobre la
liberacién de nitritos en macréfagos de ratén, RAW 264. Tras activar el proceso inflamatorio
por incubacion con LPS durante 24 h, los compuestos fueron incubados durante 48h a las
concentraciones de [Cso, %-1Cso, 2:1Cs0, Va'ICso, Y6-1Cs0. LOS datos representan la media +

D.S. de al menos dos experimentos independientes por triplicado.

La Figura 9 muestra curvas sigmoidales del efecto de los compuestos sobre la liberacién de
nitritos en macrofagos de ratén, RAW 264. (a) Curvas correspondientes a los compuestos
11 (diclofenaco) (azul), 12 (compuesto de férmula 1 de la invencién) (rosa), 13 (compuesto
de férmula 2 de la invencién) (naranja) y 14 (compuesto de férmula 3 de la invencion) (rojo),
puede observarse que las curvas correspondientes a los compuestos de coordinacién
quedan por debajo que la correspondiente al ligando, compuesto 11 (diclofenaco). (b) Curva
correspondiente al compuesto 11 (diclofenaco), donde puede observarse las interpolaciones

de las concentraciones de ICso de los compuestos ensayados.

La Figura 10 muestra la inhibicién de los compuestos sobre el ligando 11, diclofenaco, se

produce a la concentracion donde este incremento es maximo (Figura 10).

Descripcion de una realizacién preferida
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En un primer aspecto de la invencién se describen compuestos de coordinacion que
comprenden un ion central del grupo de los lantanidos y ligandos de diclofenaco para su uso

como medicamento.

En una materializacidon particular del primer aspecto de la invencion, los compuestos de
coordinacién que comprenden un ion central del grupo de los lantanidos con valencia 3 y
como ligandos de moléculas de diclofenaco o disolvente, se describen por la formula
[Lnn(dicl)m(disolv)q], donde Ln, es un lantanido, dicl es diclofenaco y disolv un disolvente con
atomos dadores de electrones con capacidad de coordinarse con el ion central del grupo de
los lantanidos, donde g es un numero entero entre 0 y 6 y cuando n es 1 y la valencia del

lantanido es 3y, por lo tanto, m es 3 y cuando n es 2 m es 6.

En una materializacion preferente el disolvente se selecciona entre: agua, metanol, etanol,
propanol, isopropanol, butanol, isobutanol, terbutanol, cloroformo, tolueno, acetonitrilo, éter
dietilico, acetato de etilo, hexano, ciclohexano, diclorometano, N-N-dimetilformamida y/o

dimetilsulféxido.

En una materializacion preferente el compuesto presenta la formula [Lnz(dicl)s(disolv)a].

De manera particular el lantanido es gadolinio. En otra materializacion particular el

compuesto es [Gdz(dicl)s(disolv)a].

Finalmente, en una materializacion particular el compuesto de coordinacién que comprende
un ion central del grupo de los lantanidos y ligandos de moléculas de diclofenaco se
selecciona entre: [Gdz(dicl)s(H20)4], [Gd2(dicl)s(MeOH)2(H20).] y [Gd2(dicl)s(EtOH)2(H20)].

De manera particular el medicamento es un antiinflamatorio.

Los compuestos de coordinacion de la invencién pueden utilizarse en el tratamiento de
enfermedades que involucran la activacion de procesos inflamatorios como artritis, artritis
reumatoide, polimiositis, dermatomiositis, osteoartritis, dolor dental y manejo del dolor en
diferentes tipos de enfermedades y situaciones de dolor, como calculos renales,
postoperatorio, dolor traumatico, dolor menstrual o en migranas agudas. El diclofenaco
también ha demostrado ser util para el dolor crénico asociado con el cancer, si la

inflamacién también esta presente.
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Por ello en una materializacién de la invencion ésta se refiere a los compuestos definidos
para su uso en el tratamiento de una enfermedad y/o condicién seleccionada entre: artritis,
artritis reumatoide, polimiositis, dermatomiositis, osteoartritis, dolor dental, calculos renales,
posoperatorio, dolor traumatico, dolor menstrual, migrafias agudas, o dolor crénico asociado

con el cancer.

