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1.1. El cancer

La palabra cancer proviene del término griego karkinoma dado por Hipdcrates en
el siglo IV a.C., y del equivalente latino cancer, por analogia con el crecimiento radial

infiltrante de algunos tumores de mama, a modo del cuerpo de un cangrejo.

El cancer es un grupo de mas de cien enfermedades distintas con mas de mil
variedades histopatoldgicas que comparten, como caracteristica comun, el crecimiento
excesivo y descontrolado de células que invaden y dafian tejidos y 6rganos, provocando

finalmente la muerte del individuo.'

Este grupo de enfermedades tiene un origen multigénico y multifactorial distinto,
pero con un mismo punto de partida, mutaciones en el DNA que producen que las
células cancerigenas no respondan a sefiales de control, e interacciones que ocurren en

tejidos normales.’

Estas mutaciones pueden aparecer en tres tipos de genes: los proto-oncogenes, los

genes supresores de tumores y los genes de reparacion del DNA.

Los proto-oncogenes son genes normales, con funciones importantes en la
sefalizacion celular a diferentes niveles (figura 1.1), que al mutar originan proteinas con
funcién alterada que estimulan el crecimiento o la invasividad celular. Estos genes

mutados son los conocidos oncogenes.

Los genes supresores de tumores tienen como funcidon controlar el ciclo de
division celular, evitando el crecimiento excesivo y promoviendo el mantenimiento de
las caracteristicas que especifican la localizacion de las células en un lugar determinado.
Las mutaciones en estos genes producen proteinas no funcionales o falta de su

expresion, induciendo la aparicion de céncer.

Los genes de reparacion del DNA son los responsables de subsanar los errores
producidos en la replicacion, y reparar alteraciones inducidas por agentes externos en la
doble hélice. La mutacion de estos genes conduce a la aparicion de multiples
mutaciones en el genoma, que dardn lugar a cancer cuando estas mutaciones afecten a

proto-oncogenes o genes supresores de tumores.'
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Figura 1.1: Niveles de actuacion de los proto-oncogenes.

Las caracteristicas morfologicas de las células tumorales incluyen un aumento
de las células mitoéticas, diferenciacion celular incompleta y células con grandes nucleos
y prominentes nucleolos. Algunas de las caracteristicas bioquimicas de los tumores
malignos son alteraciones en glicoproteinas y glicolipidos de la superficie celular, las
cuales pueden ser reconocidas por el organismo como un agente extrafio. Ademas, estas
células secretan: factores de crecimiento (algunos de los cuales pueden producir
estimulacién autocrina), enzimas liticas (proteasas, colagenasas y glicosidasas),
componentes de la matriz extracelular alterados (laminina, fibronectina) y receptores de
éstos (integrinas). Las células cancerigenas tienen altos niveles de biosintesis de acidos

nucleicos y de enzimas involucradas en estos procesos.’

Los principales tratamientos contra el cancer se pueden dividir en cuatro grupos:
cirugia, radioterapia, quimioterapia e inmunoterapia. Otros tratamientos del cancer

. g e e ., . , . . , . 4
incluyen la inhibicion de la angiogénesis y la terapia génica.

El término quimioterapia fue definido por Ehrlich (Premio Nobel en Medicina
1908), como “‘el uso de farmacos para hacer daiio a un organismo invasor sin danar al

huésped”.’



1.2. Historia del cisplatino

1.2.1. Descubrimiento de su actividad

El cisplatino, cis-diaminodicloroplatino(Il) o cis-DDP, (figura 1.2) se conoce
desde 1845,° pero sus propiedades anticancerigenas no fueron descubiertas hasta 1964,
cuando Barnett Rosenberg accidentalmente, mientras investigaba la influencia de un
campo eléctrico generado por dos electrodos de platino en el crecimiento de bacterias
Escherichia coli, observé la formacion de grandes filamentos bacterianos, sin que se
llegara a producir la division celular.” Experimentos posteriores revelaron que el
bloqueo de la replicacion del DNA estaba relacionado con los productos formados por
las reacciones electroquimicas de los electrodos de platino usados en el experimento.®
Los trabajos siguientes pusieron de manifiesto que de todos ellos sdlo los productos de
geometria cis y carga neutra eran activos; es decir, producian la filamentacién e
identificaron al cis-diaminodicloroplatino(I) como la especie responsable del efecto

antiproliferativo.’

Estos resultados sugirieron que compuestos de platino con geometria cis podrian
inhibir el crecimiento de las células tumorales sin producir una severa toxicidad para el

huésped."

En 1971 el cisplatino fue sometido a la primera prueba clinica y desde 1979
forma parte de la lista de farmacos aceptados por la FDA (Food and Drug
Administration) para el tratamiento de varios tipos de canceres humanos. El cisplatino
es especialmente efectivo contra varios tipos de tumores solidos, tales como el cancer de
testiculo, ovario, cabeza y cuello, y pulmonar de célula pequefia. Asi, el cancer
testicular, donde el cisplatino se utiliza en combinaciéon con etopdsido o bleomicina,

tiene un porcentaje de cura entre el 80-99%. "

1.2.2. Limitaciones del cisplatino

A pesar del notable éxito del cisplatino en el tratamiento del cancer de testiculo y
ovario, existen significantes limitaciones de esta droga: (i) su escasa solubilidad, (ii) sus

importantes efectos toxicos que limitan la dosis a 100 mg/dia (principalmente



nefrotoxicidad, nauseas y vomitos, ototoxicidad y neuropatia periférica), (iii) su
inactividad frente a algunos de los mas frecuentes tipos de tumores humanos (cancer de
colon, por ejemplo), y (iv) la incapacidad de la droga de producir remisiones de larga
duracion en una considerable proporcion de tipos de tumores con respuesta al cisplatino
(especialmente el cancer de ovario) debido a la aparicidon de resistencia adquirida a esta

droga.'?

Estas limitaciones han llevado a la busqueda de andlogos estructurales que
carezcan de esos efectos y mantengan la actividad terapéutica, dando lugar a complejos
de segunda generacion (figura 1.2); sin embargo, s6lo unos pocos han conseguido llegar
a estudios en fase clinica.">" El complejo diamino{1,1-
ciclobutanodicarboxilato } platino(II), conocido como carboplatino, estd siendo utilizado
de forma rutinaria en clinica a nivel mundial. Actualmente han sido también aprobados

para tratamiento antitumoral el nedaplatino en Japon y el oxaliplatino en EEUU y

CEE 14,15

0
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Figura 1.2: Complejos de platino con uso clinico.

En el carboplatino el 4tomo de platino forma parte de un anillo de 6 miembros, lo
que conduce a una menor velocidad en la reaccion de acuacidon necesaria para su
activacion. Esta diferencia en la activacion conduce a diferencias en la toxicidad: el
cisplatino es mas reactivo y, por tanto, mas toxico que el carboplatino.'® Es decir,
alteraciones en la estructura de los grupos salientes parecen influir en la distribucion
intracelular de los complejos de platino.

Actualmente no hay duda que los complejos de platino tienen como principal

diana la molécula de DNA, aunque siguen existiendo un gran nimero de procesos que
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todavia no se conocen con exactitud, como la inhibicién de la sintesis de DNA, la

supresion de la transcripcion de RNA, efectos sobre el ciclo celular y la apoptosis.

En la interacciéon con el DNA los ligandos NHs determinan la estructura del
aducto formado. Los aductos producidos por el cisplatino y el carboplatino son
idénticos y mayoritariamente de tipo 1,2-GG intracatenario. Esto parece explicar sus
muy similares patrones de sensibilidad antitumoral, con ligeras diferencias en la eficacia

dependiendo del tipo de tumor.'®

El oxaliplatino también produce el mismo tipo de interaccion que el cisplatino,
pero su mecanismo de accidén y su patron de resistencia es diferente. Se piensa que
ciertas caracteristicas especiales del ligando diaminociclohexano (DACH) influyen en la
actividad de este compuesto frente a lineas resistentes al cisplatino aunque no se sabe a
ciencia cierta su mecanismo de accion.!”?!

El compuesto cis-aminodicloro(2-metilpiridina)platino(Il), AMDA473 (figura 1.3)
fue disefiado con la idea de vencer la resistencia al cisplatino, producida por la
detoxificacion debido a la union con glutation (GSH) y otros tioles celulares, mediante
el impedimento estérico provocado por la 2-metilpiridina a la vez que mantenia la

capacidad de formar lesiones en el DNA.

~ CH,
NN I
Pi_

H3N Cl

cis-[PtCl,(NH;)(2-metilpiridina)]

Figura 1.3: Complejo cis-aminodicloro(2-metilpiridina)platino(I1), AMD473.

Este compuesto muestra una marcada actividad in vitro frente a tumores murinos
y humanos, siendo de especial interés la baja resistencia en la linea celular A2780cisR
(carcinoma de ovario humano), la cual presenta resistencia al cisplatino debido, entre

22-24

otros, a los elevados niveles de glutation. Debido a las prometedoras propiedades

ros r . r P 2
preclinicas que present6 este complejo, en 1997 comenz6 la fase clinica I.>

El cisplatino y las drogas de segunda generacién son administradas de forma

intravenosa. Los compuestos de Pt(IV) surgen como consecuencia de la busqueda de

11



compuestos mas solubles que se puedan administrar oralmente (figural.4), ya que la

capacidad de administrar la droga oralmente daria mayor flexibilidad en la dosificacién

OH
CI/, ‘ NH< /, 2 111y,
< / ‘ \ /ij
Iproplatlno Ormaplatlno

Figura 1.4: Ejemplo de complejos de Pt(IV).

Algunos compuestos de Pt(IV), como iproplatino y ormaplatino (también
conocido como tetraplatino) entraron en ensayos clinicos; sin embargo, se abandonaron

ya que se observo que causaban una severa neurotoxicidad en el caso del ormaplatino, y

una falta de actividad en el caso del iproplatino.'*'*

1.3. Mecanismo del cisplatino

1.3.1. Mecanismo de accion

La actividad antitumoral de los complejos de platino estd relacionada con su

capacidad para formar aductos bifuncionales con el DNA (figura 1.5).'¢%%
NH NH NH NH NH NH NH NH
N N N N,
Intracatenario /Pt /Pt Pt Pt
(intrastrand) —G \G— —A \G— —G—XlG— —G—71—
—C C— —T C— —C—X-C— —C A—
(60-65%) (20-25%) (2%) (2%)
NH
Intercatenario 3\P t/ ’
(interstrand) e
(2%)

Figura 1.5: Tipos de aductos del cisplatino con el DNA. Imagen obtenida de Kelland, 2000.%*
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La capacidad del cisplatino de enlazarse al DNA y distorsionar su estructura
sugiere que podria interferir con el funcionamiento normal de esta importante
biomolécula. La replicacion y transcripcion del DNA son esenciales para la division
celular y la produccion de proteinas. Cualquier alteracion de estos procesos podria dar
lugar a citotoxicidad. Por estas razones, los efectos de la platinacion en las funciones del
DNA han sido ampliamente investigados durante afos, con la intenciéon de entender

mejor la actividad bioldgica de este farmaco.”

Los aductos con el DNA del tipo 1,2-intracatenario parecen ser los responsables
en mayor medida de la accion citotoxica del cisplatino, ya que estos representan entre el
80-90% de las lesiones totales.”® Por razones geométricas, este tipo de aductos no
pueden ser formados por el transplatino, lo cual podria explicar la ineficacia clinica de

este isOmero.

Los complejos de platino de uso clinico se administran por via intravenosa. Una
vez que el farmaco antitumoral se encuentra en la sangre, cierta cantidad sera excretada
a través de los rifiones, provocando nefrotoxicidad, y otra parte llegara a la superficie de

las células.

La alta concentracion de cloruros en la sangre (= 100 mM) impide el intercambio
de los grupos salientes de los complejos de platino por moléculas de agua. De este
modo, el cisplatino llega a la superficie externa de las células como una molécula

neutra.

Aunque todavia no se comprende del todo el mecanismo de entrada y salida del
cisplatino en la célula, se piensa que el cis-DDP entra en la célula por difusion pasiva y
en ocasiones por transporte activo gracias a la proteina transportadora de cobre CTR1.%
En el citoplasma la baja concentracién de cloruros (= 3 mM) permite la sustitucion de
los ligandos salientes mediante la reaccion de acuacion del cisplatino, formandose las
especies activas. Posteriormente, mediante un proceso en dos etapas el complejo de
platino se enlaza a su principal diana biologica produciendo los distintos aductos Pt-
DNA (figura 1.6).**' Generalmente se acepta la idea de que estas lesiones son estables,

aunque hay datos que apoyan la reorganizacién de los aductos.*
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Citoplasma
[C1] = 3 mM

[CH=0.1M

Figura 1.6: Entrada y equilibrios de acuacion del cisplatino anteriores a su union al DNA.

Las especies mono- y diacuo del cisplatino son mas reactivas que la forma neutra.
Este hecho hace que estas especies puedan reaccionar con muchos nucledfilos
enddgenos, tales como GSH, metalotioneina, metionina y proteinas. Al entrar el
cisplatino en la célula se hace potencialmente mas vulnerable a su inactivacion

citoplasmatica por distintos componentes celulares.

El cisplatino, que consigue llegar a unirse de forma covalente con el DNA del
nucleo, produce en un primer paso aductos monofuncionales con la posicion N7 de las
purinas, originando en un segundo paso lesiones bifuncionales, principalmente de tipo
1 ,2—intracatenarias.25’33’34

La formacion de aductos Pt-DNA producird dafios en la doble hélice, tales como
inhibicion de la replicacion y transcripeion. Sin embargo, aunque el cisplatino afecta a
la replicacion del DNA, no existe una correlacion directa entre la citotoxicidad y la

inhibicién de la sintesis de DNA.*

El dafo producido en el DNA por el cisplatino activa varias rutas de sefializacion
que contienen proteinas como ATR, p53, p73 y MAPK, culminando en muerte celular
por activacion del programa de apoptosis o en la reparacion del DNA vy, por tanto, en

supervivencia celular (figura 1.7).%
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La activacion del programa de apoptosis comienza por el reconocimiento del dafio
en el DNA. Este reconocimiento puede ser llevado a cabo por 20 proteinas candidatas,
como por ejemplo hMSH2 o hMutSa, que forman parte del mecanismo de reparacion
MMR (MissMatch Repair); HMG1 y HMG2 (High Mobility Group) implicadas en la
activacion de p53; o hUBF (human Upstream Binding Factor) implicada en el inicio de
la transcripcion por la RNA polimerasa I.

N

Aunque las proteinas encargadas s

Cisplatin
del reconocimiento del dafio tienen como
DNA adducts

efecto mas conocido la transduccion de . |m e RM T
seflales a otras proteinas, su relevancia / X \,\\
bioldgica no estd limitada inicamente a
esta funcion. Un ejemplo es la proteina
HMG1, la cual potencia la citotoxicidad

debido a que actiia de escudo frente a la  y \\ --—

reparacion del aducto.”” Por otro lado, la \ . \ @+
proteina hUBF puede ser secuestrada por . L"[ ele x.

los aductos Pt-DNA impidiendo su Checkpoints = o
P 18 + DNA Rl.‘p:lil‘\/
participacion en la transcripcion. ¥ G15.G2 v

Arrest )
Cell Survival

Apoptosis

Esto implica que las proteinas
encargadas del reconocimiento del dafio

. L. . Figura 1.7: Esquema general de las vias de
en el DNA podrian iniciar uno 0 mas gefalizacion inducidas por el cisplatino. Imagen

procesos aparentemente no relacionados obtenida de Siddik, 2003
entre si, pero que culminarian en la activacion de la apoptosis o la reparacion del DNA.
Esto estd de acuerdo con el hecho de que el cisplatino produce detencion de los
procesos de replicacion y transcripcion, pero que ambos efectos no estan

necesariamente correlacionados de forma directa con la muerte celular.*®

Una de las rutas de sefializacion culmina en la activacion de los puntos de control
del ciclo celular con la parada total de dicho ciclo en la fase G,/M, tras una detencion
transitoria de la fase S.* Esta parada del ciclo celular se realiza para intentar reparar el
dafio en el DNA mediante el mecanismo de reparacion NER (Nucleotide Excision

Repair). Si finalmente no se consigue reparar el dafio la célula entrard en apoptosis.
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1.3.2. Muerte celular

El cisplatino induce dos tipos diferentes de muerte celular, necrosis y apoptosis,
dependiendo de la cantidad de dafio producido en el DNA, lo cual estd logicamente
relacionado con la cantidad de cis-DDP a la que se expone la célula.>>**!

a) La necrosis se caracteriza por un crecimiento del citoplasma que produce una
rapida pérdida de la integridad de la membrana, llegando a producir finalmente
la lisis de la célula como consecuencia de un cambio en el balance osmotico
(figura 1.8). Este tipo de muerte celular se produce a concentraciones elevadas

de cisplatino.*

b) La apoptosis, o muerte celular programada, se caracteriza por la reduccion del
volumen celular, condensacion de la cromatina y formacién de cuerpos
apoptdticos con la activacion de una endonucleasa enddgena, reconocida por
células fagociticas (figura 1.8).* La apoptosis se produce tras una exposicién a
baja concentracion de cis-DDP durante varios dias.**

ApOptOSiS Iniciacién

Los cuerpos apoptéticos son
(L:a célula encoge, condensacion de la cromatina) fagocitados sin inflamacién

La lisis nuclear y celular
La célula se rompe caysainflamacion
(La célula se hincha) derramamiento citosélico

Necrosis

Figura 1.8: Representacion esquematica de los procesos apoptotico y necrético.

A nivel molecular, la apoptosis resulta de la activacion de la familia de proteasas
especificas de aspartato denominadas caspasas (CASP). CASP8 y CASP9 son activadas
en un proceso de apoptosis temprana produciendo la posterior activacion de otras

caspasas, como la CASP3, ademas de liberar el citocromo c®
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1.3.3. Ciclo celular

El ciclo celular comprende el conjunto de procesos por los que una célula da lugar
a dos células hijas, y abarca el periodo entre dos divisiones mitoticas. Consta de cuatro
fases: G; (estado de la célula previo a la replicacion del DNA), S (tiempo durante el
cual se produce la replicacion del DNA), G, (periodo comprendido entre la replicacion
y la division celular)y M (mitosis de la célula para dar las dos células hijas). Hay células
que pueden parar su progresion hacia la division en la fase G; y permanecer asi, en
estado de reposo, durante mucho tiempo. Este estado de reposo es lo que se denomina

fase Go.1

El ciclo celular tiene gran importancia en el control del crecimiento y la
proliferacion celular. La acumulacién de alteraciones genéticas puede producir la
desregulacion del ciclo. La pérdida del control del ciclo celular puede dar lugar a células

tumorales.*°

El control del ciclo celular se produce mediante mecanismos que aseguran la
correcta transicion y realizacion de las fases del ciclo celular. Estos mecanismos son los
que se conocen como puntos de control o checkpoints (figura 1.9). Estos mecanismos

pueden ser reversibles (fosforilacion/ desfosforilacion) o irreversibles (proteolisis).

G, checkpoint

M checkpoint ;
G, checkpoint

Figura 1.9: Esquema del ciclo celular y sus puntos de control.
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Como se ha mencionado anteriormente, una de las vias de sefializacion del dafio
producido en el DNA por el cisplatino, culmina en la activacion de los puntos de control

del ciclo celular.

Los controladores bioquimicos de estos puntos de chequeo en el ciclo celular son
las CDKs (Cyclin Dependent Kinase), las cuales son activadas por la unién a diferentes
ciclinas. Los complejos CDK-ciclina son regulados por las proteinas CDIs que inhiben
directamente la actividad quinasa de estos complejos (figura 1.10).* Gracias a los
diferentes niveles de estos controladores bioquimicos, la célula puede detener su ciclo
celular en los puntos de control de forma temporal para permitir, entre otras cosas, la
activacion del programa de apoptosis frente a dafios en el DNA que no pueden ser

4
reparados.”’