El término “fratamiento” o “tratar” en el contexto de este documento se refiere a la
administracion de un compuesto o una composicién segun la invencién para prevenir,
mejorar o eliminar una enfermedad, condicién patolégica o uno o mas sintomas asociados
con dicha enfermedad o condicién en un mamifero, preferentemente en un ser humano.
“Tratamiento” también abarca la prevencién, mejora o eliminacién de las secuelas
fisiologicas de la enfermedad. Concretamente, el concepto “tratar’ se puede interpretar
como:

(i)Evitar que se produzca la enfermedad o la condicion patolégica en un mamifero;

(i)Inhibir la enfermedad o condicion patoldgica, es decir, detener su desarrollo;

(ii)Aliviar la enfermedad o la condicion patoldgica;
(

iv)Estabilizar la enfermedad o la condicion patolégica.

Un segundo aspecto de la invencién se refiere a compuestos de coordinacion binucleares de
gadolinio con ligandos de diclofenaco de férmula [Gd2(dicl)s(disolv)s] donde dicl se refiere a

moléculas de diclofenaco y disolv se refiere a moléculas de disolventes.

Los compuestos propuestos mejoran la actividad antiinflamatoria del diclofenaco, y ademas

emplean gadolinio como metal rodeado por cuatro moléculas de diclofenaco.

De manera particular los compuestos de formula [Gdx(dicl)s(disolv)s] se seleccionan entre:
[Gd(dicl)s(H20)4], [Gd2(dicl)s(MeOH)2(H20).] y/o [Gdz(dicl)s(EtOH)2(H20)2].

Basicamente los tres compuestos consisten en unidades dinucleares en las que los dos
atomos de gadolinio se unen a través de los grupos carboxilato existentes en el ligando
diclofenaco. La carga positiva aportada por estos dos gadolinios se compensa con la
coordinacién a los mismos de 6 diclofenacos. La Figura 1 muestra estos tres compuestos
identificados con 1, [Gda(dicl)s(H20)4], 2, [Gdz(dicl)s(MeOH)(H20)] vy 3,
[Gdx(dicl)s(EtOH)2(H20)2].

En los siguientes ejemplos se describe la mejora de la actividad antiinflamatoria en los
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compuestos de la invencién frente al diclofenaco.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Estudios “in vivo”. Modelo de inflamacion en edema de oreja de ratén

Se determinaron in vivo los efectos antiinflamatorios de los compuestos mediante el modelo
de inflamacion aguda en edema inducido sobre oreja de ratdn. Este estudio se llevé a cabo
en ratones BL/6J macho de 8 semanas de edad, alimentados ab libitum con dieta estandar a
22 °C y 70% de humedad, en ciclos de 12 h de luz/oscuridad. En este modelo, la inflamacion
fue inducida por TPA (12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato). Este éster de forbol tiene
importantes propiedades bioldgicas, siendo la mas notable la capacidad para actuar como

promotor tumoral a través de la activacion de la proteina quinasa C.

El numero de animales por cada grupo puede calcularse a partir del tamafo dado segun el
método llamado 'resourse equeation' el cual propone un valor del grado de libertad (E) en el
analisis de la varianza (ANOVA), de entre 10 y 20. Si E es menor de 10 la adicién de
animales aumentara la posibilidad de obtener un resultado significativo, pero si es mas de
20, aunque se afladan mas animales no se aumentara la posibilidad de aumentar la
significancia. Para un E=20; E= (nx6)-6; n= (20+6)/6; n=4 ~ 5. Teniendo en cuenta que se
realizan? ensayos bioquimicos y de microscopia, el nUmero de animales por grupo ha sido

n=4-2, siendo el numero total de animales n= 8 (animales/grupo)-4(grupos)= 32 animales.

Este proyecto fue disefiado de acuerdo con la normativa actual de experimentacion animal y

los principios de Reemplazo, Reduccion y Refinamiento del bienestar animal.

Inflamacién aguda

Los tratamientos se realizaron en varios grupos de animales, todos ellos recibieron los
diferentes tratamientos diluidos en 20 uL de acetona (vehiculizante) sobre ambas superficies
de las orejas, en la oreja izquierda (columna izquierda en la Figura 2), solo recibieron el
vehiculo, mientras que en la oreja derecha (columna derecha en la Figura 2) se realizaron
los siguientes tratamientos: Todos los animales fueron tratados con TPA 2,5 ug/oreja, sobre

la oreja derecha. El grupo control (primera fila en la Figura 2) no recibié ningun otro
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tratamiento adicional, el primer grupo (segunda fila en la Figura 2) recibié el tratamiento con
el antiinflamatorio comercial diclofenaco a 0,5 mg/oreja que fue utilizado como estandar. Los
grupos tratados, uno por compuesto, compuestos 1-3 de la invencién (tercera a quinta fila de
la Figura 2), recibieron los diferentes inhibidores a la misma concentracion, estos
tratamientos se realizaron a las Oh, 6h, 18h, e inmediatamente después se realizé el
tratamiento con TPA, en cada uno de los tiempos mencionados. 6h tras finalizar el ultimo
tratamiento los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical. A continuacion, se
tomaron, tanto la oreja izquierda (control negativo, tratado solo con el vehiculizante) como
derecha (tratada con TPA y/o con los diferentes inhibidores), de cada animal. Sobre estos
tejidos se realizaron una serie de medidas morfoldgicas (longitud, anchura, grosor, diametro

del canal auditivo externo, y peso), que se detallan a continuacion.

Finalmente se practicé un disco de 6 mm de diametro en ambas orejas, el cual también fue
pesado. Las medidas de longitud fueron realizadas con un calibre digital de precision y los

pesos se tomaron de manera individual en balanza digital de precision.

La formacién del edema se determind por el incremento de peso de la oreja derecha con
respecto a la izquierda. Ademas, se compararon el resto de las medidas morfoldgicas
descritas anteriormente entre ambas orejas. La inhibicion de la inflamacién se expresé como
porcentaje de inhibicién del edema. Estos datos fueron comparados con los obtenidos en los
ratones control positivo, tratados exclusivamente con TPA, con el objetivo de determinar la

efectividad de los productos como antiinflamatorios (Figuras 3 y 4).

Los resultados mostraron la clara induccion de edema en respuesta al tratamiento con TPA,
induccion que se observd con gran notoriedad en todas las medidas morfolégicas tomadas.
Suponiendo aproximadamente un incremento de entre el 20% al 40%, entre las orejas
derecha e izquierda, en practicamente en cada uno de los parametros medidos. Asi se
observo un incremento del 25% en la anchura de la oreja (23,97 £ 2,6 %), mientras que en
el caso de la longitud este incremento fue de solo un 5% (4,18 £ 2,6 %), se observé un
incremento del 30% (29,15 * 4,1 %) en la superficie de la misma y en el diametro del canal
auditivo externo (27,81 £ 5,8 %), del 40% (39,44 £ 4,2 %) en el grosor, de un 120% (117,74
1 32,28 %) de incremento en el peso total, y un incremento de un 40% (37,42 + 5,6 %) en el
peso del disco de 6 mm practicado. Este efecto también pudo observarse de forma visual en

el fenotipo que presentd la oreja derecha del animal (Figura 2).

Mientras que el tratamiento con diclofenaco redujo notablemente estos incrementos. No
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habiendo cambio en la longitud de la oreja derecha con respecto a la izquierda (-6,01 %
2,53). Siendo de tan solo un 5% en los que se refiere a la anchura de la oreja (5,83 + 0,71
%), la superficie de la misma (2,51 £ 3,1%), o incremento en el diametro del canal auditivo
externo (2,34 + 3,5 %). El incremento en el grosor de la oreja fue de un 10% (13,35 £ 2,9 %),
siendo el incremento en el peso total de un 40% (33,61 + 10,10 %), y del peso del disco de 6
mm de un 20% (17,84 £ 4,9 %).

Con respecto al compuesto de formula 1 de la invencion, no se observaron incrementos:
cambio en longitud (-5,35 + 3,53 %), anchura (-1,08 + 2,87 %), superficie (-4,90 + 2,97 %),
diametro (0,47 + 1,85 %), e incluso se observaron incrementos negativos, como en el caso
del incremento de grosor de la oreja derecha con respecto a la izquierda (-14,43 + 2,41 %).
Esto quiere decir que la oreja izquierda presenté mayores dimensiones que la oreja derecha,
este efecto puede ser debido a la acetona que, aunque es utilizada como vehiculizante,
produce vasodilatacion local, la cual puede ser inhibida por el compuesto de formula 1de la
invencién. Ademas, aunque el tratamiento con TPA es local y la respuesta pro-inflamatoria
inducida asi se supone, ciertas moléculas mediadoras en el proceso de inflamacion pueden
producir efectos mas generalizados. La inhibicién de la respuesta inflamatoria en la oreja
derecha por el compuesto de férmula 1 de la invencién, podria explicar los incrementos
negativos observados con respecto a la oreja izquierda en algunos de los parametros
medidos. En relacion al incremento en peso, éste fue de tan solo un 10% (11,17 + 5,90 %).
Al igual que el peso del disco de 6 mm (10,97 + 1,62 %), siendo este valor el menor

observado en dicho parametro.