CDI pls/plo p21
pl8/pl9 p27/ps7
CDK Cdk 4.6 Cdk2 Cdk2 Cdkl
CICLINA CiclinaD1/2/3 Ciclina E  Ciclina A Ciclina B

Al | G2

Punto de
restriceion

Figura 1.10: Complejos CdK-ciclina, sus inhibidores CDI y nivel de actuacion en el ciclo celular.

Una de las vias de sefializacion que produce el cisplatino culmina en la activacion
de uno de estos puntos de control, el cual induce una parada transitoria en la fase S,
seguida de la inhibicion de CdK2-ciclina A, que producird una parada mas larga en
Go/M. No es frecuente la observaciéon de muchas células en la fase Go/G; tras un

tratamiento con cisplatino debido en gran parte a que éstas quedan atrapadas en Go/M.>®

Es generalmente aceptado que la parada del ciclo celular, como consecuencia del
dafio en el DNA, es necesaria para eliminar los aductos Pt-DNA mediante el mecanismo
NER. Solamente si el dafio es importante, la célula activa la apoptosis. Estos procesos
de reparacion, activacion de los puntos de control y la apoptosis estdn colectivamente

asociados a la proteina p53.**
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1.3.4. p53: La proteina supresora de tumores

La proteina p53 es asi denominada porque codifica una proteina fosforilada con
un peso de 53 kDa y estd formada por cuatro subunidades idénticas alrededor de un
atomo de Zn. Como se menciond anteriormente, la parada del ciclo celular, la
reparacion y la apoptosis, estdn colectivamente asociadas con la proteina supresora de

tumores p53.49

pS3 es activada en respuesta a varios tipos de sefales de estrés celular para inhibir
el crecimiento de las células. Las respuestas que produce p53 incluyen parada del ciclo
celular, senescencia y apoptosis. Dependiendo de las circunstancias, también contribuye
a reparar el dafo sobre el DNA para rehabilitar a la célula y que contintie con su ciclo
normal.”® Sin embargo, en la mayoria de los casos la induccion de p53 conduce a una

inhibicion irreversible del ciclo celular por la activacion de la apoptosis.

Un ejemplo de proteinas cuya transcripcion es estimulada por p53 es la proteina
p21“", un inhibidor de CDKs (CDI), que se une a todos los complejos Cdk-ciclina de
mamiferos. Como consecuencia, las células se detienen en Go/G; (y G2/M) hasta que el
dafio del DNA es reparado y las concentraciones de p53 y p21“ disminuyen. Si el dafio

en el DNA es extenso, p53 activa la expresion de genes que conducen a apoptosis.

Las células con pérdida en la funcién de p53 son deficientes en la reparacion del
DNA mediante los mecanismos NER y BER (Base Excision Repair).”' > Ademas, estas
células sufren una pérdida en la ruta de sefializacion de dafio en el DNA a través de
dicha proteina.”> Esto implica que las células con mutaciones en p53 no retrasan su
entrada en S desde Go/G; tras un dafio leve del DNA, y no entran en apoptosis tras una

lesion mas extensa del DNA mediante la cascada de sefiales que desencadenaria p53.

El andlisis de muchos tipos de tumores ha demostrado que en mas de la mitad de
ellos p53 se encuentra mutada con la pérdida de su actividad, o incluso con la
adquisicion de nuevas funciones que contribuyen al desarrollo del tumor.”® El 95% de
las mutaciones sufridas en la proteina p53 se producen en la region central, en la

secuencia especifica de union al DNA. De hecho, la mayoria de las mutaciones en esta
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zona afecta unicamente a seis aminoacidos (figura 1.11). Por otro lado, el 80% de los

tumores resistentes al cisplatino presentan mutado el gen que codifica para p53."

b
w

248 273 282

245— | 249
Mutation rate
1.7% 95.1% 3.2%
[ Transactivation [ Sequence-specific DNA binding
[ Nuclear export signals [] Nuclear-localization signals
[ Proline rich [ Cligomerization

Figura 1.11: Estructura de p53 y mutaciones asociadas a tumores.
Imagen obtenida de Vousden ez al., 2002.%

1.3.5. Mecanismos de reparacion

La formacion y persistencia de los aductos Pt-DNA es necesaria para llegar a
inducir apoptosis. Como otros muchos mecanismos celulares, los mecanismos de
reparacion no estan en todas las lineas celulares resistentes al cis-DDP. Se ha
demostrado que células deficientes en mecanismos de reparacién son mas sensibles al
cisplatino que aquellas en las que este mecanismo es eficiente. La inactividad del
transplatino se sabe que, entre otras causas, es debida a la rdpida reparacion de sus

aductos con el DNA.

En células eucariotas, existen tres mecanismos de reparacion del DNA danado,
aunque no todos tienen la misma importancia en la reparacion o sefializacion del dafio

producido por los aductos Pt-DNA.

a) Mecanismo BER (Base Excision Repair): La reparacion se produce mediante la
ruptura del enlace N-glicosidico entre la ribosa y la base dafada. La actividad de
este mecanismo esta asociada a los puntos de control de las fases Go/G; y Go/M
a través de la proteina p53.>>°> Ademas, dependiendo de la cantidad de dafio
producido sobre el DNA, la proteina p53 activa este mecanismo u otras vias de

sefializacion.>®

20



b) Mecanismo MMR (MissMatch Repair): La reparaciéon se produce por la
sustitucion de un fragmento de DNA. La actividad de este mecanismo estd
asociada a la fase S del ciclo celular, ya que repara las bases mal apareadas entre
cadenas complementarias. El sistema de reparacion MMR detecta los aductos
Pt-DNA, a través de las proteinas hMSH2 o hMutSa., pero no puede eliminarlos.
Al no poder reparar el dafo, producido por el cis-DDP, activa las sefales de
apoptosis.’® Por tanto, la pérdida de MMR puede hacer a las células mas
resistentes al cisplatino debido a la pérdida de la via de sefializacion de la
apoptosis.”>"*

c) Mecanismo NER (Nucleotide Excision Repair): La reparacion se produce por
hidrolisis de los enlaces fosfodiéster a ambos lados de la lesion. Se elimina un
fragmento de oligonucleétido y se sintetiza nuevo DNA para rellenar el hueco
resultante.”” Es el mecanismo mas importante en la eliminacién de aductos de
platino y la posterior reparacion del DNA, por lo que es uno de los factores

implicados en la resistencia al cisplatino.*®’

1.4. Resistencia al cisplatino

Una de las razones que limitan el uso clinico del cisplatino es la resistencia que
determinados tumores presentan a esta droga. La resistencia al cisplatino puede ser
intrinseca de las células o adquirida como consecuencia de una prolongada exposicion
al compuesto. Algunos tipos de cancer presentan resistencia inherente al cisplatino y no
responden al tratamiento; otros, como el de ovario, pueden responder inicialmente al
tratamiento del cisplatino, pero con el tiempo pueden adquirir resistencia a la droga.
Debido a su importancia clinica, el mecanismo de resistencia al cisplatino ha sido objeto

de numerosos estudios.>”*°

A grandes rasgos, los mecanismos de resistencia surgen como consecuencia de
cambios intracelulares que impiden la unién del cisplatino al DNA, que interfieren en
la sefializacion del dafio para la activacion de la apoptosis, o ambos. La resistencia al
cisplatino es un fendémeno multifactorial donde varios mecanismos de resistencia se

encuentran al mismo tiempo dentro de la célula tumoral.””*'

21



Las lineas celulares exhiben diferentes mecanismos que pueden justificar la

resistencia adquirida al cisplatino. Estos mecanismos incluyen:

a)

b)

d)

Disminuciéon de la acumulacion de platino: Este efecto estd normalmente
asociado a una disminucién de la entrada de Pt en la célula y a un aumento de la
salida. Aunque los mecanismos exactos por los que ocurre este tipo de
resistencia son bastante desconocidos, se piensa que estan relacionados, en el
caso de disminucion de entrada de platino en la célula, con algunos cambios en
el proceso de difusion pasiva y la presencia de algunos transportadores como
CTR1 o canales i6nicos en la membrana, y en el aumento en la salida de platino
de la célula, por la actuaciéon de algunas proteinas exportadoras como

cMOAT 25,36,62

Niveles elevados de moléculas que contienen grupos tioles, como GSH o
metalotioneina: Una vez que dentro de la célula tienen lugar las reacciones de
acuacion del cisplatino, éste puede interaccionar con multitud de componentes
citoplasmaticos antes de alcanzar su diana farmacologica. Se acepta que la
reaccion entre el GSH y el cisplatino es un factor importante de resistencia.
Ademas, niveles elevados de GSH aumentan la reparacion del DNA y producen
un efecto inhibitorio sobre la apoptosis debido, entre otras, a un alto nivel de la

proteina anti-apoptotica Bel2.*%%

Aumento de la capacidad de reparacion para eliminar las lesiones Pt-DNA: El
mecanismo de reparacion NER es el més frecuente a la hora de eliminar los
aductos Pt-DNA, mientras que el mecanismo MMR, al intentar reparar la lesion

. J ., . 64
y no ser capaz, activa la sefializacion de apoptosis.

Mutaciones en la proteina p53: El dafo producido por el cisplatino necesita la
presencia de la proteina p53 para la activacion del programa de apoptosis. La
mutacion, y por lo tanto inactivacion, de dicha proteina produce resistencia al
cisplatino debido a que no pueden ser activadas las diferentes rutas de

sefializacion dependientes de p53.%

Inhibidores de la apoptosis: Algunos inhibidores apoptoticos, como XIAP

(proteina que facilita la inhibicion de la sefializacion de apoptosis producida por
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las caspasas), al encontrarse sobre expresados aumentan la resistencia al
cisplatino debido a que imposibilitan la funcion de las caspasas,

independientemente del dafio sobre el DNA.*

1.5. Compuestos antitumorales de platino con geometria trans

El transplatino, estereoisomero del cisplatino, muestra un efecto citotoxico in vitro
frente a células cancerigenas mucho menor que el cisplatino y no muestra actividad
anticancerigena in vivo; es decir, cuando se administra a animales portadores de
tumores, a las maximas dosis permitidas, s6lo se observan efectos téxicos y no

antitumorales.

Este hecho se ha justificado por los diferentes tipos de aductos que forma este
isdmero con el DNA, ya que es incapaz de formar aductos 1,2-intracatenarios entre
purinas adyacentes, que son las lesiones mas importantes que produce el cisplatino.®>®
Ademas, otra explicacion de la inactividad del transplatino es su alta reactividad
quimica, que podria hacer al complejo susceptible de desactivacion antes de su llegada

al DNA.%

En los afos 70, Cleare tras una serie de experimentos con complejos de Pt y Pd
postulo una serie de reglas referentes a la relacion estructura-actividad: (i) los complejos
con geometria frans son inactivos, (i) como minimo son necesarios un par de grupos
salientes en geometria cis, (iii) los complejos no deben de tener carga, (iv) los grupos
salientes deben tener suficiente fortaleza de enlace para disminuir efectos de toxicidad,
y (v) los complejos con aminas primarias son mas activos que con aminas secundarias y
éstos mas que con aminas terciarias.’”®

Sin embargo, en 1992 fueron publicados complejos de geometria trans de formula
general trans-[PtCl,(L)(L*)], L = L’ piridina, N-metilimidazol o tiazol; L = quinolina y
L’ = NH3 o RR’SO, R = metil y R” = metil o fenilbencil, que presentaban actividad

citotoxica (figura 1.12).%7!

Estos compuestos presentaron una citotoxicidad in vitro
mayor que la de los correspondientes isomeros cis y, lo que es mas importante, algunos

de estos compuestos presentaban actividad en lineas celulares resistentes al cisplatino.”'
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trans-[PtCL(NH,)(quin)] trans-[PtCl,(py),] trans-[PtCL(Tz),)

Figura 1.12: Ejemplo de primeros complejos de geometria #rans con actividad citotoxica.

En 1993, se publico el compuesto trans-[PtCly(E-iminoéter),], el cual no so6lo era

mas citotoxico que el correspondiente isémero cis, sino que por primera vez un

compuesto frans presentaba actividad antitumoral in vivo (figura 1.13).7*7

EtO  Me Me OFt
| he
u AN /Cl H /N\ /Cl
/Pt\ H /Pt\ H
Me OEt Oet Me
trans-EE trans-Z7Z

Figura 1.13: Ejemplos de complejos trans-[PtCly(iminoéter),].

Los estudios realizados para evaluar la actividad antitumoral de estos compuestos,
indican que la configuracion del ligando iminoéter juega un papel importante.”’
Estudios recientes han mostrado que la configuracion del ligando, isomeros E o Z,
modulan la actividad citotoxica tanto en complejos cis como trans.”’

Estudios bioquimicos y biofisicos de la interaccion con el DNA y el complejo
trans-EE (figura 1.13) apoyan que la unién a la doble hélice es de un modo diferente a
la del transplatino y el cisplatino, formando preferentemente aductos monofuncionales
cinéticamente estables.”® Dado que el DNA es la principal diana farmacologica de los
complejos de Pt(Il), se postula que el diferente modo de unidon con respecto al
transplatino y cisplatino, es el factor responsable de la actividad biologica. El diferente

modo de union podria activar rutas de sefalizacidn que no consigue activar el

transplatino.
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Los complejos polinucleares de Pt(II) con ligandos diamina son otro claro
ejemplo de complejos que rompen las reglas estructura-actividad. Estos complejos
polinucleares, como por ejemplo el BBR3464 (figura 1.14), han mostrado muy buena
actividad biologica. Ademas, complejos como el 1,1/c,c y 1,1/t,t (figura 1.14) presentan
una citotoxicidad interesante puesto que, y al contrario de lo que ocurria con las
especies mononucleares donde un isémero presentaba actividad antitumoral y el otro no,
ambos isomeros dinucleares son activos, diferenciandose por su actividad en células
resistentes al cisplatino. Ademas, presentan interacciones con el DNA diferentes a las

. 26,79,80
conocidas hasta el momento.””"”

_ _ 4+
Cl NH, NH,,  NH;—(CH,);—NH, NH,
/Pt\ /Pt\ /Pt\
NH{  NH;—(CH,)-—NH, NH, NH  “cl

BBR3464

2+ 2+
NH, /Cl Cl\ ,NH, Cl\ _NH, NH3\ /Cl

Pt Pt Pt Pt
/N 7N N 7N
NH{  NH;—(CH,)n—NH, NH, NH{” NH;—(CH,)n—NH, NH,

1,1/c,c 1,1/t,t

Figura 1.14: Estructura de complejos di y trinucleares de Pt.

Complejos como los isémeros cis y trans IM118 y IM334 (figura 1.15), los cuales

presentan como ligandos la ciclohexilamina y el NH3, son otro ejemplo de complejos de

Pt(I1) donde el isdmero trans presenta mayor actividad citotoxica que el isomero cis.®'

NH3\P _Cl (jl\P/NH3

t t

7 N /

QNHz cl <:>7NH2 “al
IM118 IM334

Figura 1.15: Complejos con el ligando ciclohexilamina.

En 1999, nuestro grupo de investigaciéon mostrd por primera vez que compuestos
de Pt con distintas aminas alifaticas en trans presentaban una actividad citotoxica muy

superior a la del transplatino.®*™
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Figura 1.16: Ejemplos de complejos trans de Pt(I1l) con aminas alifaticas.

Complejos como los mostrados en la figura 1.16 presentaron una elevada
actividad citotoxica en lineas celulares resistentes al cis-DDP que sobreexpresan el
oncogen ras, observandose que su actividad citotdxica estaba relacionada con la

82,83 , .
’ Ademés, el complejo trans-

capacidad  para inducir  apoptosis.
[PtCly(dimetilamina)(isopropilamina)] present6 actividad antitumoral in vivo y una
disposicion a formar enlaces intercatenarios, que podria estar relacionada con la
induccién de apoptosis por parte de este complejo.**®

Otros complejos de esta serie son el trans-[PtCl;(NH3)(1-metilpropilamina)] y
trans-[PtCl,(NH3)(2-metilbutilamina)] (figura 1.17), los cuales presentan un carbono
quiral en el ligando amina. Estos complejos son mas potentes que el cisplatino en los
pares de lineas celulares CHI/CHIcisR y A2780/A2780cisR. Ademas, estos complejos

producen aductos Pt-DNA por los que las proteinas HMG1 presentan baja afinidad.®’

Estudios de hidrolisis han revelado que estos complejos de platino sufren

facilmente reacciones redox en disolucion acuosa, que podrian estar implicadas en su

. g 88
mecanismo de accion biologica.

Cl\ /NH3 c1\ /NH3
/Pt\ /Pt\
H,N Cl HN Cl

trans-[PtCL(NH;)(1-metpra)] trans-[PtCl,(NH,)(2-metbuta)]

Figura 1.17: Estructura de los complejos trans-[PtCl,(NH;)(1-
metilpropilamina)] y trans-[PtCl,(NH;)(2-metilbutilamina)].
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Como consecuencia de lo indicado anteriormente, se acepta que los complejos de
geometria frans pueden producir distintos tipos de aductos Pt-DNA que dan lugar a
distintas distorsiones en la doble hélice, y con ello diferentes reconocimientos
intracelulares con diferentes efectos citotoxicos.*””

En los ultimos afios se ha precipitado la busqueda de nuevos complejos de
geometria frans, donde se busca principalmente superar la resistencia al cisplatino,

burlar la reparacién del DNA y activar vias de sefializacién de la apoptosis.*’

Los ligandos 4-picolina, piperazina y piperidina, se pueden encontrar en
complejos de Pt(I) en diferentes combinaciones que violan algunas de las reglas
estructura-actividad mencionadas anteriormente (figura 1.18).”"** Estos compuestos y
los complejos polinucleares mencionados anteriormente (figura 1.14) han puesto de

manifiesto que es posible encontrar complejos activos cargados positivamente.

+ _ —
B ]+ +
! { Y
Cl_ NH, Cl_ NH, Cl_ N
Py Pt Pt
AN RN AN
H)N HN HZN\)

trans-[PtCL(n-but)(pz)|*  trans-[PtCLGipr)(pz)|*  trans-[PtCl,(d-pic)(pz)]*

Figura 1.18: Ejemplos de diferentes ligandos en complejos de Pt(II) con actividad citotoxica.

El ligando piperazina: (i) presenta carga en el grupo NH; del anillo, aumentando
asi el carécter hidrofilico del complejo; (ii) es un ligando heterociclico no plano, que
puede flexionarse permitiendo mayor nimero de interacciones con el DNA; (iii) tiene

un volumen estérico suficiente como para influir sobre la cinética y la citotoxicidad.

Otros ejemplos encontrados en la bibliografia son los complejos polinucleares que
presentan el ligando intercalante N,N’-bis(aminoalquil)-1,4-diaminoantraquinona, y un
solo grupo saliente por atomo de platino (figura 1.19). Estos complejos polinucleares

han mostrado, también, muy buena actividad citotoxica y propiedades muy interesantes
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como por ejemplo, una diferente distribucion en el interior de células resistentes y no

- - . 9596
resistentes al cisplatino.™

2+

|
O HN A~ NH;—Pt—Cl
n=2PAQ2 !

NH,
n=3PAQ3
n=4PAQ4

NH

| 3
o) HN\M/NHz_Il)t_CI
! NH,

Figura 1.19: Ejemplos de diferentes complejos de Pt(Il) polinucleares con actividad citotoxica.

En los ultimos afios existe una tendencia al uso, en complejos de platino, de
ligandos con algun tipo de impedimento estérico que pueda influir en la cinética de la
reaccion de acuacion o en la interaccion con el DNA. Complejos con aminas planares
que presentan grupos hidroxilo; poliaminas que pueden quelar al &tomo de platino como
la 1,3-propanodiamina, 1,4-butanodiamina o la espermidina, usada anteriormente en

. . -, .97-99 . . .. , L. .
nuestro grupo de investigacion; incluso ligandos iminoéter ciclicos, son ejemplos de
nuevos complejos con ligandos con nitrogeno como atomo dador, que presentan

actividad citotoxica (figura 1.20).77100-102

\ \ \ =
Q Cl_ N~ OH Cl /NQ\OH - Q
OH , P{ N/

cl H,N P

cl_
/Pt\ Pt\ Pt

H;N 3 Cl =N (I N \Cl
YH9 YH11 HO@ CH1 \ / CH2

H,N

Cl
HN NS [Pl W o
P ca’ a’ >
Cl NH2 o) &/O
- )

[PtCl(espermidina),][PtCl,] trans-Ox, 4 trans-Pyr, 4

Figura 1.20: Ejemplos de nuevos de complejos de Pt(II) con actividad citotoxica.
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Como se ha mostrado anteriormente y basandose en lo que se conoce hasta el
momento, la mayoria de los ligandos amina que se buscan actualmente presentan grupos
aromaticos, sustituyentes con atomos de oxigeno, aminas ciclicas o aminas alifaticas.
Esto es debido a que se piensa que para producir efectos citotoxicos es necesario
disminuir la reactividad que presenta la geometria trans. Al introducir impedimentos
estéricos se podria disminuir la velocidad de acuacion con respecto al transplatino y, por
lo tanto, la rapida desactivacion de los complejos frans por moléculas endogenas de la
célula, como la GSH. Ademas, estos impedimentos estéricos pueden modificar la forma
de union al DNA, produciendo distintos tipos de aductos Pt-DNA. La presencia de otros
grupos en el ligando, como el hidroxilo, pueden favorecer el cardcter hidrofilico de la
molécula sin necesidad de cargar positivamente el complejo, y la formacion de enlaces

de hidrégeno que ayuden en la interaccién con la doble hélice.'”

1.6. Fosfinas como ligandos

Una de las caracteristicas fundamentales de las fosfinas terciarias (PR3) es la
presencia de un par electronico libre en el atomo de fosforo, lo cual puede hacer que se
comporten como bases. El gran tamafio y baja electronegatividad del P con respecto al
N provoca una mayor polarizabilidad y aumento de su reactividad nucleofilica en

comparacion con las aminas (NR3).

Las fosfinas terciarias son muy utilizadas como ligandos con metales de
transicion, pudiéndose encontrar en la bibliografia gran cantidad de referencias respecto
a la sintesis, caracterizacion y reactividad de complejos metéalicos con fosfinas. El
atomo de fosforo presenta orbitales 3d vacios que pueden interactuar con los orbitales d
llenos del metal actuando como un ligando aceptor-nt y, de este modo, se refuerza el

enlace o entre el metal y el 4tomo de fosforo.'**

La modificacion de los sustituyentes de la fosfina terciaria puede causar cambios
importantes en las propiedades quimicas y fisicas de sus complejos con metales de

transicion, incluyendo la distancia M-P. Aunque los efectos electronicos de los
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sustituyentes son importantes en dichas propiedades, el efecto estérico de dichos

sustituyentes es el factor dominante en la mayoria de los casos.

Tolman, en 1977, introdujo el concepto
de angulo conico, ®, como una medida del

volumen estérico (figura 1.21). Un gran

nimero de parametros, incluyendo constantes

) @

de equilibrio y desplazamientos quimicos en
RMN, han podido ser correlacionados con el

angulo conico del ligando fosfina.''%

Los efectos estéricos, también, dominan y .
Figura 1.21: Representacion esquematica del
la reactividad de muchos complejos de dangulo conico de una fosfina
fosfinas con metales.'” La presencia de varias fosfinas voluminosas en la misma esfera
de coordinacion puede facilitar la disociacion, produciendo vacantes en la esfera de

Y 1
coordinacion del metal.'”’

Otro factor implicado en la reactividad de las fosfinas es el denominado efecto
trans. El efecto trans es un principio basico de la quimica de la coordinacion, el cual se
refiere a la capacidad de un ligando de labilizar a otro ligando en posicion trans con

. . t A 108
respecto al primero en un complejo planocuadrado u octaédrico.

Respecto a los efectos bioldgicos, se pueden encontrar complejos de Au(I) con
ligandos fosfina que presentan actividad citotoxica en células tumorales.'”'"? Ademas,

complejos de Au(I) con fosfinas terciarias presentan propiedades antiartriticas.''

La actividad citotoxica de estos complejos se piensa que puede ser debida al
caracter lipofilico del ligando fosfina, el cual permite al complejo de Au(l) atravesar la
membrana plasmatica de la célula con mayor facilidad produciendo una mayor

acumulacion de complejo en la célula.

Se ha analizado la actividad antitumoral de algunos complejos de platino con
fosfinas por el NCI (National Cancer Institute) pero, en general, los complejos

analizados no presentan una actividad antitumoral importante (tabla 1.1).
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Ligando fosfina Complejo analizado por el NCI
cis-[PtCly(PPh3);]
trans-[PtCly(PPhs),]

PPh; cis-[Ptl,(PPhs),]
cis-[Pt(N3)2(PPh3)]
[Pty(PPh;3),(u-Cl),Cly]
trans-[PtCly(P"Bus),]

PBu; trans-[Pt(NOs),(P"Bus)]
[Ptz(PnBU3)2(M—C1)2C12]
PMe,Ph trans-[PtCl,(PMe;Ph);]

Tabla 1.1: Ejemplos de complejos de Pt(II) con ligandos fosfina
cuya actividad citotoxica ha sido analizada su por el NCI.''?

El complejo andlogo del cisplatino con PPhs, es decir cis-[PtCly(PPh;),] es
inactivo. Esta inactividad puede ser consecuencia del mayor efecto trans que presenta el
atomo de P en comparacion con el de N. Debido al efecto trams, el ligando
trifenilfosfina produce una salida de los cloruros en la reaccion de acuacion demasiado
rapida y, por lo tanto, la especie activa puede reaccionar pronto con biomoléculas que
contienen grupos tioles, no permitiendo que llegue a la diana farmacolédgica de interés,

el DNA.'"?

Por otro lado, si la actividad antitumoral de los complejos de Au(I) con fosfinas es
atribuida al carécter lipofilico del ligando fosfina, entonces la cinética de la reaccion de
acuacion sera un factor crucial para que estos complejos lleguen a su diana.

Algunos complejos de Cu(I), Ag(I) y Au(I) con ligandos difosfinas han mostrado

., .. . 113,114
también actividad antitumoral.”

Existen algunos ejemplos de complejos activos de platino con ligandos
aminofosfina, los cuales se piensa que pueden interactuar de forma diferente con el

DNA 115-118

Complejos de Pt(II) con fosfinas terciarias, como por ejemplo los compuestos cis-
[PtCl,(PPhs),] y trans-[PtCly(PPh;);], no mostraron actividad citotéxica. Se han
estudiado también complejos de Pt(I) con ligandos aminofosfina, como se indico

anteriormente, pero no se ha estudiado la citotoxicidad en complejos que presenten en
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torno al atomo de platino un ligando fosfina y un ligando amina. Aunque se han
encontrado en la bibliografia compuestos de platino con ligandos fosfina y amina en

119-125

geometria trans, en ningun caso se ha estudiado su posible actividad biologica.

Por ejemplo, en 1992 se publicé que el complejo trans-[PtCly(NH3)(quinolina)],
presentaba actividad citotoxica (figura 1.12).” Se cree que debido a los impedimentos
estéricos producidos por el ligando quinolina, la cinética de acuacion es mas lenta que la
del transplatino. Ademas, se ha demostrado que la presencia del ligando quinolina
produce aductos Pt-DNA diferentes a las del transplatino.®®'**!'*” Dos afios antes, se
publico la sintesis del complejo trans-[PtCly(PEt;)(quinolina)], pero nunca se ha

estudiado su posible actividad antitumoral.'*®

1.7. Planteamiento y Objetivos

En los ultimos afios se ha avanzado mucho en la comprension del mecanismo
molecular implicado en la accion antitumoral del cisplatino. Hoy se sabe que el
mecanismo implica la union del platino al DNA, produciendo un dafio reconocido por la

célula que la induce, por diferentes vias de sefializacion, a una muerte por apoptosis.

La busqueda de drogas activas frente a tumores resistentes al cisplatino requiere el
disefio de compuestos que puedan interaccionar con el DNA de forma distinta a como lo

hace el cis-DDP.

Tras quedar obsoletas lo que se denominaban reglas estructura-actividad, y
conocer la eficiencia de los complejos de geometria trans, se abre un nuevo campo de
investigacion donde el objetivo principal es el disefio de nuevos compuestos y conocer
el mecanismo de acciéon de los mismos. El establecimiento de nuevas relaciones
estructura-actividad (SAR) permitira sintetizar mejores farmacos con un efecto

citotoxico cada vez mas dirigido a células tumorales.

En el planteamiento de esta tesis se ha tenido en cuenta que los ligandos
voluminosos pueden disminuir la velocidad de acuacién de los complejos trans de

platino, que dichos ligandos podrian producir un mayor dafio o distorsion en el DNA, y
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que el caracter hidrofilico o lipofilico de dichos ligandos puede permitir una mejor

entrada del complejo de platino en la célula.

Con este planteamiento, el objetivo de esta tesis ha sido determinar la actividad
citotoxica como agentes antitumorales, de complejos de platino(Il) con geometria trans
y tratar de establecer relaciones estructura-actividad en funcion del tamafio y del

caracter hidrofilico / lipofilico de los ligandos.

Para ello se ha llevado a cabo la sintesis de complejos de platino con los ligandos
3- 0 4-hidroximetilpiridina en frans al NHs; o la isopropilamina. El ligando
hidroximetilpiridina podria dar lugar a distorsiones en el DNA, debido al volumen del
anillo aromatico. Ademas, pensamos que el grupo hidroximetilo podria aumentar la
hidrofilia del complejo y favorecer la formacion de enlaces de hidrogeno que ayuden a

la interaccién con el DNA.'®

Por otra parte, se han sintetizado complejos de Pt(II) con diferentes aminas
alifaticas en trans a la trifenilfosfina la cual, ademds de tener un gran volumen estérico,
presenta un caracter lipofilico elevado, que puede producir efectos diferentes en la

célula.

Una vez realizada la caracterizacion de los complejos mediante analisis quimico
elemental, espectroscopia IR, 'H-RMN, "“C-RMN, °*'P-RMN, 'Pt-RMN y por
difraccion de rayos-X, y determinada la citotoxicidad, se han seleccionado los
complejos mas activos en células tumorales y menos toxicos en células normales para

estudiar su interaccion con el DNA y las posibles modificaciones producidas sobre éste.

Puesto que la actividad citotdxica y la apoptosis estdn estrechamente relacionadas
con el ciclo celular se realizaron estudios de citometria de flujo para observar las
posibles alteraciones que producen los complejos seleccionados sobre el ciclo celular y

su relacion con la proteina p53, y establecer un posible mecanismo de accion.
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2.1. SINTESIS Y CARACTERIZACION

2.1.1. Materiales utilizados

Los productos de partida se han utilizado sin previa purificacion. El
tetracloroplatinato(Il) de potasio fue suministrado por Sigma-Aldrich. La trifenilfosfina,
el amoniaco, asi como, las aminas 3-hidroximetilpiridina y 4- hidroximetilpiridina;
isopropilamina; 1-metilpropilamina, racémico, R y S; 2-metilbutilamina, racémico y S

fueron suministrados por Sigma-Aldrich.

Los disolventes fueron suministrados por Merk, Panreac, BDH, Probus y Aroca.
Todos ellos se purifican por métodos estdndar y se mantienen sobre tamiz molecular de

3 04 A, dependiendo del disolvente.

Los disolventes deuterados acetona-dg, DMSO-ds, CDCl; y D,O fueron

suministrados por Merck.

2.1.2. Métodos experimentales de estudio

2.1.2.1. Andlisis quimico y puntos de fusion

Los analisis elementales de C, H, N y O se han realizado en un microanalizador

Perkin Elmer 2400 Serie II. Los puntos de fusion se midieron en un aparato

Gallenkamp.
2.1.2.2. Espectroscopia Infrarroja

Los espectros vibracionales de IR entre 4000 y 200 cm™ han sido registrados en
un espectrofotometro Perkin-Elmer 1600, Series FTIR, empleando suspensiones de

nujol en ventanas de Csl.
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2.1.2.3. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de RMN fueron registrados en un espectrofotometro Bruker AMX-
300 equipado con una sonda multinuclear inversa de 5 mm, utilizando acetona-ds,

DMSO-ds, acetonitrilo-d;, CDCl; y D,O, como disolventes, en funcion del compuesto.

La asignacion de las sefiales se realiza sobre la base de los desplazamientos
quimicos, el valor de integracion de las sefiales, su multiplicidad y el valor de las

constantes de acoplamiento espin-espin.

Los valores de los desplazamientos quimicos se dan en unidades & (ppm), y los

valores de las constantes de acoplamiento en Hz.

Las referencias de los espectros de resonancia de los nucleos 'H son:
tetrametilsilano como referencia interna, dioxano en los espectros de D,0O y los picos
residuales de los disolventes deuterados, producidos por moléculas no deuteradas, en el
caso de acetona-dg, DMSO-ds y CDCls. En el caso de los espectros de resonancia de los

, 195 )
nucleos “°Pt se usa como referencia externa K,PtCls.

2.1.2.4. Difraccion de Rayos-X

En los casos en los que se han obtenido monocristales de los complejos adecuados

para determinar su estructura por DRX, se han utilizado los siguientes equipos.

Difractometro MAR345. Los parametros de la celdilla unidad se determinan a
partir del centrado automatico de un numero de reflexiones e intervalo del angulo 6
necesario para cada compuesto, que se refina posteriormente por minimos cuadrados.
Las intensidades se miden utilizando un monocromador de grafito MoKa, utilizando un
barrido ®/26. De las reflexiones medidas, s6lo se asumen como observadas las que
cumplen la condicion 7 > 2a (/). Se corrigen los efectos Lorentz y polarizacion, asi

como la absorcion.!

Difractometro de tres circulos Bruker SMART 6000 CCD con un anodo de cobre
(Cu K4, radiacién, A = 1.54178 A) generador de rayos X MAC Science y 6ptica Gobel.?

Se realizan correcciones empiricas de absorcion con el programa SADABS gracias a la
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redundancia en la medida de las reflexiones.'” El niimero de reflexiones medidas esta
casi siempre por encima de 10.000. Los parametros de la celda unidad se obtienen por
refinamiento de reflexiones del conjunto completo de datos, los cuales se integran con el

programa SAINT para corregir los efectos de polarizacion y de Lorentz.”

El software que se utiliza para resolver y refinar la estructura es SHELXTL 6.10.°
Las estructuras se resuelven por métodos directos y cuando estos no dan una solucion
satisfactoria, se resuelven por el método de Patterson. Todos los atomos, salvo los

hidrégenos, se refinan con pardmetros de desplazamiento anisotropicos.

2.1.3. Sintesis de los complejos de partida

2.1.3.1. Sintesis de los compuestos cis de platino(1l)
2.1.3.1.1. cis-[PtCly(isopropilamina),]

cl_ NH,CH(CH,),

Pt
/N
CI” NH,CH(CH,),

N1

A una suspension de K,PtCly (560 mg, 1.43 mmol) en THF/H,O (4/2), se afiaden
4 equivalentes de NH,CH(CHs), (458 pL, 5.37 mmol). La mezcla se mantiene con
agitacion a temperatura ambiente y oscuridad durante 24 h. El producto precipitado se
separa por filtraciéon. Se lava con agua, etanol y éter etilico. Este producto, cis-
[PtCly(isopropilamina),], aparece impurificado con una pequefia cantidad del isomero

trans, que se elimina lavando repetidas veces con cloroformo.

Soélido blanco. Rendimiento 60%. Andlisis quimico calculado para C¢H;sN,Cl,Pt:
C: 18.76%, H: 4.74%, N: 7.29%. Encontrado: C: 18.63%, H: 4.79%, N: 7.40%. Datos
de IR ver tabla 2.1. Datos de RMN ver tabla 2.5.
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2.1.3.1.2. cis-[PtCI,(NH3),]

CI\P /NH

t

c” “NH
cis-DDP

3

3

La sintesis de este reactivo se lleva a cabo mediante una combinacion de las
sintesis descritas anteriormente.®’ K,PtCly (250mg, 0.60 mmol) disuelto en agua (3 mL)
se hace reaccionar con un exceso de KI (800 mg, 4.8 mmol) durante 30 min a
temperatura ambiente. A continuacion, la disolucion obtenida se hace reaccionar con 2.5
equivalentes de NH; (101.7 puL, 1.5 mmol) obteniéndose un precipitado amarillo que se
lava con agua: cis-[Ptl;(NH3)2] (272 mg, 93%). A una suspension amarilla de cis-
[PtI,(NHs3),] (200 mg, 0.41 mmol) en agua (6 mL) se le afiaden 1.95 equivalentes de
AgNOs (137.9 mg, 0.81 mmol) y la mezcla se deja reaccionar 24 horas a temperatura
ambiente y en oscuridad. Se filtra el Agl formado y, a continuacion, se afiade a la
disolucion incolora un exceso del 10%, respecto al cis-[Ptl(NH3),], de KCI (65.04 mg,
0.86 mmol). Posteriormente, al enfriar la disolucion a 0 °C se forma un precipitado

amarillo, que se lava con agua, etanol y éter etilico (100 mg, 85 %).

Soélido amarillo. Rendimiento 69 %. Andlisis quimico calculado para HgN,Cl,Pt:
H: 2.02%, N: 9.34%. Encontrado: H: 2.09%, N: 9.12%. Datos de IR ver tabla 2.1. '*°Pt-
RMN (DMSO-dg)(ppm): -2399.

2.1.3.1.3. cis-[PtCI»(PPh3),]

c1\ /PPh3
/ Pt\

Cl PPh
P1

3

La sintesis de este reactivo estd basada en el método original de Jensen, con

. . . 8
diversas modificaciones.

Una disolucion en etanol (2.5 ml) de PPhs (1.263 g, 4.82 mmol) se afiade sobre
una disolucion en agua (2.5 ml) de K,PtCly (1.0 g, 2.4 mmol) y se mantiene en agitacion

durante 24 h en la oscuridad a temperatura ambiente. El producto, un precipitado
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amarillo palido, se lava con agua, etanol y éter etilico. El sélido seco se lava con CHCls,
quedando un producto blanco (isémero cis) y una disolucion amarilla (isomero trans).
La disolucién amarilla se deja en reposo durante un par de dias y en presencia de luz
visible, observandose la formacion de mas precipitado blanco. Esta isomerizacion del
complejo amarillo frans-[PtCl,(PPhs),] al isobmero cis de color blanco es catalizada por

luz visible.’

Soélido blanco. Rendimiento 98%. Anélisis quimico calculado para C;sH3(Cl,P,Pt:
C: 54.60%, H: 3.82%. Encontrado: C: 54.05%, H: 3.73%. Datos de IR ver tabla 2.1.
Datos de RMN ver tabla 2.6.

2.1.3.2. Sintesis del trans-[Pt,Cly(u-Cl),(PPh;),]

Esta sintesis se basa en los métodos de F. R. Hartley y R. J. Goodfellow.'*!!

P Cl Cl

h3P\P/ S

t

NIPZEAN
a” i pen

D1

3

La sintesis del dimero trans-[Pt,Cly(u-Cl),(PPh;3),] (D1), se realiza por reaccion
de cis-[PtCly(PPhs),] (1,1 g, 1.4 mmol) con PtCl, (390 mg, 1.46 mmol) en naftaleno
(4.0 g, 31.2 mmol), que al calentar por encima de 87 °C, se funde y actia como
disolvente. Se mezclan ambos reactivos en un mortero que posteriormente se transfieren
a un matraz. Se refluye con agitacién a 160 °C durante 15 min. Una vez terminada la
reaccion se lava con abundante éter etilico para eliminar el naftaleno usado como
disolvente, y posteriormente se lava con CHCI; para obtener un precipitado naranja
(isdbmero ftrans) y una disolucion amarilla (isomero cis). Cuando la disolucion amarilla
se calienta cambia a naranja, con la formacién de mas precipitado del isémero trans. Por

ultimo se lava el precipitado naranja con etanol y acetona para eliminar impurezas.