En respuesta al compuesto de formula 2 de la invencién, también se observo la inhibicion
del edema inducido por el TPA, aunque con valores de inhibicién mayores a los producidos
por el diclofenaco, aunque menores a los vistos en respuesta al compuesto de formula 1 de
la invencion. No observandose cambios entre orejas derecha e izquierda, en el incremento
de anchura (-0,01 £ 1,3 %) y en el diametro del canal auditivo externo (0,10 = 3,07 %).
Ligeros incrementos fueron observados en la longitud (2,06 £ 0,35 %), superficie (3,19 +
1,90 %) y grosor (4,01 £ 1,52 %). En este caso el incremento en peso fue de un 10% (12,46
1 5,80 %), y el incremento en el peso del disco de 6 mm (17,04 £ 2,34 %).

Finalmente, con respecto al compuesto de formula 3 de la invencién, se obtuvieron valores
de inhibicién parecidos a los obtenidos por el compuesto de férmula 2 de la invencion,
aunque mayores en el caso de los incrementos de anchura (8,71 = 4,31 %) y superficie

(6,11 £ 3,74 %). No observandose cambios entre orejas derecha e izquierda, en los

12



10

15

20

25

30

35

ES 2 956 659 B2

incrementos de longitud (4,00 + 3,14 %), diametro (-0,59 * 3,5 %), y grosor (-3,56 + 2,50
%). El incremento en peso de la oreja derecha completa respecto de la izquierda fue de un
15% (14,74 £ 4,35 %), mientras que el incremento en el peso del disco de 6 mm fue entorno
aun 10% (11,69 £ 6,61 %).

En funcion de los resultados obtenidos se concluyé que todos los compuestos ensayados
presentan un claro efecto antiinflamatorio sobre el edema inducido por TPA en oreja de
ratén. Siendo este efecto mas acentuado para el compuesto de férmula 1 de la invencién,
como muestran los resultados en los parametros: incremento de superficie, incremento de
grosor, e incremento en peso del disco de 6 mm. En el resto de parametros considerados,
los resultados obtenidos son parecidos entre los compuestos de férmula 1-3 de la invencién.
Aunque todos ellos presentan un alto grado de inhibicion del edema inducido, como puede
observarse en los parametros: incremento de grosor, e incremento en peso de la oreja

completa, significativamente mayor al observado en el tratamiento con el diclofenaco.

Niveles de citoquinas

Tras la activacion del proceso de inflamacién, se inducen proteinas claves mediadoras de
este proceso, como son las citoquinas: TNFa, IL-1j3, IL-6, IL-8, e IL-12; asi como proteinas
responsables de la cascada del acido araquiddnico: fosfolipasa A;, ciclo-oxigenasa-2 (COX-
2) y la 5-lipo-oxigenasa, que finalmente concluyen en la sintesis de prostaglandinas (PGE: y

leucotrienos).

En este caso se analizaron los niveles de concentracion de interleuquina-6 como marcador
de inflamacidn, en los diferentes grupos de animales mencionados en el primer apartado. En
resumen, todos los grupos fueron tratados con TPA 2,5 ug/oreja, sobre la oreja derecha, el
grupo control no recibié ningun tratamiento adicional. Los grupos tratados, recibieron los
diferentes inhibidores a la concentracién de 0,5 mg de compuesto por oreja siendo tratados
a continuacion con TPA a las Oh, 6h, 18h. 6h tras finalizar el ultimo tratamiento los animales
fueron sacrificados por dislocacion cervical. A continuacion, las muestras fueron

almacenadas a -80 °C.

Tras lavar las muestras de tejido con PBS frio, fueron homogenizadas a una concentracion
de tejido al 10%, 10 g de tejido por cada 100 mL de tampdén de homogenizacion (PBS,
PMSF 0,1 M, BSA 0,5%, EDTA 10 mM, leupeptina 5 pg/mL). Siendo congeladas a -20 °C
durante una noche, a continuacién, se realizaron dos ciclos de congelacién-descongelacion,

para romper las membranas celulares. Los homogenizados fueron centrifugados a 5000 xg,
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durante 5 minutos. Finalmente, los sobrenadantes fueron retirados y ensayados
inmediatamente para determinar la concentracién en citoquinas. La concentracién de
interleukina-6 fue determinada por los servicios técnicos de la Universidad de Granada,
mediante la técnica ELISA, utilizando el kit 'ELISA Kit FOR Interleukin-6' (EO079m, ElAab
Science Co., Wuhan, China).