Solido naranja. Rendimiento: 90%: Andlisis quimico calculado para
C36H30Cl4P,Pty: C: 40.93%, H: 2.86%. Encontrado: C: 40.96, H: 2.79. Datos de IR ver
tabla 2.2. Datos de RMN ver tabla 2.7. Difraccion de R-X ver tablas 2.19 y 2.20.
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2.1.4. Sintesis de los compuestos trans de platino(Il)

La sintesis de los compuestos trans-Pt(Il) se lleva a cabo usando la diferencia en
el efecto trans de los ligandos, fosfina, amina y haluro en los complejos de platino(II)
previos, para conseguir la sustitucion selectiva y, por tanto, el control de la

estereoquimica.

2.1.4.1. Compuestos trans-[PtCly(amina)(PPh;)]

Una vez se ha obtenido el complejo trans-[Pt,Cly(u-Cl),(PPhs),] es necesaria la
ruptura de los puentes cloro, para la obtencion los complejos de formula general trans-
[PtCly(amina)(PPhs)], con la adicion de la cantidad estequiométrica de la amina

correspondiente.

Los complejos de foérmula general trans-[PtCly(amina)(PPh;)] se sintetizan y
purifican por el método de Chatt con variaciones:'> A una suspension de 0.150 mmol de
trans-[Pt,Cly(u-Cl)2(PPhs),] en acetona, se afiaden 2 equivalentes de la amina
correspondiente. Se mantiene en agitacion durante 30 min a temperatura ambiente,
obteniéndose una disolucion amarilla. A continuacidn se elimina la acetona bajo presion
reducida y se afiade éter dietilico, donde los compuestos trans-[PtCl,(amina)(PPhs)] son
solubles, dando una disolucién amarilla. La disolucién se filtra para eliminar las
impurezas insolubles. Por tltimo, se forma un precipitado amarillo cristalino al eliminar

el disolvente a temperatura ambiente o bajo presion reducida.

trans-[PtCl,(isopropilamina)(PPhs)], P3

S6lido amarillo. Rendimiento: 90%. P.f.: 211- 212 'C. Analisis quimico calculado

para: Cp HoyNCLL,PPt: C: 42.94%, H: 4.12%, N: 2.38%. Encontrado: C: 42.90%, H:
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4.16%, N: 2.42%. Datos de IR ver tabla 2.3. Datos de RMN ver tabla 2.8 y 2.9.
Difraccion de R-X ver tablas 2.21, 2.22 y 2.23.

trans-[PtCl,(L)(PPh;3)], P4. L = I-metilpropilamina: racémico, Ry S

Ph3P\P Cl Ph3P\p Cl Ph3P\p Cl
t t t
c” NH, c” NH, c” NH,
H.,, .
5 By . H,C .,
* H,C H
racémico enantiomero puro (R) enantiomero puro (.5)
P4-Rac P4-R P4-S

Soélidos amarillos. Rendimientos: 72 % (complejo P4-Rac), 61 % (complejo P4-
R) y 50 % (complejo P4-S). P.f.: 162-164. Andlisis quimico calculado para:
CHyNCILPPt: C: 43.9%, H: 4.35%, N: 2.33%. Encontrado: C: 43.76%, H: 4.12%, N:
2.24%. [a]p™: -48,4 (complejo P4-R), [a],™: +48.4 (complejo P4-S). Datos de IR ver
tabla 2.3. Datos de RMN ver tabla 2.10, 2.11 y 2.12. Difraccion de R-X ver tablas de la
224 ala2.28.

trans-[PtCl,(L)(PPhs)], PS. L = 2-metilbutilamina: racémico y S

PhSP\p Cl PhSP\p pe
t t
Cl/ NH, Cl/ NH,
¢ kﬁ - g/\
(\s
. H  CH,
racémico enantiomero puro (5)
P5-Rac P5-§

Soélidos amarillos. Rendimientos: 70% (complejo P5-Rac) y 65% (complejo PS-
S). P.f.: 139-140 °C. Analisis quimico calculado para: C3H,sNCLPPt: C: 44.8%, H:
4.58%, N: 2.27%. Encontrado: C: 44.70%, H: 4.53%, N: 2.29%. Datos de IR ver tabla
2.3. Datos de RMN ver tabla 2.10, 2.11 y 2.12. Difraccién de R-X ver tablas de la 2.29
ala2.33.
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2.1.4.2. Compuestos trans-[PtCl,(amina)(amina’)]

La sintesis de los compuestos trans-[PtCl,(amina)(amina’)] se lleva a cabo usando
el diferente efecto trans de los ligandos amina y cloruro en los complejos de platino(II),

para conseguir la sustitucion selectiva.

trans-[PtCly(isopropilamina)(3-hidroximetilpiridina)], N2
trans-[PtCl,(isopropilamina)(4-hidroximetilpiridina)], N3

A una suspension de cis-[PtCly(isopropilamina),], N1, (150 mg, 0.39 mmol) en
agua (3 mL) se le afladen 4 equivalentes de 3-hidroximetilpiridina (170 mg, 1.56 mmol)
o 2 equivalentes de 4-hidroximetilpiridina (85 mg, 0.78 mmol). La mezcla se mantiene
con agitacion a una temperatura de 85 °C durante aproximadamente 24 horas, hasta que
la mezcla de reaccion cambia a una disolucion ligeramente amarilla. Se enfria la
disolucion a temperatura ambiente, se afade en exceso HCI concentrado (0.5 ml, ~12
equivalentes) y se mantiene de nuevo a una temperatura de 85 °C con agitacion durante
48 h. Después de este tiempo se deja enfriar a temperatura ambiente, observandose la
aparicion de cristales amarillos. Para mejorar el rendimiento la disolucidon restante se
concentra, en el rotavapor, obteniendo mas precipitado de color amarillo que se
recristaliza en CHCls y posteriormente en agua a baja temperatura. El sélido amarillo,

trans-[PtCly(isopropilamina)(L)], se lava finalmente con agua fria y éter etilico.

Yy oY

2

@4 o

N2: trans-[PtCly(isopropilamina)(3-hidroximetilpiridina)].  Sélido  amarillo.
Rendimiento: 30%. Andlisis quimico calculado para CoH;cON,CLPt: C: 24.89%, H
3.71%, N: 6.45%. Encontrado: C: 24.73%, H: 3.72%, N: 6.49. Datos de IR ver tabla 2.4.

Cl

\/
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Datos de RMN ver tabla 2.13, 2.14 y 2.15. Difraccion de R-X ver tablas 2.34, 2.35 y
2.36.

N3: trans-[PtCly(isopropilamina)(4-hidroximetilpiridina)]. Sélido  amarillo.
Rendimiento: 38%. Andlisis quimico calculado para CoH;sON,CLPt: C: 24.89%, H:
3.71%, N: 6.45%. Encontrado: C: 24.82%, H: 3.72%, N: 6.47%. Datos de IR ver tabla
2.4. Datos de RMN ver tabla 2.13, 2.14 y 2.15. Difraccion de R-X ver tablas 2.37, 2.38
y 2.39.

trans-[PtCl,(NH3)(3-hidroximetilpiridina)], N4
trans-[PtCl,(NH;)(4-hidroximetilpiridina)], N5

Una suspension de cis-DDP (150 mg, 0.498 mmol) en agua (3 ml) se trata con 4
equivalentes de 3-hidroximetilpiridina (217 mg, 1.99 mmol) o 2 equivalentes de 4-
hidroximetilpiridina (108 mg, 0.996 mmol). La mezcla se agita a 85 °C durante 48 h,
hasta tener una disolucion ligeramente amarilla. Se enfria la disolucién a temperatura
ambiente, se afade en exceso HCI concentrado (0.5 ml, ~12 equivalentes), se mantiene
a una temperatura de 85 °C con agitacion durante 48 h. A continuacion se deja enfriar la
disolucion a temperatura ambiente y se elimina el agua en el rotavapor. El precipitado
amarillo que se forma, se disuelve en EtOH y se filtra para eliminar impurezas. Una vez
eliminado el EtOH se redisuelve en agua caliente obteniendo un precipitado amarillo

cristalino después de su almacenamiento a baja temperatura. Se filtra y se seca con éter

etilico.
HSN\ /Cl NH3\ /Cl
/ Pt\ ° / Pt\ ¢
Cl Xy S Cl RS
| | 4
N4 N\ A4 N5 N\ N\_-OH
3 3 7
7
HO

N4: trans-[PtCly(NH3)(3-hidroximetilpiridina)]. Rendimiento: 34%. Analisis
quimico calculado para CsH;oON,Cl,Pt: C: 18.37%, H: 2.57%, N: 7.14%. Encontrado:
C: 18.63%, H: 2.73%, N: 7.19%. Datos de IR ver tabla 2.4. Datos de RMN ver tabla
2.16,2.17y 2.18.
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NS: trans-[PtCly(NH;3)(4-hidroximetilpiridina)]. Rendimiento: 30%. Analisis
quimico calculado para CsH;oON,Cl,Pt: C: 18.37%, H: 2.57%, N: 7.14%. Encontrado:
C: 18.81%, H: 2.06%, N: 7.25%. Datos de IR ver tabla 2.4. Datos de RMN ver tabla
2.16,2.17y 2.18.

2.1.5. Caracterizacion estructural

2.1.5.1. Espectros de Infrarrojo

Esta técnica analitica permite discernir entre la geometria cis y trans de los

complejos de Pt(II).

Segun se deduce de la teoria de grupos, un complejo de geometria planocuadrada
de formula general cis-[PtCl,L,] pertenece al grupo de simetria C», el cual presenta los
modos A; y B; activos en infrarrojo, tanto para la tension Pt-Cl como para la tension Pt-
L. De este modo, la geometria cis puede ser confirmada por la aparicion de dos bandas

de tension, asimétrica y simétrica, del enlace Pt-Cl.

Asimismo, los complejos planocuadrados de férmula general trans-[PtCl,L;]
pertenecen al grupo Dy el cual sélo presenta un modo activo en infrarrojo, tanto para la
tension Pt-Cl, como para la tension Pt-L. En este caso la confirmacion de la geometria
trans consiste en la observacion de una banda para la tension Pt-Cl y otra para la tension

Pt-L.

Las bandas Pt-N y Pt-P no son siempre :
N s PN | A [ e
faciles de ser diferenciadas del ruido o de otras ’ /
bandas de los ligandos y, por tanto, ser f(
asignadas con claridad en el espectro. Mas
significativas son las bandas que aparecen en la cis trans

zona de 350 a 270 cm™, correspondientes a las

T T
268 o 388 i

vibraciones de tension Pt-Cl que nos ayudan a

Figura 2.1: Bandas Pt-Cl para complejos cis

deducir si un complejo es de geometria cis o y trans-[PCL(PPh,),].

trans, como se muestra en la figura 2.1.
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Por lo tanto, en los compuestos descritos en el apartado 2.1.3.1. observamos los

siguientes valores de frecuencia.

Compuesto VPt-Cl VPt-L

N1 322,316 440°

cis-DDP 328, 324 -
P1 317,292 464, 445

Tabla 2.1: Frecuencias vp.c de IR (cm’l) de los
compuestos cis de partida. *: no apreciable; °: banda ancha.

En el caso del complejo trans-[Pt,Cly(u-Cl),(PPhs),], D1, (figura 2.2), es posible
asignar dos bandas v(Pt-Cl), y v(Pt-Cl),- correspondientes a la tension de vibracion Pt-
Cl puente con un ligando fosfina o un ligando CI" terminal en trans respectivamente.
Ademas, es posible ver la banda v(Pt-Cl), correspondiente a la tension de vibracion Pt-
Cl terminal.'"*"* Como se puede observar en la tabla 2.2, las frecuencias de vibracion

v(Pt-Cl), y v(Pt-Cl),» son mas bajas que la frecuencia de vibracion v(Pt-Cl)..">

Pﬂ] }) v P-Chp (j
T P/ \P v (PE-Cl)1
f\-(l’r-('uu- f CI" v e ($Cl/ \PP h,

v(Pt-Cl
v(Pt-Cl)_ ( u

SEE oml

Figura 2.2: Diferentes bandas Pt-Cl asignables a trans-[Pt,Cly(u-Cl),(PPhs),], D1.

Compuesto v(Pt-Cl), v(Pt-Cl)p>  v(Pt-Cl),
D1 260 321 355

Tabla 2.2: Frecuencias de IR (cm™) del compuesto dimero.

Los compuestos de formula general trans-[PtCly(amina)(PPh;)] presentan, como

predice la teoria de grupos y se muestra, como ejemplo, en la siguiente figura, una
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banda para la tension v(Pt-Cl), que se recoge en la tabla 2.3. Los complejos de formula
general trans-[PtCly(amina)(amina’)] al pertenecer al grupo de simetria D,;,, también

presentan una sola banda para la tension v(Pt-Cl) (tabla 2.4).

'r-’" "‘-"'.,l’ i

P3 P4

T ! T T
4y 388 4 300

Figura 2.3: Tension v(Pt-Cl) para los complejos P3 y P4.

Aunque han sido asignadas las bandas Pt-N y Pt-P, s6lo se tendran en cuenta las
bandas Pt-Cl para la asignacion de la geometria, ya que son las mas utiles para

diferenciar los isOmeros cis o trans .

Compuestos  vpe.q Vpi-p VPN
P3 344 453 428
P4 346 449 430
P5 340 453 432

Tabla 2.3: Frecuencias de IR (cm™) de los
compuestos trans-[PtCly(amina)(PPh;)] en la zona de

500-300 cm™.
Compuestos VPeCl VPeN
N2 340 444°
N3 339 443°
N4 338
N5 339 440°

Tabla 2.4: Frecuencias de IR (cm™) de los compuestos
trans-[PtCl,(amina)(amina’)] en la zona de 500-300 cm™. *:
no apreciable; *: banda ancha.
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2.1.5.2. Resonancia Magnética Nuclear

Aunque mediante esta técnica no es posible discernir si el compuesto sintetizado
es cis o trans, es una técnica imprescindible ya que con ella podemos conocer el entorno
de los distintos atomos que forman la molécula de interés. Ademas, nos muestra la

pureza del compuesto.

Si se comparan los desplazamientos quimicos de los distintos atomos en los
ligandos libres con los desplazamientos quimicos de los mismos atomos tras la
coordinacion al 4&tomo de platino, se observa que las sefiales sufren un
desapantallamiento tras la coordinacion, los nicleos resuenan a frecuencias mas altas
(campos mas bajos). Estos desplazamientos, asi como la variacioén en las constantes de

acoplamiento dependen de la distancia de los atomos con respecto al atomo de Pt.

2.1.5.2.1. Compuestos cis de partida

Cl\ /NHzCH(CHs)Z
Pt
o NH,CH(CH,), NH, CH (CH3),
N1
1 3.09 hp, 1H 1.20 d, 6H;
H-RMN 4.75 sa, 2H I e = 6.5
BC.RMN 475s 234

Tabla 2.5: '"H-RMN y “C-RMN del complejo cis-[PtCl,(isopropilamina),] (N1) en DMSO-ds.
Constantes de acoplamiento (J) en Hz. Desplazamiento quimico en ppm. sa = singlete ancho, s =
singlete, d = doblete, hp = heptuplete.

cl_ ,PPh,
Cl/])t\Pph3 HC\r10 HCeta HCpara Cipso
P1
"H-RMN 749m,12H 7.25m,12H  7.32 m, 6H
BC-RMN 114.28 s 120.85 s 117.29 s
SIP.RMN 14.81 Jpp = 3673
Sp.RMN -4720 d, Jp.p = 3684

Tabla 2.6: 'H-RMN, “C-RMN, *'P-RMN y '"’Pt-RMN del complejo cis-[PtCl,(PPhs),]
(P1) en DMSO-ds. * no se observa. Constantes de acoplamiento (J) en Hz.
Desplazamiento quimico en ppm. s = singlete; m = multiplete.
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2.1.5.2.2. trans-[Pt;Cly(u-Cl),(PPh3),]

Ph3P\ /Cl\ /Cl D1 HCorto HCmeta HCpara
PP "H-RMN 7.71m,12H  7.46m,12H  7.67m, 6H
Cl Cl  PPhy [ STp.RMN 3.60  Jpp =4100
D1 Sp-RMN -3827 d, Jpip = 4091
Tabla 2.7: '"H-RMN, *'P-RMN y 'Pt-RMN del complejo trans-[Pt,Cly(p-
Cl),(PPh;),] (D1) en acetonitrilo-d;, Constantes de acoplamiento (J) en Hz.
Desplazamiento quimico en ppm. m = multiplete, d = doblete.
2.1.5.2.3. Compuestos trans-[PtCl;(amina)(PPh;)]
Ph3P\Pt/ cl Compuesto SIP-RMN PSpt-RMN
o’ "NH, P3 11.92 Jpp = 3597 23793 d, Jpp = 3608
P3 Tabla 2.8: *'P-RMN y 'Pt-RMN del complejo P3 en acetona-dg
Constantes de acoplamiento (J) en Hz. Desplazamiento quimico en
ppm. d = doblete.
CHorto CHmeta CHpara CH CH3 NHZ Cipso

Z

= P3 7.70 m, 6H 7.44 m, 9H 3.59hp, IH 139d,6H 397sa,2H  ---

ml 3JH-H =6.5 3JH—H: 7

=

4

§ P3 135.5d, 128.6d, 131.44d, 471 s 24.5 s — 130.4 d,

& Jep=102 lep=11.1 *Jep=24 Jop =622

Tabla 2.9: "H-RMN y “C-RMN del complejo P3 en acetona-ds. Constantes de acoplamiento (J) en Hz. Desplazamiento
quimico en ppm. sa = singlete ancho; d = doblete; m = multiplete; hp = heptuplete.
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3 95
PhSP\P /Cl PhSP\P /Cl Compuesto P-RMN Pt-RMN
t t
N < P4 11.96 Jpp=3603 -3793 d, Jp.p= 3610
Cl/ NH2 Cl/ NH2 PP p-P
P5 11.96 Jpp.=3598 -3803 d, Jpp=3625
P4 B' vy P5 a k Y P-Pt 5> Jp-pt
13 o \// ﬁ N
Tabla 2.10: *'P-RMN y 'Pt-RMN de los complejos P4 y P5 en
7 acetona-ds. Constantes de acoplamiento (J) en Hz. Desplazamiento
quimico en ppm. d = doblete.
Compuesto NH, o-CH B-CH3 p’-CH; v-CHj; CH,0 CHyera  CHpura
P4 39sa,2H 336ml1H 140d3H 193y1.6m,2H 1.00 t, 3H 7.70 m 6H 7.44 m, 9H
T =6.5 Jun=15
Compuesto NH, a-CH; B-CH v-CH; v’-CH3 0-CH; CH,so CHuete CHpura
P5 39sa,2H 3.0y2.8m,2H 1.98m,1H 13yl.6m2H 1.02d,3H 095¢3H 770m6H  7.44m, 9H
T =77 Jun =74

Tabla 2.11: 'H-RMN de los complejos P4 y P5 en acetona-ds. Constantes de acoplamiento (J) en Hz. Desplazamiento quimico en ppm. sa = singlete ancho; d =
doblete; m = multiplete; t = triplete.

Compuesto a-CH B-CH3 p’-CH; v-CHj; CHipso CHyt0 CHeta CH,ura

P4 52.33s 21.32s 31.50s 1044s 130.37d,Jcp=62 135.56d,Jcp=103 128.64d,°Jcp=11 131.47d,Jcp=26
Compuesto o-CH, pB-CH y-CH, ¢-CH; &-CH; CHjps0 CH,10 CH,eta CH,ura

P5 3644s 50.52s 2742s 17.33s 11.38s 130.37d,Jcp=62 135.56d,%Jcp=103 128.64d,%Jcp=11 131.47d,Jcp=2.5

Tabla 2.12: “C-RMN de los complejos P4 y P5 en acetona-ds Constantes de acoplamiento (J) en Hz. Desplazamiento quimico en ppm. s = singlete, d = doblete.
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2.1.5.2.4. Compuestos trans-[PtCl>(amina)(amina’)

Y Y Compuesto 9Spt-RMN
HN_ C HN_ C N2 22091.7
Pt 6 Pt 6
cl’ NS al N N3 -2090.9
N2 2 | oy N3 2 | = ¢ OH Tabla 2.13: ""Pt-RMN de los complejos N2 y N3 en CDCl,
3 3 ; Desplazamiento quimico en ppm.
7
HO
Compuesto NH, CH CH; 2-CH 3-CHo3-C 4-CHo4-C 5-CH 6-CH 7-CH, -OH
N2 352sa2H 343hp IH 145d,6H goo 1y . 179dan M7 g95q 1m 472400 2081 1H
Tan=64  lun=6.4 o Tun=80 JE —go  Jun=58 “Incon=6.03 “Tncon=6.03
N3 3.48sa,2H 3.45hp, IH 1.45d,6H 8.78m,1H 7.26d, 1H . 726d,1H 8.78d,1H 4.76d,2H 2.10t, 1H
JHH—64 JHH—64 JHH_ 6.5 3JHH—6 5 3JH_H:6.5 3JH_H:6.5 3JHC_0H:6.03 3JHC_OH:6.03

Tabla 2.14: '"H-RMN de los complejos N2 y N3 en CDCl;, Constantes de acoplamiento (J) en Hz. Desplazamiento quimico en ppm. sa = singlete ancho; d = doblete; m =
multiplete; t = triplete; hp = heptuplete.

Compuesto CH CH; 2-CH 3-CHo3-C 4-CHo4-C 5-CH 6-CH 7-CH,
N2 48.99 23.99 151.70 138.48 136.49 124.91 152.20 61.57
N3 48.69 24.01 152.53 122.62 152.54 122.62 152.53 62.59

Tabla 2.15: "C-RMN de los complejos N2 y N3 en CDCl;. Desplazamiento quimico en ppm. Todas las sefiales encontradas son singletes.
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3 /
: /\Pt\ 6 >Pt\ 6 Compuesto 19Sp.RMN
X S X
cl N| cl N| ) N4 22226
N4 PN Ns 3/ OH N5 22228
7
HO 7 Tabla 2.16: '”*Pt-RMN de los complejos N4 y N5
en D,0. Desplazamiento quimico en ppm.
Compuesto NH; 2-CH 3-CHo3-C 4-CHo4-C 5-CH 6-CH 7-CH, -OH
7.42 dd, 1H
N4 3.73sa,3H  8.67s, 1H 7.88d, IH "5~ "7 8.60d,1H  4.70s,2H
3y Jun=35.8 3
Jun=78 e Jun=5.8
Jyu=7.7
N5 3.71sa,3H 8.61d,2H  7.39d,2H — 7.39d,2H  8.61d,2H 4735, 2H .2
3JH-H =6.7 3JH-H =6.7 3JH-H =6.7 3JH-H =6.7

Tabla 2.17: "H-RMN de los complejos N4 y N5 en D,O. Constantes de acoplamiento (J) en Hz. Desplazamiento quimico en ppm.

sa = singlete ancho; s = singlete d = doblete; dd = doblete de dobletes *: no se observa.

Compuesto 2-CH 3-CHo3-C 4-CHo4-C 5-CH 6-CH 7-CH,
N4 152.16 140.55 137.14 125.44 152.42 61.37
N5 153.56 123.00 155.45 122.89 153.14 62.44

Tabla 2.18: *C-RMN de los complejos N4 y NS5 en D,0. Desplazamiento quimico en ppm.
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2.1.5.3. Difraccion de Rayos-X

Compuesto D1: trans-[Pt;Cly(u-Cl)2(PPhs);]

Formula empirica
Peso molecular
Temperatura
Longitud de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Parametros de la celdilla unidad

Volumen

Z
Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamafio del cristal

Rango de 0 en la recogida de datos
Rango de h, k, 1

Reflexiones recogidas
Reflexiones independientes
Total completado de 6 = 71.39°
Correccion de absorcion

Meétodo de refinamiento

Datos / restricciones / pardmetros
Bondad del ajuste en F2

Indices R finales [I>2sigma(I)]
indices R (todos los datos)

Densidad residual mayor y menor

C36H30CL4PoPt,

1056.53

100(2) K

1.54178 A

Monoclinico

P2,/c

a=10.6485(10) A o= 90°.
b=16.9355(15) A  B=100.600(3)°.
c=12.1092(11) A y=90°.
2146.53) A’

2

2.004 Mg/m’

18.672 mm

1232

0.006 x 0.006 x 0.003 mm"
4.22°a71.39°.

_12<=h<=12, -20<=k<=20, -14<=I<=14
15057

4066 [R(int) = 0.0569]

97.2 %

Semi-empirica desde equivalentes

Minimos cuadrados en F2
4066 /0 /235

0.981

R1=0.0307, wR2 =0.0677
R1=10.0448, wR2 =0.0728

1266y -0.816 ¢.A”

Tabla 2.19: Datos experimentales y de refinamiento estructural para el compuesto D1.
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Figura 2.4: Diagrama ORTEP del compuesto trans-[Pt,Cly(u-Cl)2(PPhs),], D1.

Pt(1)-P(1) 2.2105(13)
Pt(1)-CI(2) 2.2861(11)
Pt(1)-CI(1) 2.3146(11)

Pt(1)-CI(1A#]  2.4058(12)
CI(1)-Pt(1A)#1  2.4058(12)
Pt(1)--Pt(1A) #1 3.526

Tabla 2.20: Distancias (A) y angulos (°) para el compuesto DI.

P(1)-Pt(1)-C1(2)
P(1)-Pt(1)-CI(1)
Cl(2)-Py(1)-CI(1)
P(1)-Pt(1)-CI(1A)#1
Cl(2)-Pt(1)-CI(1A)#1
CI(1)-Pt(1)-CI(1A)#1
Pt(1)-Cl(1)-Pt(1A)#1

88.52(5)
96.73(4)
174.49(5)
177.73(5)
91.45(4)
83.38(4)
96.62(4)

Transformaciones de simetria usadas para generar atomos equivalentes:

#1 -x+1,-y+2,-z.
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Compuesto P3: trans-[PtCly(isopropilamina)(PPhs)]

Formula empirica
Peso Formula
Temperatura
Longitud de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Parametros de la celdilla unidad

Volumen
Z
Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamaino del cristal

Rango de 6 en la recogida de datos
Rango de h, k, 1

Reflexiones recogidas
Reflexiones independientes

Total completado de 6 = 70.65°
Correccion de absorcion

Meétodo de refinamiento

Datos / restricciones / pardmetros
Bondad del ajuste en F2

Indices R finales [I>2sigma(I)]
Indices R (todos los datos)

Densidad residual mayor y menor

C,1H,4NCI,PPt

587.37

100(2) K

1.54178 A

Triclinico

P-1

a=9.43590(10) A o= 94.6760(10)°.
b=10.87710(10) A  B=105.9090(10)°.
c=11.80650(10) A y=112.72°.

1050.701(17) &>
2

1.857 Mg/m’

15.578 mm|
568

0.15x 0.12 x 0.08 mm’
3.98° a 70.65°.
-11<=h<=11, -13<=k<=12, -14<=I<=14
6750

3483 [R(int) = 0.0246]

86.2 %

SADABS v. 2.03

Minimos cuadrados en F2
3483/0/332

1.100

R1=0.0232, wR2 = 0.0606
R1=0.0235, wR2 = 0.0609

1.606y -1.581 e.A”

Tabla 2.21: Datos experimentales y de refinamiento estructural para el compuesto P3.

62




H19

H2B

H6
Figura 2.5: Diagrama ORTEP del compuesto trans-[PtCly(isopropilamina)(PPh;)], P3.

Pt(1)-N(1) 2.127(3) |N(1)-P(1)-P(1) 173.94(10)
Pt(1)-P(1) 2.2396(9) |N(1)-Pt(1)-Cl(1) 88.13(11)
Pi(1)-Cl(1) 2.2949(9) |P(1)-Py(1)-CI(1) 89.33(3)
Pt(1)-Cl(2) 2.2990(9) |N(1)-Pt(1)-Cl(2) 86.61(11)
P(1)-P(1)-C12) 96.30(3)
CI(1)-Pt(1)-Cl(2) 173.28(3)

Tabla 2.22: Distancias (A) y angulos (°) para el compuesto P3.

D-H..A d(D-H) d(H..A) d(D..A) <(DHA)
N(1)-H(1B)..CI2#1  0.87 267  3.4654) 152

Tabla 2.23: Enlace de hidrogeno para el compuesto P3. Transformaciones de
simetria usadas para generar atomos equivalentes: #1 -x+1, -y+2, -z+2.



Compuesto P4-Rac: trans-[PtCly(1-metilpropilamina)(PPh;)]

Formula empirica
Peso Formula
Temperatura
Longitud de onda
Sistema cristalino

Grupo espacial

Parametros de la celdilla unidad

Volumen
Z
Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamaino del cristal

Rango de 6 en la recogida de datos
Rango de h, k, 1

Reflexiones recogidas
Reflexiones independientes
Correccion de absorcion

Me¢étodo de refinamiento

Datos / restricciones / parametros
Bondad del ajuste en F2

Indices R finales [[>2sigma(I)]
Indices R (todos los datos)

Densidad residual mayor y menor

CaHasNCLPPY

601.40

293(2) K

0.71069 A

Triclinico

Pr

a=97310(10) A o= 94.08°.
b=11.0710(10) A = 106.8260(10)°.
c=12.0930(10) A y=112.17°.
1130.68(18) A’

2

1.766 Mg/m’
6.519 mm_1
584

0.1x0.1x0.2 rnm3

2.42°a24.99°.
0<h<Il,-13<k=<12,-14<I<13
5329

3170 [R(int) = 0.0216]
Semi-empirica desde equivalentes

Minimos cuadrados en F2
3170/18/286

1.084

R1=0.0425, wR2 =0.1074
R1=0.0463, wR2=0.1117

0.848 y -0.874 ¢.A”

Tabla 2.24: Datos experimentales y de refinamiento estructural para el compuesto P4-Rac.
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Figura 2.6: Diagrama ORTEP del compuesto frans-[PtCl,(1-metilpropilamina)(PPh;)], P4-Rac.

Pt(1)-N(1)  2.144(8) [N(1)-P(1)-P(1) 173.5(3)
Py(1)-P(1)  2.243(2) |N(1)-Pt(1)-Cl(1) 87.0(3)
Py(1)-CI(1)  2.295(3) | P(1)-Pt(1)-CI(1) 96.26(9)
Py(1)-CI2)  2.287(3) |N(1)-Pt(1)-Cl(2) 87.0(3)
P(1)-Pt(1)-C1(2) 90.06(9)
CI(1)-Pt(1)-Cl(2) 172.72(9)

Tabla 2.25: Distancias (A) y 4ngulos (°) para el compuesto P4-Rac.

D-H..A d(D-H)  d(H..A) d(D..A) <(DHA)
N(1)-H(1A)..CI(1)#1  0.86 2.67 3.496(9) 160

Tabla 2.26: Enlace de hidrégeno para el compuesto P4-Rac. Transformaciones de
simetria usadas para generar atomos equivalentes: #1 1-x, -y, 1-z.

65



Compuesto P4-S: trans-[PtCl,(S-1-metilpropilamina)(PPh;)]

Formula empirica
Peso Formula
Temperatura
Longitud de onda
Sistema cristalino

Grupo espacial

Parametros de la celdilla unidad

Volumen

V4

Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamafo del cristal

Rango de 0 en la recogida de datos
Rango de h, k, 1

Reflexiones recogidas
Reflexiones independientes
Correccidn de absorcion

Meétodo de refinamiento

Datos / restricciones / pardmetros
Bondad del ajuste en F2

Indices R finales [I>2sigma(I)]
indices R (todos los datos)

Densidad residual mayor y menor

Ca,HosNCL,PPt

601.40

293(2) K

0.71069 A

Monoclinico

P2,

a=92170(10) A o= 90°.
b=13.7940(10) A  B=95.107(10)°.
c=17.8690(10) A  y=90°.
2262.8(3) A’

4

1.765 Mg/m’

6.515 mm_1

1168

0.1x0.1x0.2 rnm3

2.40°a25.01 °.
0<h<10,0<k<1l6,-21<[<21
16358

3747 [R(int) = 0.0385]
Semi-empirica desde equivalentes
Minimos cuadrados en F2

3747/ 1/487

1.083

R1=0.0300, wR2 = 0.0645
R1=0.0344, wR2 = 0.0676

0.601y-0.676 ¢.A”

Tabla 2.27: Datos experimentales y de refinamiento estructural para el compuesto P4-S.
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Figura 2.7: Diagrama ORTEP del compuesto trans-[PtCl,(S-1-metilpropilamina)(PPh;)], P4-S.

Pt(1)-N(1)
Pt(1)-P(1)
Pt(1)-CI(1)
Pt(1)-Cl(2)
N(1)-Pt(1)-P(1)
N(1)-Pt(1)-Cl(1)
P(1)-Pt(1)-CI(1)
N(1)-Pt(1)-C1(2)
P(1)-Pt(1)-CI(2)

2.096 (11)
2.261 (3)
2.287 (3)
2.291 (3)
177.3 (3)
87.8 (3)
94.35 (11)
87.3(3)
90.55 (11)

CI(1)-Pt(1)-C1(2) 174.62 (13)

Pt(2)-N(2)
Pt(2)-P(2)
Pt(2)-CI(3)
Pt(2)-Cl(4)
N(Q2)-Pt(2)-P(2)
N(2)-Pt(2)-C1(3)
P(2)-Pt(2)-CI(3)
N(2)-Pt(2)-Cl(4)
P(2)-Pt(2)-Cl(4)
CI(3)-Pt(2)-Cl(4)

2.180 (12
2211 (3)
2.312 (3)
2.294 (3)
174.7 (4)
84.5 (4)
99.18 (12)
85.5 (4)
90.72 (13)
169.99 (14)

Tabla 2.28: Distancias (A) y angulos (°) para el compuesto P4-S.
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Compuesto P5-Rac: trans-[PtCly(2-metilbutilamina)(PPh;)]

Formula empirica
Peso Formula
Temperatura
Longitud de onda
Sistema cristalino

Grupo espacial

Parametros de la celdilla unidad

Volumen
Z
Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamaino del cristal

Rango de 6 en la recogida de datos
Rango de h, k, 1

Reflexiones recogidas
Reflexiones independientes
Total completado de 6 = 29.96°
Correccion de absorcion

Meétodo de refinamiento

Datos / restricciones / parametros
Bondad del ajuste en F

Indices R finales [I>2sigma(l)]
indices R (todos los datos)

Densidad residual mayor y menor

Ca3H2sNCLPPt

615.42

293(2) K

0.71069 A

Ortorrombico

Pbn2,

a=991803)A a=90°.
b=125.172(6) A B=90°.
c=139.027(6) A ¥ =90°.
9743(4) A’

16

1.678 Mg/m’

6.054 mm_1
4800

0.1x0.1x0.2 rnm3

2.09° a 29.96°.
0<h<l13,0<k<35-6<1<54
15487

14315 [R(int) = 0.0280]

99.9 %

Semi-empirica desde equivalentes
Minimos cuadrados en F2
14315/ 83/865

0.748

R1=0.0382, wR2 = 0.0500
R1=0.0967, wR2 =0.0910

0.792 y -0.459 ¢. A~

Tabla 2.29: Datos experimentales y de refinamiento estructural para el compuesto PS-Rac.
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Figura 2.8: Diagrama ORTEP del compuesto trans-[PtCly(2-metilbutilamina)(PPhs)], P5.

Ptl Pt2
P(1)-N(1) 2.167(2) |Pt2)-N(2) 2.161(2)
Pi(1)-P(1) 2.249(6) | Pt(2)-P(2) 2.233(5)
Pt(1)-CI(11) 2.316(6) | Pt(2)-Cl(21) 2.306(6)
P(1)-C1(12) 2.272(6) | Pt(1)-Cl1(22) 2.295(8)
N(1)-Pt(1)-P(1) 176.6(5) | N(2)-Pt(2)-P(2) 177.7(6)

N()-P(1)-CI(11)  86.6(5)  |N(2)-Pt(2)-Cl21)  85.8(6)
P(1)-Pt(1)-CI(11)  90.2(6)  |P(2)-Pt2)-CI(21)  92.6(2)
N()-Py(1)-CI(12)  87.1(5)  |N(2)-Pt(2)-Cl(22)  86.5 (6)
P(1)-Pt(1)-Cl(12)  96.1(2)  |P(2)-Pt(2)-CI(22)  95.0(2)
CI(11)-Pt(1)-CI(12) 173.5(2) |CI(21)-Pt(2)-Cl(22) 172.2(6)

Pt3 Ptd
Pt(3)-N(3) 2.167(2)  |Pt(4)-N(4) 2.150(2)
Pt(3)-P(3) 2.246(6) | Py(4)-P(4) 2.225(5)
Pt(3)-CI(31) 2.326(6) | P(4)-Cl(41) 2.315(6)
Pt(3)-C1(32) 2295(7) | Py(4)-Cl(42) 2.301(6)
N(3)-Pt(3)-P(3) 174.7(5) | N(4)-Pt(4)-P(4) 178.4(5)

NQG)-Pt(3)-CI(31)  83.1(5)  |N(4)-Pt(4)-Cl(41)  88.1(5)
P(3)-Pt3)-CI31)  91.6(2)  |P(4)-Pt(4)-Cl(41)  90.9(2)
NQG)-Pt(3)-CI(32)  90.0(5) |N(4)-Pt(4)-Cl(42)  85.8(5)
P(3)-Pt(3)-CI(32)  952(2)  |P(4)-Pt(4)-Cl(42)  95.2(2)
CI31)-Pt(3)-CI(32) 173.3(2) | Cl(41)-Pt(4)-Cl(42) 174.02)

Tabla 2.30: Distancias (A) y angulos (°) para el compuesto P5-Rac.



Compuesto P5-S: trans-[PtCl,(S-2-metilbutilamina)(PPh;)]

Formula empirica
Peso Formula
Temperatura
Longitud de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Parametros de la celdilla unidad

Volumen

V4

Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamafo del cristal

Rango de 0 en la recogida de datos
Rango de h, k, 1

Reflexiones recogidas
Reflexiones independientes
Total completado de 6 = 66.43°
Correccion de absorcion

Me¢étodo de refinamiento

Datos / restricciones / pardmetros
Bondad del ajuste en F2

Indices R finales [[>2sigma(I)]
Indices R (todos los datos)

Densidad residual mayor y menor

C,3HsNCLPPt

615.42

100(2) K

1.54178 A

Monoclinico

P2,

a=9.46800(10) A o= 90°.
b=24.84193) A B=91.3400(10)°.
c=9.85810(10) A y=90°.

2318.02(4) A’
4

1.763 Mg/m’

14.153 mm|
1200

0.10 x 0.06 x 0.04 mm’
3.56° a 66.43°.
-10<=h<=11, -29<=k<=28, -11<=I<=11
11075

6119 [R(int) = 0.0383]

94.9 %

SADABS v. 2.03

Minimos cuadrados en F2
6119/1/509

1.047

R1=0.0612, wR2 =0.1522
R1=0.0627, wR2 =0.1539

5.674y -2.578 ¢.A-

Tabla 2.31: Datos experimentales y de refinamiento estructural para el compuesto P5-S.
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Figura 2.9: Diagrama ORTEP del compuesto trans-[PtCly(S-2-metilbutilamina)(PPhs)], P5-S.

Pt(1)-N(1) 2.116(12)  |Pt(2)-N(2) 2.104(12)
Pt(1)-P(1) 2.2393)  |Pt2)-PQ2) 2.229(4)
Pt(1)-CI(1) 2.292(3)  |Pt2)-CI(3) 2.300(4)
Pt(1)-Cl(2) 2.303(3)  |Pt2)-Cl(4) 2.293(3)
N(D)-Pt(1)-P(1)  177.2(4)  |[NQ)-P2)-P2)  175.5(3)
N(1)-Pt(1)-CI(1)  88.1(3) N(2)-Pt(2)-CI(3)  87.1(4)
P(1)-P(1)-CI(1) 93.49(13) |P(2)-Pt2)-CI(3)  93.07(14)
N(1)-Py(1)-C1(2)  85.9(3) NQ)-Pt(2)-Cl(4)  86.2(4)
P(1)-P(1)-CI(2) 92.75(13) |P(2)-Pt(2)-Cl(4)  94.15(14)
CI(1)-Pt(1)-Cl(2) 172.68(13) |CI(3)-Pt(2)-Cl(4)  170.44(13)

Tabla 2.32: Distancias (A) y angulos (°) para el compuesto P5-S.