Los resultados encontrados en las orejas derechas de cada grupo de animales mostraron la
evidente induccién en la expresion de interleuquina-6 en respuesta al tratamiento con TPA,
alcanzando un valor de concentracién de 430,59 £ 32,76 pg/mL, en el grupo de ratones
control (Figura 5, izquierda). Esta concentracion fue inhibida en un 35% (36,07 £ 1,38 %) en
respuesta al tratamiento con diclofenaco (compuesto 11), inhibiciones similares en la
produccion de citoquina fueron observadas en respuesta a los tratamientos con los
productos 13 (compuesto de féormula 2 de la invencion) (31,58 £ 9,50 %) y 14 (36,67 £ 3,73
%) (Figura 5, derecha). Sin embargo, en respuesta al tratamiento con el compuesto 12
(compuesto de formula 1 de la invencion), la inhibicidon en la produccion de citoquina-6
observada fue de aproximadamente el 50% (47,48 + 0,85 %), siendo significativamente

mayor a la encontrada en respuesta al tratamiento con diclofenaco (Figura 5, derecha).

Por otro lado, si comparamos las concentraciones de interleuquina-6 entre las orejas
derecha e izquierda dentro de cada grupo de animales, puede observarse, al igual que en el
analisis anterior, la clara induccién de inflamacién en el grupo control, con un incremento en
la concentracion de interleuquina-6 de 91,84 + 20,23 pg/mL en la oreja derecha respecto de
la izquierda (Figura 6, izquierda). En el resto de los grupos tratados con los diferentes
inhibidores, incluyendo el diclofenaco no se observd incremento entre orejas derechas e
izquierdas, si no una clara disminucion en la concentracién de interleuquina-6 entre ambos

tejidos (Figura 6, derecha).

Asi esta disminucion en la concentracién de interleuquina-6 entre orejas izquierda y
derecha, fue de un 200% en el tratamiento con diclofenaco (197,68 + 13,17 %). Siendo un
20% superior tras el tratamiento con el producto 12 (218,82 + 11,72 %), y de mas de un
330% tras el tratamiento con el producto 14 (329,40 + 48,23 %). Este efecto de inhibicién en
la produccion de interleuquina-6 entre ambas orejas, también fue observado en respuesta al
tratamiento con el producto 13 (compuesto de férmula 2 de la invencién), aunque en este
caso la inhibicion obtenida fue de un 160%, algo menor a la conseguida por el diclofenaco.

Se puede concluir, por tanto, que con respecto a la produccién de interleuquina-6, que el
producto 12 (compuesto de formula 1 de la invencion) es claramente mas efectivo que el

diclofenaco, inhibiendo la produccién de esta citoquina en un 15% mas que la accion del
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diclofenaco. Alcanzando un 20% mas de inhibicién entre orejas izquierda y derecha, con
respecto al grupo control. Por otro lado, los productos 13 y 14 (compuestos de férmula2y 3
de la invencion) también producen la inhibicion en la expresion de interleuquina-6, aunque
en este caso esta inhibicion es similar a la producida por el diclofenaco. Sin embargo, el
producto 14 (compuesto de formula 3 de la invencion) produce un 230% mas de inhibicion

entre las orejas izquierda y derecha, que el diclofenaco.

Ejemplo 2. Ensayos mezclas estequiométricas

Para determinar si los compuestos son mas efectivos que las mezclas estequiométricas de
ligando y metal, se realizé el ensayo de Griess sobre las siguientes mezclas: E1
(diclofenaco, Gd(lll); 2:1), E2 (diclofenaco, Gd(lll); 1:2), E3 (diclofenaco, Gd(NOs); 1:1). Se
determind la concentracion de nitritos utilizando concentraciones crecientes de las mezclas,
del mismo rango que las utilizadas en los ensayos con los compuestos. Estas
concentraciones fueron 83,8, 62,8, 42,0, 20,9, 10,5 ug/mL.