D-H..A d(D-H) d(H..A) d(D..A) <(DHA)
N(1)-H(1B)..CIG)#1  0.92 237 3.200(13)  149.7
N(2)-H(2B)...CI(2) 0.92 239 3.263(12)  159.0

Tabla 2.33: Enlaces de hidrogeno para el compuesto P5-S. Transformaciones
de simetria usadas para generar atomos equivalentes: #1 x, y, z-1.
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Compuesto N2: trans-[PtCly(isopropilamina)(3-hidroximetilpiridina)]

Formula empirica
Peso Formula
Temperatura
Longitud de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Parametros de la celdilla unidad

Volumen
Z
Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamaino del cristal

Rango de 6 en la recogida de datos
Rango de h, k, 1

Reflexiones recogidas
Reflexiones independientes

Total completado de 6 = 70.13°
Correccion de absorcion

Meétodo de refinamiento

Datos / restricciones / pardmetros
Bondad del ajuste en F2

Indices R finales [I>2sigma(I)]
Indices R (todos los datos)

Densidad residual mayor y menor

CoH;40N,Cl,Pt

434.23

296(2) K

1.54178 A

Triclinico

P-1

a=7.07610(10) A o= 78.0880(10)°.
b=28.46530(10) A B=76.2620(10)°.
c=12.03260(10) A vy =74.9680(10)°.

668.086(14) A’
2

2.159 Mg/m’

23.156 mm’
408

0.12 x 0.03 x 0.02 mm’
3.83°a70.13°.

-7<=h<=8, -8<=k<=9, -14<=I<=14
4292

2227 [R(int) = 0.0415]

87.3 %

SADABS v. 2.03

Minimos cuadrados en F2
2227/0/179

1.058

R1=0.0257, wR2 = 0.0653
R1=0.0264, wR2 = 0.0659

2.043y-0.723 ¢ A”

Tabla 2.34: Datos experimentales y de refinamiento estructural para el compuesto N2.
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Figura 2.10: Diagrama ORTEP del compuesto trans-[PtCl,(isopropilamina)(3-hidroximetilpiridina)], N2.

Pt(1)-N(1)
Pt(1)-N(2)
Pt(1)-CI(1)
Pt(1)-C1(2)

2.027(5)
2.067(5)

2.3044(13)
2.2936(13)

N(1)-Pt(1)-N(2)  178.63(15)
N(1)-Pt(1)-CI(1) 89.76(13)
N(2)-Pt(1)-CI(1) 89.88(15)
N(1)-Pt(1)-CI(2)  90.05(13)
N(2)-Pt(1)-CI(2) 90.31(15)
CI(1)-Pt(1)-CI(2) 179.75(4)

Tabla 2.35: Distancias (A) y angulos (°) para el compuesto N2.

D-H..A
O(1)-H(1A)...CI(1)#1
N(Q2)-H(Q2A)...Cl2)#2
N(2)-H(2B)...O0(1)#3

d(D-H)
0.73
0.82
0.97

d(H...A)
2.56
2.72
2.05

d(D..A) <(DHA)
3.241(5) 157
3.521(5) 164
2.996(7) 165

Tabla 2.36: Enlaces de hidrogeno para el compuesto N2. Transformaciones de
simetria usadas para generar atomos equivalentes: #1 -x+1, -y+1, -z+2  #2 -x, -y+1,

-z+1l  #3 -x, -y+1, -z+2.
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Compuesto N3: trans-[PtCly(isopropilamina)(4-hidroximetilpiridina)]

Formula empirica
Peso Formula
Temperatura
Longitud de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Parametros de la celdilla unidad

Volumen
Z
Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F(000)

Tamaino del cristal

Rango de 6 en la recogida de datos
Rango de h, k, 1

Reflexiones recogidas
Reflexiones independientes

Total completado de 6 = 70.53°
Correccion de absorcion

Meétodo de refinamiento

Datos / restricciones / pardmetros
Bondad del ajuste en F2

Indices R finales [I>2sigma(I)]
Indices R (todos los datos)

Densidad residual mayor y menor

CoHs0ON,Cl,Pt

434.23

296(2) K

1.54178 A

Monoclinico

P2i/n

a=7.8879(2) A a=90°.
b=9.8851(2) A B=98.321(2)°.
c=17.54425)A  y=90°.

1353.57(6) A’
4

2.131 Mg/m’

22.858 mm’
816

0.11 x 0.09 x 0.05 mm’
5.10° a 70.53°.

-8<=h<=9, -11<=k<=12, -21<=1<=20
8301

2442 [R(int) = 0.0349]

94.1 %

SADABS v. 2.03

Minimos cuadrados en F2
2442 /0/ 140

1.191

R1=0.0354, wR2 =0.0879
R1=0.0376, wR2 = 0.0891

1342y-1.043 A’

Tabla 2.37: Datos experimentales y de refinamiento estructural para el compuesto N3.
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01

H1B

Cl2

Figura 2.11: Diagrama ORTEP del compuesto trans-[PtCl,(isopropilamina)(4-hidroximetilpiridina)], N3.

P(1)-N(1)  2.025(6)
Pt(1)-N@2)  2.058(7)
Py(1)-CI(1)  2.2958(19)
Py(1)-Cl(2)  2.301(2)

N(1)-Pt(1)-N(2) 176.0(3)
N(1)-Pt(1)-CI(1) 89.79(17)
N(2)-Pt(1)-Cl(1) 92.7(2)
N(1)-P(1)-C1(2) 91.01(18)
N(2)-Pt(1)-C1(2) 86.6(2)
CI(1)-Pt(1)-C1(2) 178.66(8)

Tabla 2.38: Distancias (A) y angulos (°) para el compuesto N3.

D-H..A d(D-H)
O(1)-H(1)..CIQ#1  0.82
N(2)-H2B)..CI(1)#2  0.90

d(H..A) d(D..A) <(DHA)

2.41 3.223(9)
2.51 3.393(7)

173.7
165.5

Tabla 2.39: Enlaces de hidrogeno para el compuesto N3. Transformaciones de simetria
usadas para generar atomos equivalentes: #1 -x+1, -y+1, -z+2  #2 -x, -y, -z+2.
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2.2. ESTUDIOS BIOQUIMICOS

La mayor parte de los estudios de citotoxicidad, asi como los ensayos de
citometria de flujo y microscopia confocal fueron llevados a cabo durante mi estancia
de tres meses en el Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas en el grupo de

investigacion del Prof. Amancio Carnero.
2.2.1. Materiales utilizados

Los medios de cultivo, PBS, FCS y tripsina utilizados en los ensayos de
citotoxicidad fueron suministrados por Sigma-Aldrich. Los disolventes y los tampones

fueron suministrados por Sigma-Aldrich, Merk, Panreac, BDH.

Cisplatino, transplatino, glutation y DMS utilizados en los ensayos bioquimicos,
fueron suministrados por Sigma-Aldrich. [PtCl(dien)]Cl fue suministrado por el Prof. G.
Natile. Las disoluciones stock de los complejos de platino a la concentracion de 0.5 mM

en 10 mM de NaClO4 fueron preparadas en la oscuridad a 25 °C.

CT-DNA (42% GpC, con una masa molecular aproximada de 20.000 kDa), fue
preparado y caracterizado como se ha descrito previamente.'® Los plasmidos pSP73
(2464 bp) y pUCI19 (2686 bp) fueron suministrados por Promega y fueron aislados
acorde con el procedimiento estandar.'” Endonucleasas de restriccion y kinasa
polinucledtido fueron adquiridas de New England Biolabs. El fragmento Klenow de la
enzima DNA polimerasa I se obtuvo de Boehringer-Mannheim Biochemica.
Acrilamida, agarosa, bis(acrilamida), EtBr, urea, tiourea y NaCN fueron suministrados
por Merck KgaA. Los productos radiactivos [y-*PJATP y [a->’P]ATP fueron de

Amersham.
Los reactivos utilizados en la técnica de microscopia confocal son los siguientes:

Anticuerpos Primarios y faloidina:

e Anti-B-actina monoclonal de raton (Sigma).
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e Anti-y-tubulina monoclonal de ratén (Sigma).

e Anti-a-tubulina monoclonal de rata. Suministrado por gentileza del Dr.

Guillermo de Carcer.

e Faloidina. No es un anticuerpo. Es un compuesto fluorescente
(isotiocianato de tetrametil-rodamina) que permite la visualizacion del
citoesqueleto de actina en las células fijadas. Suministrado por gentileza de

Diego Megias.

Anticuerpos Secundarios y DAPI:

e IgG Anti-raton 488 (Alexa Fluor).

o IgG Anti-rata 594 (Alexa Fluor). Suministrado por gentileza del Dr.

Guillermo de Carcer.
e DAPI (Sigma) No es un anticuerpo. Es un compuesto fluorescente (4',6-

Diamidino-2-fenilindol) que permite visualizar el DNA debido a que se

une de forma estequiométrica a la doble hélice.

2.2.2. Metodos experimentales de estudio

2.2.2.1. Lineas celulares y evaluacion de la citotoxicidad

Se han utilizado una gran variedad de lineas celulares, tumorales y no tumorales,
para poder tener una vision mas amplia de la capacidad citotoxica de los complejos
trans de platino que componen esta tesis. Las distintas caracteristicas y origenes de las

lineas celulares utilizadas las describimos brevemente en la siguiente tabla:
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Linea celular

Caracteristicas

IMR90 Fibroblastos primarios de pulmén humano no transformados.

CH1 Carcinoma de ovario humano

CHlcisR Linea celular CHI pero con resistencia adquirida al cisplatino, debida
principalmente a un aumento en la reparacion-tolerancia de los aductos
Pt-DNA.

A2780 Carcinoma de ovario

A2780cisR Linea celular A2780 pero con resistencia adquirida, debida a la
combinacion de una disminucién en la acumulacion de Pt, aumento en
la reparacion-tolerancia de los aductos Pt-DNA y elevados niveles de
GSH.

NCI-H460 Carcinoma de pulmén (NSCLC)

MCF-7 Carcinoma de mama

SF268 Glioblastoma (cerebro)

HCT 116 Carcinoma de colon. Lineas celulares isogénicas: p53 +/+ o -/-

CNIO-BC wt  Linea primaria humana. Tumor de nervio periférico. p53 +/+

CNIO-CE wt  Linea primaria humana. Rabdomiosarcoma. p53 +/+

CNIO-BP mut Linea primaria humana. Osteosarcoma. p53 -/-

CNIO-BI mut Linea primaria humana. Gist. p53 -/-

CNIO-AX mut Linea primaria humana. Liposarcoma. p53 -/-

SW872 Liposarcoma humano. p53 -/-.

Tabla 2.40: Lineas celulares utilizadas.

Se han llevado a cabo dos protocolos diferentes en las distintas lineas celulares

utilizadas para poder realizar una mejor seleccion de los complejos.

Uno de los protocolos utilizado es el basado en el compuesto de tetrazolio MTT

(bromuro de 3-[4,5-dimetildiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio), el cual se reduce en

presencia de las células vivas debido a la respiracion oxidativa de la célula en las

mitocondrias, dando lugar a una sal de formazan soluble en DMSO que se mide

colorimétricamente.'® Normalmente, complejos que por el protocolo de MTT no

muestran efectos bioldgicos a 24 horas, se consideran no citotoxicos.
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Las células se plaquean en placas estériles de 96 pocillos, a una densidad de 10*
células/pocillo en 100 uL de medio y se incuban 24 horas a 37 °C en un incubador con

95% de aire y 5% de CO..

A continuaciéon se anaden los compuestos de manera que la concentracion final
esté comprendida de 5 y 100 uM, en un volumen de 200 pL de medio/pocillo. 24 h
después se anaden 50 pL de una disolucion recién preparada de MTT en medio de
cultivo (1/5). La concentracion final de MTT/pocillo debe ser de 1 mg/mL. Las placas

se incuban durante 5 horas a 37 °C.

La cantidad de células supervivientes se evalia midiendo la absorbancia a 520
nm, usando un Whittaker Microplate Reader 2001. Los valores de ICsy se calculan a
partir de graficas de células supervivientes (%) frente a concentracion de compuesto.

Todos los experimentos se realizan por cuadruplicado.

El protocolo utilizado por nosotros en la mayoria de los ensayos de citotoxicidad
es una adaptacion del protocolo por cristal violeta usado en el NCI, cuantificindose

colorimétricamente la presencia de células viables.

Las células que se encuentran creciendo en una placa, se recogen justo antes de
hacerse confluyentes. Se cuentan usando un hemocitémetro y se diluyen con medio de
cultivo para ajustar la concentracion celular al nimero requerido de células por cada
200 pL. Las células se siembran en placas de 96 pocillos, donde se ensayan los
compuestos, a una densidad dependiendo del tamafio celular entre 10° y 4-10°
células/pocillo. Las células se crecen 24 horas a 37 °C en un incubador con 95% de aire

y 5% de CO.

Los compuestos se disuelven en DMSO o PBS, dependiendo de su solubilidad y
estabilidad en estos disolventes, a una concentracion de 10 mM o 5 mM. De aqui se
prepara una placa madre con disoluciones en serie de hasta 200 veces la concentracion
final en el cultivo. En el caso de disolverse en DMSO, la concentracion final de éste en
el medio de cultivo celular no debe exceder del 0.5%, debido a que comenzaria a ser

toxico para las células.
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Un volumen adecuado de la disolucion del compuesto (generalmente 1-2ul) se
anade automaticamente (Beckman FX 96 tip) al medio hasta alcanzar la concentracion

final para cada droga. Cada concentracion se hace por triplicado.

Una serie de pocillos control se deja en cada placa conteniendo medio con la
misma concentracion de DMSO o PBS pero sin droga. Una segunda serie de pocillos
control se deja con células no tratadas justo antes de la adicion de las drogas (control de

siembra, nimero de células con las que se empieza el cultivo).

Tras una exposicion a la droga durante el tiempo deseado, dependiendo del
experimento, las células se lavan dos veces con un tampoén salino fosfato antes de ser
fijadas con 10% de glutaraldehido. Las células fijadas se lavan dos veces mas y se tifien
con cristal violeta 0.5% durante 30 min. Después se lavan exhaustivamente las placas y
se mide la absorbancia a 595 nm en un aparato Biorad Model 550 Microplate Reader.
Los datos obtenidos de absorbancia son analizados mediante el programa GraphPad

Prism 4.00 para obtener el valor de ICsg (figura 2.12).

= is-DDP SF268 72 h = L NaMeETash
= 1001 o Z o3 » N2 MCF-748h
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o, =%
= 2
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v T T T T T 1 3 T T 1 1 1 1

3 2 1 0 1 2 3 -3 -2 -1 0 1 2 3
Log[Drogal Log[Droga]

Figura 2.12: Ejemplo de datos analizados.
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CH1 CH1cisR A2780 A2780cisR
HN_
N2 c«"‘\N‘ N 23.4 15.8 12.4 75
HO
N3 "R 20.1 15.9 11.6 8.4
‘ = OH
H,N_ /Cl
N4 A >100 >100 >100 >100
HO
NH,_ CI
Pt
N5 o S >100 >100 >100 >100
= OH
Cl\ /NH3
cis-DDP P 6 23 2.2 38
Cl NH,

Tabla 2.41: Valores de ICsy (LM) a 24 h mediante el protocolo de MTT. Desviacion estandar <+ 0.5.




IMR90 CH1 CHlcisR A2780 A2780cisR
N2 c./*"\N‘ N 10.8 47 5.4 9.4 8.3
HO
N3 C - 8.5 55 49 14.4 9.6
‘ = OH
Cl\ /NH3
cis-DDP P 2.1 18 0.5 13.6
Cl NH

Tabla 2.42: Valores de ICso (uM) a 96 h mediante el protocolo de Cristal Violeta. Desviacion estandar <=+ 0.5. *: no determinado.
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NCI-H460 MCF-7 SF268
24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h 24 h 48 h 72 h 96 h
}:1( Ke
N2 cn/“‘N‘ N 46.6 22.8 13.8 10.9 18.4 13.3 6.9 10.0 76.9 14.2 6.4 4.0
%
HO
N3 - 448 | 21.6 | 139 9.8 184 | 16.2 7.0 7.5 743 | 28.6 5.4 3.8
‘ = OH
Cl\ /NH3
cis-DDP CI/P‘\NH 7.3 2.0 1.1 4.2 68.1 54.4 14.7 5.6 26.8 3.0 1.3 1.0

Tabla 2.43: Valores de ICs, (uM) a diferentes tiempos mediante el protocolo de Cristal Violeta. Desviacion estandar <=+ 1.



IMR90 CH1 CHlcisR A2780 A2780cisR
php  Cl
P
P3 o’ NH, 6.3 15 1.0 7.6 7.9
Ph3P\ /C1
Pt
P4-Rac o N, 0.2 2.9 1.8 0.3 0.2
PhSP\ /Cl
Pt
P5-Rac a’ N, 1.8 2.8 1.8 2.4 25
Cl NH,
cis-DDP P 2.1 18 0.5 13.6
Cl NH,

Tabla 2.44: Valores de ICso (uM) a 96 h mediante el protocolo de Cristal Violeta. Desviacion estandar <=+ 0.5. *: no determinado.
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NCI-H460 MCF-7 SF268
Ph3P\ /Cl
Pt
P3 o’ NH, 2.8 1.2 1.5
PhSP\ /Cl
Pt
P4-Rac o’ NH, 42 1.8 1.1
Ph,P_ Cl
Pt
P4-R o, N, 3.7 1.7 0.5
o
Ph3P\ /Cl
Pe
P4-S o, 3.1 1.4 1.3
H
PhSP\ /Cl
Pt
P5-Rac a’ NCA 738 27 1.7
Ph,p_ Cl
Pe
P5-S o 6.1 2.3 1.4
H //’CHJ
a, NH,
cis-DDP Pt 4.2 5.6 1.1
Cl NH,

Tabla 2.45: Valores de ICsy (uM) a 96 h mediante el protocolo de Cristal Violeta. Desviacion estandar <+ 1.




HCT116 p53 +/+ HCT116 p53 -/-
}:1(/0
N2 o SN 7.4 2.7
‘ 7
HO
N3 TN 5.8 4.9
‘ = OH
c]\ /NH3
cis-DDP Pt 8.4 57.2
Cl NH,

Tabla 2.46: Valores de ICso (uM) a 96 h mediante el protocolo de Cristal Violeta. Desviacion estandar <+ 0.5.




CNIO-BC wt | CNIO-CE wt | CNIO-BP mut | CNIO-BI mut | CNIO-AX mut SW872

N2 a’ NN > 400 30.1 14.1 15 16.0 6.6

N3 TN 12.0 75.0 7.0 12.1 16.0 6.7
‘ = OH
Cl\ /NHS
cis-DDP P 2.8 19.0 1.6 2.9 52 > 300
CI'  NH

Tabla 2.47: Valores de ICso (uM) a 96 h mediante el protocolo de Cristal Violeta. Desviacion estandar <=+ 1.
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2.2.2.2. Citometria de Flujo

Como se menciond en la introduccién, el dano producido en el DNA por los
complejos de platino culmina en la activacion de los puntos de control del ciclo celular.
Esta activacion da lugar a parada del ciclo en distintos estadios, a partir de los cuales se

podra reparar el daio en el DNA o conducir a la célula a apoptosis.