Los resultados encontrados muestran que las mezclas estequiométricas poseen una
inhibicion del proceso de induccién de 6xido en respuesta a LPS, préxima a la encontrada
para el diclofenaco, incluso algo menor que éste. Siendo la media en la produccién de
nitritos de un 25%, 1,5 veces superior a la encontrada para el diclofenaco (16%), y 12,5
veces superior a la media encontrada para los compuestos 12, 13, y 14 (compuestos de
férmula 1 a 3 de la invencién) (2%). Estos datos corresponden a la concentracion mas alta

ensayada, 83,8 ug/mL.

Lo que indica que a esta concentracidn las mezclas estequiométricas solo son capaces de
inhibir el proceso inflamatorio desencadenado por el LPS en un 75%, mientras que a esta
concentracién la inhibicién producida por los compuestos es de un 99,8%, siendo por tanto
en el caso de las mezclas un 26% menor. Finalmente, los resultados mostraron una mayor
produccion de nitritos, si las concentraciones de las mezclas consideradas son menores
(Tabla 1).

Tabla 1. Porcentaje de produccién de nitritos con respecto al control positivo, en macréfagos
de ratén, RAW 264. Tras ser tratadas con LPS durante 24 h, las mezclas estequiométricas
fueron incubadas durante 48h a las concentraciones indicadas. Los datos representan la

media £ D.S. de al menos dos experimentos independientes por triplicado.
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Mezcla 83,8 ug/mL 62,8 ug/mL 42,0 pg/mL 20,9 pg/mL 10,5 pg/mL
E1 26,99 +

0.71 36,42 + 1,38 58,66 + 0,01 88,31+ 1,42 114,70 £ 4,62
E2 22,72 + 0,36 34,28 £ 2,38 49,36 + 1,07 76,50 £ 1,07 104,40 + 6,40
E3 24,48 + 1,42 29,38 +0,48 47,85 + 1,07 66,70 + 0,71 103,39 + 0,01

Por lo tanto, podemos concluir que los compuestos de la invencién presentan mejor efecto

antiinflamatorio que las distintas mezclas estequiométricas analizadas.

Ejemplo 3

Se ensay6 el comportamiento como antiinflamatorios de los compuestos diclofenaco y los
compuestos, 12, 13 y 14 (compuestos de formula 1-3 de la invencién), sobre macrofagos de
ratbn RAW 264, que presentan una elevada respuesta inflamatoria al ser tratados con lipo-
polisacarido bacterianos (LPS). Siendo el compuesto diclofenaco el ligando y los
compuestos 12, 13 y 14 compuestos organometalicos del mismo (compuestos de formula 1-
3 de la invencién). En primer lugar, se determind la citotoxicidad de estos compuestos,
asegurando que el rango de concentraciones utilizadas en el ensayo de actividad
antiinflamatoria eran sub-citotoxico. La citotoxicidad fue determinada mediante el ensayo
con MTT (metil tetrazolio), que es transformado en los peroxisomas de células viables a
formazan. Las concentraciones de I1Cso fueron calculadas por interpolacion no lineal con el

programa SigmaPlot ®.

Los resultados mostraron que los compuestos 12, 13 y 14 (compuestos de formula 1-3 de la
invencioén) son menos citotéxicos que el diclofenaco (Figura 7). Con una concentracion de
inhibicion del crecimiento celular del 50%, ICso, de 70,14 %+ 1,1 ug/mL para el ligando,
diclofenaco, y concentraciones de ICsp de 84,67 + 9,1 pg/mL para el compuesto 12
(compuesto de formula 1 de la invencién), 82,84 + 8,8 ug/mL para el compuesto 13
(compuesto de formula 2 de la invencién), y 83,80 + 9,4 para el compuesto 14 (compuesto
de férmula 3 de la invencion). A partir de estos resultados se tomaron las concentraciones
de ICsp como limites del rango de concentraciones ensayados en la respuesta
antiinflamatoria. A partir de estos datos, los valores de concentraciones utilizados en la

determinacién de la respuesta antiinflamatoria fueron: 1Cso, % ICso, %2 ICs0, V4 ICs0, ¥ ICso.

Durante la respuesta inflamatoria se produce la liberacion de oxido nitrico, NO, como
intermediario o segundo mensajero. Este 6xido nitrico es sintetizado por la 6xido nitrico

sintasa inducible, enzima activada durante el proceso inflamatorio. Los macréfagos RAW
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264 son un modelo especialmente indicado en la determinacion de la respuesta inflamatoria

por la elevada produccién de NO liberado durante la misma.

La respuesta antiinflamatoria se analizé midiendo la concentracion de nitritos presentes en
el medio de cultivo, tras tratar los macréfagos RAW, con LPS vy los diferentes compuestos a
las concentraciones anteriormente mencionadas. Esta concentracién de nitritos es
directamente proporcional a la concentracién de éxido nitrico liberado. En primer lugar, se
incubaron los macréfagos con LPS durante 24h, con el objetivo de inducir la respuesta
inflamatoria, a continuacion se adicionaron los compuestos en las concentraciones
descritas, siendo incubados durante 48h y 72h. La determinacion de nitritos fue realizada
mediante el ensayo de Griess, midiendo la absorbancia a 548 nm.

Los resultados mostraron un mayor efecto antiinflamatorio por parte de los compuestos 12,
13 y 14 (compuestos de la invencion de formula 1-3), que en el caso del ligando diclofenaco
(Figura 8). Siendo un 2% la produccién de nitrico en respuesta a estos compuestos con
respecto al control positivo, a la concentracion de ICsg, 7 veces menor que la conseguida por
el diclofenaco (16 %). Lo que supone una inhibicion del 99,8% en la produccién de nitrico,
un 15% mayor que la conseguida por el diclofenaco, a esta concentracion.

A la concentracion de % 1Csp, la produccion de nitrico disminuyo hasta un 7% con respecto
al control positivo, 6 veces mas baja que la conseguida por el diclofenaco (40%). Lo que
supone una inhibiciéon del 95% en la produccion de nitrico, siendo un 33% mayor que la
conseguida por el diclofenaco. A la concentracion de %2 ICso la produccion de nitrico
disminuyd hasta un 50% con respecto al control positivo, mientras que el diclofenaco no tuvo
efecto alguno a esta concentracién, alcanzandose por tanto una inhibicion del 50% en la
produccién de nitrico, en respuesta a los compuestos. A las concentraciones de 74 ICso y V5
ICs0, Nninguno de los compuestos produjo efecto de inhibicidn sobre la produccién de éxido
nitrico.

A continuacién, se calculd la concentracién de cada compuesto que produce el 50% de
inhibicién en la generacion de éxido nitrico, 1Cso-no de inhibicion (no confundir con la ICso de
citotoxicidad), mediante regresion no lineal con el programa SigmaPlot®. Los resultados
fueron 52,02 £ 0,26 ug/mL para el diclofenaco, 42,89 + 1,91 ug/mL para el compuesto 12
(compuesto de formula 1 de la invencion), 41,84 + 1,01 pg/mL para el compuesto 13
(compuesto de formula 2 de la invencién), y 39,23 + 1,59 ug/mL para el compuesto 14
(compuesto de férmula 3). Estos resultados muestran un mayor efecto antiinflamatorio para
los compuestos 12, 13, y 14 (compuesto de la invencion de formula 1-3), con respecto al
diclofenaco (Figura 9a). De forma que a la concentracion de ICsono del compuesto

diclofenaco, la inhibicion producida por los compuestos 12, 13 y 14 (compuesto de la
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invencién de formula 1-3), es practicamente del 85%. Mientras que a las concentraciones de
ICs0 de inhibicidon de estos compuestos, el diclofenaco no presenta capacidad de inhibicién
(Figura 9b).

Con el objetivo de determinar a qué concentracion los compuestos 12, 13, y 14 (productos
de formula 1-3 de la invencién) producen un maximo de inhibicién del proceso inflamatorio
sobre el ligando 11 (diclofenaco), se determind el incremento entre las sigmoidales
representadas en la grafica de la Figura 9a. La maxima inhibicion de los compuestos sobre
el ligando 11 se produce a la concentracién donde este incremento es maximo (Figura 10).
Los resultados encontrados muestran que a la concentracion de 48 pyg/mL, la inhibicion en la
produccion de nitrico por parte de los compuestos es de un 73%, mientras que el compuesto
11 (diclofenaco), no produce efecto alguno. Por tanto, a esta concentracion los compuestos
12, 13, y 14 (compuestos de la invencion de formula 1-3), son 73 veces mas efectivos que el
compuesto 11 (diclofenaco).