Mediante la técnica de citometria de flujo es posible contar y diferenciar las
células que se encuentran en las distintas fases del ciclo celular, asi como las que han
entrado en apoptosis.'”* Las distintas fases del ciclo se pueden diferenciar debido a las
distintas cantidades de DNA que presentan las diferentes poblaciones de células en cada

fase (figura 2. 13).21%

Fase G/G,: cantidad ?n de DNA. La célunla

4 estd preparindose para comenzar d dclo.
& \
R

Fase §: sintesis de DNA desde?n a4n

1 [ \ Fase G,/M: cantidad 4n de DNA.
Apoptosis: La célula comienza la mitosis
Fragmentacién
del DNA

400
(FL2-A)

Figura 2.13: Histograma de citometro de flujo para células normales.

El andlisis de los datos de ICsy de los complejos N2, N3, en las lineas celulares
HCT116 p53 +/+ y p53 -/- nos motivo al estudio de los cambios en el ciclo celular que
producen estos complejos en estas dos lineas celulares isogénicas. La discusion y

comparacion de resultados sera realizada en el apartado de Discusion.
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Para realizar el analisis del ciclo celular se utilizé un protocolo mediante el cual,

las células de las lineas celulares HCT 116 p53 +/+ o p53 -/- se siembran a baja

densidad (aproximadamente un 25%) en placas de 10 cm, haciéndolas crecer durante 24

h. Posteriormente, se tratan con los farmacos correspondientes durante 24 y 48 h a una

concentracion de 1Cgp. A continuacion, las células se tripsinizan y se fijan con 100%

EtOH. Se lavan dos veces con PBS que contiene un 0.1% de FCS. Por ultimo, se

incuban en PBS suplementado con RNAsa (10 mg/mL) y ioduro de propidio (Smg/mL)

durante 30 min, obteniéndose el DNA preparado para analizar mediante FAC Scan.
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=
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0
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200 L)

Figura 2.14: Histograma de las células HCT116 p53 +/+ control y tratadas con los complejos N2, N3 y
cis-DDP durante 24 h a una concentracion correspondiente a ICgy.

No tratadas

Go/Gy 64.1%
S 9.2%
G,M 24.7%
Apoptosis 2.0%

Complejo N2
20.4%
17.0%
55.5%
7.1%

Complejo N3
57.7%
7.7%
25.1%
9.5%

cis-DDP
30.8%
29.5%
32.2%
7.5%

Tabla 2.48: % de células en cada fase del ciclo celular sin tratar, y después de su tratamiento con N2, N3

y cis-DDP en HCT116 p53 +/+ durante 24 h a una concentracion correspondiente a 1Cg.
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Figura 2.15: Histograma de las células HCT116 p53 -/- control y tratadas con los complejos N2, N3 y

cis-DDP durante 24 h a una concentracion correspondiente a ICgy.

No tratadas Complejo N2 Complejo N3 cis-DDP
Go/Gy 48.4% 47.9% 38.0% 58.2%
S 20.7% 16.8% 16.7% 15.2%
G2/M 29.3% 31.5% 41.0% 21.2%
Apoptosis 1.6% 3.8% 4.3% 5.4%

Tabla 2.49: % de células en cada fase del ciclo celular sin tratar, y después de su tratamiento con N2, N3

y cis-DDP en HCT116 p53 -/- durante 24 h a una concentracion correspondiente a ICg.

No tratadas  Complejo N2 Complejo N3 cis-DDP
HCT116 p53 +/+ 2.5% 13.6% 19.6% 25.7%
HCT116 p53 -/- 2.8% 9.9% 18.6% 38.4%

Tabla 2.50: % de apoptosis en las células sin tratar, y después de su tratamiento con N2, N3 y cis-DDP
en HCT116 p53 +/+ y HCT116 p53 -/- durante 48 h a una concentracion correspondiente a 1Cg.
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2.2.2.3. Microscopia Confocal

La microscopia confocal se encuentra englobada dentro de la microscopia dptica,
concretamente de la microscopia de fluorescencia. El desarrollo de nuevas sondas
fluorescentes y el aumento de resolucion que proporciona la utilizacion de la
microscopia confocal han hecho posible que la fluorescencia sea una de las técnicas mas

utilizadas en la actualidad en biologia molecular.*

=  Detector

Detector

— Pinhole

Out-of -Focus — Aperture

Light Rays
chmomallc . L?s‘:;.
rror xcitation
In-Focus oy

Light Rays ' _ Soyrce

Excitation
Objective. I Iélagh; :
L - Y$ Light Source
inhole
Aperture

Figura 2.16: Esquema basico de un microscopio confocal.

La microscopia confocal permite el estudio de muestras con marcaje fluorescente,
haciendo secciones opticas de las mismas. Se excita la muestra punto a punto por medio
de un laser. La longitud de onda de emision de esa muestra es mayor a la de excitacion,
y es esta Ultima la que al pasar por un pequefio diafragma (pinhole) permite la deteccion
de un solo plano focal debido a que permite la exclusion de la radiacion emitida por los

: 24,2
puntos de la muestra que no se encuentran en el mismo plano focal.***’
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Figura 2.17: Ejemplo de imagen obtenida por microscopia confocal. CNIO.

Las células HCT116 p53 +/+ se crecen durante 24 h sobre cubreobjetos de cristal
previamente esterilizados. Posteriormente se incuban a 37°C durante 24, 36 y 48 h con
los complejos N2, N3 y cis-DDP a una concentracion de 1Cgy. Se elimina el medio de
cultivo y se realizan los procesos de fijacion, permeabilizacion y bloqueo, con sus
lavados correspondiente con PBS entre cada uno de los pasos. La fijacion se realizé con
paraformaldehido 4% (Sigma) a temperatura ambiente durante 10 min. La
permeabilizacion se hizo usando TWEEN (Sigma) al 0.5% en PBS. En el bloqueo se

trataron los cubreobjetos con BSA (Sigma) al 3% en PBS durante 60 min.

Posteriormente a estos pasos previos se realizan las incubaciones con los
anticuerpos primarios o con faloidina durante 30 min a 37 °C. A continuacién se trata
con el anticuerpo secundario correspondiente y con DAPI (Sigma) para la tincion del

nucleo con los lavados correspondientes entre cada uno de los tratamientos.

Por ultimo, se montan los cubreobjetos en Mowiol (CalbioChem) y se visualizan

las células usando un Confocal Ultra-espectral microscope Leica TCS-SP2-AOBS-UV.

Las imagenes obtenidas, asi como su comparacion y discusion se mostrard en el

apartado de Discusion.
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2.2.2.4. Interaccion con DNA

Los estudios de la interaccion con DNA de los complejos trans-
[PtCly(isopropilamina)(3-hidroximetilpiridina)], N2, y trans-[PtCly(isopropilamina)(4-
hidroximetilpiridina)], N3, fueron llevados a cabo durante mi estancia en Brno, en el
Instituto de Biofisica, perteneciente a la Academia de las Ciencias de la Republica

Checa, en el grupo de investigacion del Prof. Viktor Brabec.

2.2.2.4.1. Polarografia de Pulso diferencial: Cinética de union al DNA

La cinética de union se estudia mediante DPP (Polarografia de Pulso Diferencial).
Mediante este método es posible determinar la cantidad de complejo de platino libre en
presencia de DNA o de aducto Pt-DNA una vez incubado el DNA con los complejos de
platino. El método estd basado en la produccion de corriente causada por los complejos
de Pt(I) o Pt(IV) no unidos al DNA en un electrolito formado por formaldehido,
hidracina y acido sulfurico, en donde el DNA o los aductos Pt-DNA precipitan por lo

o 4 . 26
que no produciran corriente.

Una disolucion de DNA de timo de ternera (CT-DNA), con una concentracion de
0.1 mg/ml, se incuba con los complejos de platino N2 o N3 a un valor de r; de 0.1 y 0.01
en 10 mM de NaClO4 a 37 °C (r; se define como la relacién molar inicial de complejo de
Pt libre por nucleotido al comienzo de la incubacién con DNA). A distintos intervalos
de tiempo se toma una alicuota de la mezcla de reaccion y se analiza mediante DPP la
corriente producida (nA) por el complejo de Pt(II) no unido al DNA, usando como
electrolito una disolucion formada por formaldehido (0.8%), hidracina (0.08%) y acido
sulfurico (1.5 M). La cantidad de Pt unido al DNA (1) se calcula mediante la diferencia
entre la cantidad de Pt libre y la cantidad de Pt total presente en la mezcla de reaccion
(concentracion inicial). Cuando no se observa ningin cambio de corriente en la mezcla
que contiene el CT-DNA y el complejo de Pt, a partir de las 24 horas, se puede concluir

que ya no se une mas complejo a la doble hélice de DNA.

La representacion de los datos obtenidos permite determinar la velocidad de union

de los complejos de Pt al DNA y la maxima cantidad de complejo de Pt que llega a
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unirse al DNA para cada r;, como se puede observar en la siguiente figura para los

complejos N2 y N3.
100
'
80
2 e« N2r;=0.01
-E 60_
- e N3r;=0.1
~
X 404
20
0 ! ! s I I e 1
0 10 20 30 40 50
t (horas)

Figura 2.18: Cinética de union a distinto r; de los complejos N2 (1; = 0.01) y N3 (r; = 0.1).

%Pt unido en 24 h

® tsp0, ;=01 | r;=0.01
N2 105 min. 100% 100%
N3 105 min. 100% 100%
cis-DDP 120 min. 100% 100%

Tabla 2.51: Datos de interés en la cinética de uniéon Pt-DNA a distinto r;.
(*) tsoe, = tiempo al cual se ha unido el 50% del Pt al DNA.

2.2.2.4.2. Secuenciacion de aductos Pt-DNA

Dos de los factores relacionados con la actividad citotoxica, debido a la
interaccion covalente de los complejos de platino con el DNA, son la inhibicion de la
actividad de la DNA polimerasa y la preferencia del Pt para unirse con ciertas bases del

DNA. Estos factores son considerados por la célula como dafio en el DNA.'"?’

Este ensayo fue realizado mediante el método de secuenciacion ideado por Sanger

en 1977, por el cual la sintesis de la cadena complementaria a la que se quiere
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secuenciar, requiere de un iniciador o cebador (oligonucleétido sintético marcado con
[7—32P]ATP) y de la mezcla de los 4 NTPs (nucleotidos tri-fosfato) mas el analogo
ddNTP (dideoxinucleotidos tri-fosfato) correspondiente para cada reaccion (figura

2.19).

Los ddNTPs son analogos de los NTPs que no tienen grupo OH en el carbono 2'
ni en el 3' de la desoxirribosa, por lo que no pueden formar enlaces fosfodiéster. Con
éstos se producen paradas al azar en la cadena que estd sintetizdindose y se generan
fragmentos de distintos tamafios que se resuelven en un gel de poliacrilamida. En este
gel se analiza la poblacién de fragmentos de DNA marcados con *P, los cuales se han
obtenido en un termociclador mediante la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa),en presencia de la enzima DNA polimerasa, los reactivos necesarios y el

DNA a secuenciar.
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Figura 2.19: Representacion esquematica del método de secuenciacion de Sanger.
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En nuestro caso, se obtienen 10 pg de plasmido pSP73 linearizado por la enzima
de restriccion Ndel (Ndel solo corta una vez en el plasmido pSP73) por métodos
descritos en la bibliografia.”® Después de la desproteinizacion del plasmido mediante
fenol/CHCI; se incuba con los complejos de platino N2 o N3 en 10 mM NaClO4 durante
24 h.a 37 C para obtener un r, = 0.005.

Mediante el equipo comercial TaKaRa Taq'™ Cycle Sequencing Kit, el cual
incluye la DNA polimerasa termorresistente TaKaRa Taq'", se realiza un protocolo de
secuenciacion mediante PCR con pequenas modificaciones, usando cebadores marcados
en el 5° terminal con [y-*P]JATP.” Los productos de la amplificacion por PCR se
examinan en un gel desnaturalizante de poliacrilamida 6% para la determinacion de las
bases especificas donde se producen la formacion de aductos Pt-DNA, asi como la

preferencia de secuencia (figura 2.20).

= P L], F gt e i e -
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- = Tecgaee AGA GOOATATCAC TOAGCATAAT TAAMGCTATT
— - - 000
. -_
-
= - 114
- ir A A
aTssE =
r e Figura 2.20: Autorradiograma y diagrama esquematico del gel
- de secuenciacion 6% poliacrilamida/ 8 M urea. El gel contiene
- - o los siguientes carriles:
- =11
- = - O Control: producto de la amplificacion del DNA no
- - - platinado.
- > O cisPt: producto de la amplificacion del DNA platinado con
T cis-DDP a un 1, = 0.005. (0)
-3 g o 59
> Q transPt: producto de la amplificacion del DNA platinado
- con trans-DDP aun r, = 0.005. (A)
- - - O 1: producto de la amplificacion del DNA platinado con N2
con un 1, = 0.005. (A)
- 42 o .
= - O 2: producto de la amplificacion del DNA platinado con N3
con un r, = 0.005.
O A, T, G, C: marcadores de terminacion de la cadena (estos
- marcadores ddNTPs nos dan la secuencia complementaria a
la cadena molde).
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2.2.2.4.3. Fluorescencia del EtBr: Aductos Pt-DNA

El EtBr (bromuro de etidio) es un agente intercalante del DNA, que se excita a
una A de 546 nm y emite a 590 nm cuando esta intercalado en el DNA. Dependiendo de
la cantidad de complejo de platino y del tipo de aducto que produce con el DNA, se
puede intercalar mas o menos EtBr, por lo que serd mayor o menor la intensidad de la

fluorescencia.

La modificacién del DNA por los complejos de Pt produce una disminucion en la
fluorescencia del EtBr. En el caso de complejos que sdlo forman monoaductos, como es
el caso del dien-Pt, el EtBr puede intercalarse practicamente en todas las posiciones, por
lo que no habré variacion en la fluorescencia. En el caso del cisplatino, la cantidad de
aductos bifuncionales es mayoritaria, por lo que la cantidad de EtBr que puede
intercalarse dependera de forma lineal y con una elevada pendiente de la concentracion
de dicho complejo. También es posible la comparacion con el transplatino debido a que
forma mayormente aductos bifuncionales entre cadenas complementarias, produciendo
distintas perturbaciones sobre el DNA, por lo que la proporcion de intercalacion del

EtBr sera distinta a la del cisplatino.

El ensayo de fluorescencia del EtBr es muy Tutil para caracterizar las
perturbaciones inducidas en el DNA por aductos bifuncionales. Mediante este ensayo es
posible conocer de forma cualitativa si los complejos de Pt forman mayor o menor
cantidad de aductos bifuncionales o monofuncionales, y las perturbaciones inducidas
sobre el DNA debido a su comparacion con otros complejos, de los cuales se conoce la
cantidad de cada uno de los aductos que forman (figura 2.21).%*!

CT-DNA (2 ml, 40 pg/ml) se incuba con cada uno los complejos N2, N3,
cisplatino, transplatino y dien-Pt durante 24 horas, a valores de r; comprendidos entre 0
y 0.01. Las medidas de fluorescencia se realizan en un espectrofluorofotometro
Shimadzu RF 40 usando una cubeta de cuarzo de 1cm de ancho, con A de excitacion de
546 nm, y analizando la fluorescencia emitida a 590 nm en distintos experimentos para
cada complejo de Pt. La intensidad de fluorescencia fue medida a 25 °C en 0.4 M NaCl
para eliminar las fijaciones secundarias del EtBr sobre el DNA.***’ Se fijan las

concentraciones finales a 0.01 mg/ml para DNA y 0.04 mg/ml para EtBr
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(correspondiente a la saturacion de todos los sitios posibles de intercalacion del EtBr en

el DNA).*
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) (A) N2.
© 80 '
-g (x) dien-Pt.
§ 70-
[P}
2
e 60+
=
=

50

40 T T T T

0.000 0.025 0.050 0.075 0.100
b

Figura 2.21: Dependencia de la fluorescencia del EtBr a distintos rb para cis-
DDP, trans-DDP, N2 y dien-Pt.

2.2.2.4.4. Espectroscopia de Absorcion Atomica: Monoaductos Pt-DNA

Cisplatino, transplatino y compuestos de platino andlogos, coordinan al DNA en
un proceso de dos pasos, formando inicialmente aductos monofuncionales
preferentemente con residuos de guanina, los cuales cierran subsecuentemente a las

. . . 3435
lesiones bifuncionales.”™

La tiourea se utiliza para labilizar los aductos monofuncionales con el DNA.*>~¢
Esta labilizacion en los complejos frans de platino se inicia por la union de la tiourea al
platino en la posicion trans a la nucleobase. Debido al fuerte efecto trans del atomo de
azufre, el enlace entre el nitrogeno de la nucleobase y el Pt se debilita y se vuelve
susceptible a una reaccion de sustitucion.*® Consecuentemente, los aductos
monofuncionales Pt-DNA de complejos frans de platino pueden ser eliminados,

mientras que los aductos bifuncionales son resistentes a un tratamiento con tiourea.”*

CT-DNA a una concentracion de 0.15 mg/ml se incuba con transplatino, N2 y N3

aunr; = 0.1 en 10 mM NaClO4 a 37 °C. A diferentes intervalos de tiempo se toman
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alicuotas, a las cuales se afiade NaCl 0.2 M con el fin de detener la union del Pt al DNA.

Inmediatamente se congelan a —20 °C.

En un experimento paralelo la reaccion se detiene por la adicion de una disolucion

10 mM de tiourea; se incuban estas alicuotas 10 min a 37 °C para favorecer la reaccion

con la tiourea, y rdpidamente se congelan a —20 °C. Las muestras se dializan

exhaustivamente con una disolucién 0.2 M de NaCl y posteriormente con H,O a 4 °C

para su posterior analisis mediante AAS y determinar la cantidad de Pt unido al DNA

(figura 2.22). Todos los datos se midieron por triplicado, con un error de + 2%.
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Figura 2.22: Cinética de reaccion del transplatino (A), N2 (B), y N3 (C) con tiourea. Las reacciones se
pararon con 10 mM de tiourea (m) 0 0.2 M de NaCl (A).
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2.2.2.4.5. Electroforesis Desnaturalizante: Aductos Intercatenarios

Los complejos bifuncionales de platino, que se enlazan covalentemente al DNA,
son capaces de formar varios tipos de enlaces inter- e intracatenarios (CLs). Existen
suficientes evidencias para sugerir que la eficacia antitumoral de los complejos de
platino es el resultado de la formacion de este tipo de lesiones, pero su relativa eficacia

, .37
permanece alin desconocida.

El cis-DDP forma una pequefia cantidad de enlaces intercatenarios pero, a pesar
de la baja abundancia de este tipo de lesiones sobre el DNA, se consideran también

importantes en el efecto antitumoral de dicho fArmaco.

Los aductos Pt-DNA intercatenarios se pueden determinar mediante electroforesis
en condiciones desnaturalizantes de un plasmido linearizado e incubado 24 horas con
los complejos de platino de interés. Las bandas correspondientes a una migracion mas
lenta son debidas al DNA desnaturalizado que presenta enlaces intercatenarios entre las
dos cadenas de la doble hélice, aumentando la intensidad de dicha banda a medida que

aumenta la cantidad de estos enlaces con el DNA.

El ensayo se realiza con un plasmido debido a su menor tamafio y la posibilidad
de usar enzimas de restriccion que cortan s6lo en una posicion, lo cual facilita el trabajo

de obtencion y purificacion de éste.