Se puede concluir, por tanto, que la mayor capacidad de inhibicion en la produccion de 6xido
nitrico se consigue, para todos los compuestos a la concentracién de 1Cso. Pero dado que
esta concentracion es citotoxica, se utilizara como referencia la concentracidn sub-citotdxica,
%-1Cs0. A esta concentracion la inhibicion en la generacion de nitrico producida por el
compuesto 11, diclofenaco, fue de un 56,4%, la inhibicidon producida por el compuesto 12,
(compuesto de férmula 1 de la invencién) fue de un 94,7%, la inhibicion producida por el
compuesto 13 (compuesto de férmula 2 de la invencion) fue de un 94,9%, y la inhibicion
producida por el compuesto 14 (compuesto de féormula 3 de la invencién) fue de un 94,7%.
Finalmente, a la concentracion de 48 pg/mL, los compuestos 12, 13 y 14, (compuestos de
férmula 1-3 de la invencion han demostrado ser un 72,82%, un 72,48% y un 74,29%, mas

efectivos que el compuesto 11 (diclofenaco), que no produjo efecto, a esta concentracion.
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REIVINDICACIONES

1. Compuestos de coordinacién que comprenden un ion central del grupo de los lantanidos y
ligandos de diclofenaco para su uso como medicamento caracterizado porque los
compuestos de coordinacion que comprenden un ion central del grupo de los lantanidos de
valencia 3 y ligandos de moléculas de diclofenaco se describen por la férmula [Lna(dicl)m
(disolv)], donde Ln, es un lantanido, dicl es diclofenaco y disolv es un disolvente con atomos
dadores de electrones con capacidad de coordinarse con el ion central del grupo de los

lantanidos, donde g es un numero enteroentre 0y6 nes2y m es 6.

2. Compuestos de coordinacién segun la reivindicacion 1 caracterizado porque el disolvente
se selecciona entre: agua, metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol, isobutanol,
terbutanol, cloroformo, tolueno, acetonitrilo, éter dietilico, acetato de etilo, hexano,

ciclohexano, diclorometano, N-N-dimetilformamida y/o dimetilsulféxido .

3. Compuesto segun alguna de las reivindicaciones 1 a 2 caracterizada porque el lantanido

es gadolinio.

4. Compuesto segun alguna de las reivindicaciones 1 a 3 caracterizado porque el

compuesto es [Gdz(dicl)s(disolv)a].

5. Compuesto de coordinacién segun la reivindicacion 4 caracterizado porque se selecciona
entre: [Gd(dicl)s(H20)4], [Gd2(dicl)s(MeOH)2(H20).] y [Gd2(dicl)s(EtOH)2(H20)-].

6. Compuesto de coordinacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5

caracterizado porque el medicamento es un antiinflamatorio.

7. Compuestos de coordinacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para su
uso en el tratamiento de una enfermedad y/o condicién seleccionada entre: artritis, artritis
reumatoide, polimiositis, dermatomiositis, osteoartritis, dolor dental, calculos renales,
posoperatorio, dolor traumatico, dolor menstrual, migrafias agudas, o dolor crénico asociado

con el cancer.

8. Compuestos de coordinacion binucleares de gadolinio con ligandos de diclofenaco de
férmula [Gd2(dicl)s(disolv)s] donde dicl se refiere a moléculas de diclofenaco y disolv se

refiere a moléculas de disolventes con atomos dadores de electrones con capacidad de
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coordinarse Gd.

9. Compuesto segun reivindicacion 8 seleccionada entre: [Gdx(dicl)s(H20)a],
[Gdz(dicl)s(MeOH)2(H20)2] y [Gdz(dicl)s(EtOH)2(H20)2].

10. Composicion farmacéutica que comprende un compuesto segun las reivindicaciones 8 o

9 y uno 0 mas excipientes y/o sustancias transportadoras.

11. Compuesto seleccionado entre: [Gdy(dicl)s(H20)4], [Gdz(dicl)e(MeOH)2(H20)2] vy

[Gdz(dicl)s(EtOH)2(H20).] para su uso como medicamento.

12. Compuesto seleccionado entre: [Gdy(dicl)s(H20)4], [Gdz(dicl)e(MeOH)(H20)2] vy

[Gdz(dicl)s(EtOH)2(H20),] para su uso como tratamiento terapéutico.
13. Compuesto seleccionado entre: [Gdy(dicl)e(H20)4], [Gdz(dicl)e(MeOH)2(H20)2] vy

[Gdz(dicl)s(EtOH)2(H20)2] segun reivindicacion 12 caracterizado porque tratamiento

terapéutico es un tratamiento: antiinflamatorio.
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