Previamente al experimento, se lineariza el pldsmido pSP73 (2464 bp) con EcoRI
(corta una sola vez en plasmido pSP73) y se marca en la posicién 3’terminal con [a-
2P]ATP. Posteriormente, se incuba el plasmido con los complejos N2 y N3 a diferentes
1p, durante 24 h y 37 °C. Las muestras se analizan mediante electroforesis en un gel de
agarosa (1% agarosa, tampon NaCl 0.03 M y EDTA 0.001 M) en condiciones
desnaturalizantes (NaOH 0.03M y EDTA 0.001 M).?**!-*%

La radioactividad asociada con las bandas individuales en cada carril se mide con
un analizador de imagen FUJIFILM bioimaging analyzer con el software AIDA, para
obtener una estimacion de la fraccion de DNA que presenta enlaces intercatenarios
(bandas con migracion mas lenta), o que no presentan este tipo de enlaces con el DNA

(bandas de migracién mas rapida). La frecuencia de enlaces intercatenarios (cantidad de
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enlaces intercatenarios por molécula de N2 o N3 enlazado al DNA) se calcula usando la
distribucion de Poisson para la fraccion de DNA sin enlaces intercatenarios con el Pt en

combinacion con los valores de 1, y el tamafio del fragmento (figuras 2.23A y B).*’

. ICLs

+-‘----~ - ss
1 23 4 5 6 7 8 C

Figura 2.23A: Autorradiograma de formacion de enlaces intercatenarios para N2 con el
plasmido linearizado pSP73 en un gel desnaturalizante de agarosa 1%. ICLs :DNA con enlaces
intercatenarios. ss: DNA de cadena sencilla. Carriles del 1-8: 1, =2 x 10>, 5x 10>, 7 x 107, 1 x
10%,2x10%3x10% 5x10%,7x 10™ respectivamente. C: control (r, = 0).
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Figura 2.23B: Dependencia del numero de enlaces intercatenarios
por aducto respecto de 1, (% ICLs/aducto Pt).

2.2.2.4.6. Dicroismo Circular: Distorsion del DNA

La variacion en el espectro de dicroismo circular del DNA informa sobre los
cambios conformacionales sufridos en la doble hélice tras la union de los complejos de
Pt. El cis-DDP produce un incremento significativo en la banda positiva que se obtiene
a = 280 nm debido a modificaciones en la conformacion del B-DNA, que no conducen a
desnaturalizacién, sino a un cambio hacia la conformaciéon A-DNA. El trans-DDP
produce una disminucién en la misma banda, la cual se piensa que corresponde a un

estado de desnaturalizacién del DNA.*’
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Con este experimento, se pretende observar qué tipo de cambios
conformacionales producen los complejos N2 y N3 sobre el DNA. Es decir, cambios
hacia la conformacion A-DNA como produce el cis-DDP, o cambios hacia un estado de

desnaturalizacion como el frans-DDP (figuras 2.24A y B).

El estudio se realiza incubando CT-DNA (30 pg/ml) con los complejos N2 y N3 a
1, comprendidos entre 0-0.002, durante 24 horas a 37 °C en NaClOs 10 mM.
Posteriormente, el espectro se realiza a 25 °C usando un espectrofotometro JASCO,

modelo J720.

3
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Figura 2.24A: Espectros de DC para CT-DNA modificado con N2 y N3 a distintos ry,.
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Figura 2.24B: Cambios en el espectro de DC para CT-DNA a de Ap.x =280 nm
inducidos por la unién de N2 (A) o N3 (o) en funcion de r,.

2.2.2.4.7. Electroforesis en gel de agarosa: Desenrollamiento Inducido

Un compuesto que desenrolla la doble hélice de DNA, reduce el niimero de
superenrollamientos en un plasmido. Este efecto disminuye la densidad superhelicoidal
del DNA circular cerrado. Esta disminucion, produce a su vez una disminucion en el
grado de migracion en un gel de agarosa, por lo que es posible observar y cuantificar el

grado de desenrollamiento producido (figura 2.25).*

DNA superenrollado: C.C.

OO

» =

\

>

DNA desenrollado: CA.

- 4 [EPIOANA]] PEPISUS(] —> +
Id AP UQIIRIUAIUO )

+ <

Figura 2.25: Dibujo descriptivo del
desenrollamiento de un plasmido circular
cerrado.

El 4ngulo de desenrollamiento inducido por cada aducto Pt-DNA viene dado por
la férmula ® = 18 o/ry(c), donde G es la densidad superhelicoidal inherente al plasmido,
y 1p(c) es el valor de 1, para el cual las formas superenrollada y relajada del plasmido

comigran en un gel de agarosa.
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Bajo las condiciones experimentales de trabajo usadas, en base al r,(c) obtenido
para el cisplatino y asumiendo que el d&ngulo de desenrollamiento que produce es @ =

13°, se obtiene para el plasmido pSP73 el valor de 6 = -0.063.

Se incuban muestras del plasmido pSP73 con los complejos N2 o N3 a distintos
1, comprendidos entre 0.1 y 0.001 durante 24 horas a 37 °C en NaClO4 10 mM. Se toma
una alicuota de cada una de las muestras incubadas y se somete a electroforesis en un
gel de agarosa 1% a 25 °C en la oscuridad y en tampén TAE con un voltaje de 30 V.

Posteriormente, el gel se tifie con EtBr y se fotografia con la ayuda de un

transiluminador (figura 2.26).
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Figura 2.26: Desenrollamiento del plasmido superenrollado pSP73 por N2 y N3.
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2.2.2.4.8. Reaccion de los complejos de Pt con GSH y MT-2

El enlace covalente entre el Pt y ligandos dadores de S estd muy favorecido desde
el punto de vista termodindmico. Por lo tanto, antes de que los complejos de platino
alcancen el DNA celular, o incluso después de unirse al DNA, pueden interaccionar con
multiples moléculas que contienen atomos de azufre.*' Esta interaccién se piensa que
juega un papel importante en el mecanismo subyacente de la resistencia de células
tumorales a los compuestos de platino, su inactivacién y efectos adversos.*** Ademas,
una diferencia importante entre el cis-DDP y su clinicamente inefectivo isomero trans
es que el transplatino es cinéticamente mas reactivo que el cisplatino frente a atomos de
azufre y, por lo tanto, més susceptible para su desactivacion. También se ha sugerido
que el transplatino forma una pequefia cantidad de aductos bifuncionales con el DNA
debido a que el paso de aducto monofuncional a bifunional es lento y, por tanto,
reacciona facilmente, antes de la formacion del aducto bifuncional, con moléculas con
azufres nucle6filos.***

Ejemplos de moléculas enddgenas con dtomos de azufre que pueden reaccionar
con los complejos de Pt(Il) cuando son administrados por via intravenosa son el
glutation (GSH) y las metalotioneinas (MT). Las MT son pequeias metaloproteinas
celulares (~6-7 kDa) que unen fuertemente iones metalicos gracias a un dominio de
unioén, a dichos iones, constituido por 20 cisteinas organizadas en dos regiones ricas en
grupos tiol.*®

Disoluciones de los complejos N2, N3 o trans-DDP 33 uM, se mezclan con 16.5
mM de GSH 6 2.1 pM de MT-2 (concentraciones que representan la cantidad
fisiologica) en Tris-ClO4 0.01 M a 37 °C a pH 7.0. La cinética de formacién de los
aductos Pt-tiol se mide en un espectrofotometro Beckman DU-7400 a 260 nm a
distintos tiempos. A esta longitud de onda se observa un aumento en la absorbancia
debido a la formacion de aductos Pt-S a lo largo del tiempo. Una vez que todo el Pt se
ha coordinado a los grupos tiol, la absorbancia deja de aumentar. Por otra parte se mide,
a los mismos intervalos de tiempo, una disolucién blanco que no contiene complejos de
Pt. En esta disolucién blanco se miden los grupos tiol de las moléculas de GSH o de
MT-2 que se oxidan con el tiempo para dar puentes disulfuro. Ademas, se debe medir la

absorcion que producen a esa longitud de onda los complejos de Pt.*’
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Restando los valores de la absorbancia del blanco y la de los complejos, a cada
uno de los respectivos valores obtenidos de la mezcla de reaccion, se obtiene la curva

correspondiente a la cinética de formacidn de los aductos Pt-SH (figura 2.27).

0.100
—N2
— N3
S —— trans-DDP
R
0.000 T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150

tiempo (min)

Figura 2.27: Cinética de formacion de los aductos Pt-SH.

Se ha estudiado la capacidad de la GSH de eliminar del DNA los aductos

monofuncionales de los complejos N2, N3 y transplatino.

Se sintetiza, por métodos descritos en la bibliografia, la cadena superior de un
oligonucle6tido de 10-pb (figura 2.28)."% Esta cadena superior presenta la secuencia
TGT que es un sitio especifico para la formacion de aductos monofuncionales por los

complejos N2, N3 o trans-DDP.

5" -CTCTGTTCTC
GAGACAAGAG-5

Figura 2.28: Oligonucledtido 10-pb con la secuencia
TGT en la cadena superior.

Se platina el oligonucleétido de cadena simple que contiene la secuencia TGT
(oligonucledtido TGT) con los complejos N2, N3 o trans-DDP a un r; = 1 para
asegurarnos que todo el DNA ha sido platinado en la secuencia TGT. Se purifica
mediante un FPLC (Pharmacia systems) de intercambio i6nico (columna Pharmacia
MonoQ) con un gradiente de NaCl de 0.2-0.7 M.> Se verifica por AAS (Espectroscopia

de Absorcion Atomica), y por medidas de densidad oOptica mediante UV, que los
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oligonucledtidos modificados contienen un solo 4atomo de platino. Parte del
oligonucleotido de cadena simple modificado por los complejos de platino se incuba a
una concentracion de 10 pM durante 90 min y 37 °C con GSH a 10 mM en 0.1 M de
NaClO,.

Mediante HPLC de intercambio i6nico a 260 nm (Waters HPLC: bomba Waters
262, detector Waters 2487 UV, controlador Waters 600S con columna MonoQ HR 5/5)
se analiza por separado: el oligonucledtido de cadena simple sin modificar (pico 1), el
oligonucleotido de cadena simple modificado por los complejos de platino (pico II) y el

oligonucleotido de cadena simple modificado e incubado con GSH (pico III) (figura

2.29).

A |

50- a— )
- 40
<
= 301
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: = 20
B =
= 10
II H
0 \ ‘
transplatino N2 N3
C ' : : ' @ Modificado (pico II)
B No modificado (pico I)
' O DNA-Pt-GSH (pico III)

A NN

10 12 14 16
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Figura 2.29: Reaccion del oligonucledtido de cadena simple con la secuencia TGT modificado por N2, N3 o
transplatino con GSH 10 mM. A: 20 uM de oligonucledtido TGT sin modificar con complejos de Pt. B: 10 uM
de oligonucledtido TGT modificado con transplatino. C: 10 pM de oligonucledtido TGT modificado con
transplatino e incubado 90 min con GSH 10 uM. Grafica: Area bajo los picos de los cromatogramas como
porcentaje total de cada una de las especies detectadas.
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3.1. Sintesis y caracterizacion de los complejos trans de Pt(I)

Se han sintetizado y caracterizado los siguientes complejos: trans-
[PtCly(amina)(trifenilfosfina)], donde amina = isopropilamina, 1-metilpropilamina y 2-
metilbutilamina, y trans-[PtCly(amina)(amina’)], donde amina = amoniaco o

isopropilamina; y amina’= 3- ¢ 4-hidroximetilpiridina.

Previamente ha sido necesario realizar la sintesis de los productos de partida: cis-
[PtCl,(PPhs),] (P1), cis-[PtCly(isopropilamina),] (N1), cis-DDP y trans-[Pt,Cly(u-
CI)2(PPh3),] (D1), los cuales dan lugar a los complejos finales mediante la aplicacion

del efecto trans en alglin paso de la sintesis.

El efecto trans es un principio basico de la quimica de la coordinacion, el cual se
refiere a la capacidad de un ligando de labilizar a otro ligando en posicion trans con
respecto al primero en un complejo plano cuadrado u octaédrico.' Su influencia puede

ser observada en tres propiedades del enlace metal-ligando:

e Propiedades intrinsecas: La coordinacion a un complejo (M-L) de un ligando
(A) para dar A-M-L puede afectar a las propiedades intrinsecas de la molécula,
tales como longitud de enlace, frecuencias de vibracidon, desplazamiento
quimico y constantes de acoplamiento en RMN, entre el metal (M) y el

ligando (L).

e Propiedades termodindmicas: Un ligando (A) coordinado a un ion metélico
(M) afecta al cambio de energia libre producido como consecuencia de la
sustitucion de un ligando (L) por otro ligando (E), alterando la energia libre de

ambos complejos A-M-L y A-M-E.

A-M-L+E == A-M-E+L

e Propiedades cinéticas: La coordinacion de un ligando (A) a un ion metalico
modifica la velocidad de sustituciéon de otro ligando L debido a una
disminucién de la diferencia de energia entre el estado normal y el estado de

transicion.
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La aplicacion mas importante del efecto trans es su uso para la preparacion
especifica de isdbmeros en complejos planocuadrados de platino(Il). La capacidad de

labilizacion de ligandos en estos complejos es:

CN™ > R3Sb > R3P > R3As > CH3™ > C¢Hs™ > SCN™ >NO,” > 1 > Br > CI” > > py
> aminas ~ NH; > OH™ > H,O

La caracterizaciéon de los complejos se lleva a cabo por analisis quimico
elemental, espectroscopia IR, '"H-RMN, "C-RMN, *'P-RMN, "Pt-RMN y por

difraccion de rayos-X, en los casos que ha sido posible la obtencion de monocristales.

3.1.1. trans-[PtCly(amina)(PPh3)]

Se prepara a partir de cis-[PtCl,(PPhs),] (P1), que por posterior reaccién con PtCl,
en naftaleno fundido a 160 °C da lugar al dimero trans-[Pt,Cly(u-Cl),(PPhs),] (D1). La
reaccion de este Ultimo en acetona con la cantidad estequiométrica de la amina

seleccionada, origina los correspondientes complejos trans-[PtCly(amina)(PPhs)].’

H,O/EtOH  Cl PPh,
K,PtCl, +2 PPh, = P
Cl PPh

naftaleno
Y
Ph3P\ /Cl 2 Amina thp\ /Cl\ /C1
Pt ~ Pt Pt
\ acetona APZERN
Cl Amina Cl Cl PPh,

Figura 3.1.: Esquema de sintesis de los complejos trans-[PtCly(amina)(PPh;)].

La utilizacion de otros disolventes como tetracloroetano o p-clorotolueno, que
asistiran la reaccion manteniendo los reactivos por debajo de su temperatura de

., 4 .. , .
fusion,*’ conduce a rendimientos més bajos.
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El fuerte efecto trans del grupo fosfina sobre los cloro puentes provoca que los
enlaces Pt-Cl sean mas labiles y, por lo tanto, los ligandos amina puedan entrar en la

posicion trans a la fosfina.

Debido al fuerte efecto trans que producen las fosfinas en comparacion con las
aminas, nunca se podrian usar como precursores complejos de formula general cis-

[PtCly(amina),].

El fuerte efecto trans de las fosfinas es debido a que este tipo de ligandos
producen un movimiento de la densidad electronica a través del enlace o hacia el
ligando en trans (efecto o-trans). Ademas, existe una componente 7 ya que los ligandos
fosfina presentan orbitales m simétricos vacios, que pueden retirar densidad electrénica
del orbital d.> del metal (efecto n-trans). Ambos efectos contribuyen a las propiedades

del enlace entre el metal y el ligando en frans a la fosfina.'

En la bibliografia, se indica que la obtencion de los dimeros de formula general
trans-[Pt,Clh(p-Cl)2(PR3)2] se puede realizar a partir de los isomeros cis, trans-
[PtCLy(PR3),] o de la mezcla de ambos.>” Nosotros hemos observado que en la sintesis
del dimero trans-[Pt;Cly(u-Cl),(PPhs),] (D1), se obtiene mejor rendimiento si se parte
del isoémero cis-[PtCly(PPhs),] puro. Por ello, dado que en la reaccion de K,PtCly con 2
equivalentes de PPhs se produce mezcla de cis y trans-[PtCly(PPhs),], se tratd esta
mezcla con CHCl;, ya que este disolvente so6lo solubiliza el isdmero trans, que

posteriormente se isomeriza a la forma cis, insoluble en este disolvente.®

En general, para los complejos de tipo PtX,L,, el isomero cis esta entadlpicamente
favorecido, pero los cambios entropicos en disolucion favorecen el isdbmero trans. La
diferencia de energia libre entre los isémeros cis y trans es pequeia, de manera que
cualquier cambio en los ligandos, temperatura o disolvente puede afectar al equilibrio

P 9
entre los dos 1sOmeros.
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El mecanismo de isomerizaciéon de complejos del tipo [PtCly(PR3),] implica una
especie intermedia pentacoordinada, que se forma por un mecanismo asociativo. Esta
especie pentacoordinada puede dar lugar al otro isdbmero, a través de un complejo
i6nico, [PtCIP3]Cl, o directamente mediante una pseudorrotacion de Berry (figura
3.2)0M1

Cl

R3P Cl + PR3 | \\\\\ PR3

S I

N
PL = Cl—Pt
/N,, -PR ™
Cl 3 PR
PR, PR, TR \

o PR, +PR, | 3aCl /

Pt — - R,P—Pt:
o Spr. - PR, |\
3 PR

Figura 3.2: Mecanismo de isomerizacion aceptado para PtX,(PR;),

Cl

Segtn la Teoria de Grupos, los espectros IR de compuestos planocuadrados de
formula cis-[PtCl,(PR3),] presentan dos vibraciones de tensién v(Pt-Cl) alrededor de
317 y 290 cm’', mientras que los complejos de geometria trans presentan una sola
frecuencia de tension v(Pt-Cl) alrededor de 317 cm™ (figura 2.1).'*"* Debido a que P1
es poco soluble en la mayoria de los disolventes deuterados, con la ayuda de la

espectroscopia IR se puede saber si hemos obtenido el isomero cis, tras la isomerizacion

del trans en CHCls.

La *'P-RMN también permite diferenciar entre los complejos cis y trans de
platino, por comparacion de los valores de 'J('P-'"’Pt).!* Podemos encontrar en la
bibliografia que los complejos cis, como por ejemplo cis-[PtCl,(PPh;),], muestran
constantes de acoplamiento entre '*°Pt y >'P mayores que las del isémero trans, debido a
que estos ultimos sufren una disminucion en la fortaleza del enlace Pt-P.'>'® Esta
disminucién en la fortaleza del enlace de los complejos frans-[PtCl,(PR3),] se produce
por tener las dos fosfinas enfrentadas, produciendo cada una un efecto trans que es

contrarrestado por la otra. En el caso de los complejos de geometria cis, el mayor efecto
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trans de la fosfina respecto al ligando cloro no se contrarresta, por lo que no produce el
debilitamiento del enlace Pt-P, pero si el del enlace Pt-Cl. Ademas, las sefiales que se
observan para los compuestos cis aparecen a campos mas altos que las de los complejos
trans; por tanto, mediante *'P-RMN se puede observar como se produce la
isomerizacién del isémero frans-[PtCl(PRs),] al correspondiente isdmero cis.'” En el
caso del complejo (P1), la isomerizacion trans-cis en disolucion ocurre tan rapido que

es practicamente imposible poder detectar el isémero frans mediante *'P-RMN.

13,08

PPt

| | |

0 25.0 200 15,0 10,0 5.0 0,0

= 3673 Hz

30,
ppm (t1]

Figura 3.3: *'P-RMN del complejo cis-[PtCl,(PPhs),] en DMSO-dg

Con el fin de comprobar por *'P-RMN la isomerizacion de los compuestos cis y
trans en compuestos [PtCly(PR3),], sintetizamos el compuesto [PtCl(PBus),]. En este
caso si hemos podido detectar el equilibrio entre los isdémeros cis (Jpp = 3519 Hz) y
trans (Jp.p = 2382 Hz), observando ambos isémeros en distintas proporciones (figura

3.4).18
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Jpp,= 3519 Hz

L Tpp,=2382Hz J\
A - W .

LI N B B B B B B B B S S B B B B B B B B I B B S By [ B B B B B B B B B B B B B
20.0 15.0 10.0 5.0 0.0 -3.0 -10.0 -15.0

Figura 3.4: *'P-RMN de la mezcla de cis y trans-[PtCL(PBus),] en CDCl;

En los complejos dinucleares de formula general [Pt,Cly(u-Cl)2(PR3),] los puentes
cloro son susceptibles de rotura por nucleofilos como CO,, iminas, aminas, olefinas y
sulfoxidos dando lugar a la formacion de un amplio rango de complejos mononucleares
de platino con geometria trans."”

Los complejos dinucleares de Pt de formula general [Pt,Cly(p-Cl)2(PR3),]
presentan en IR una banda v(Pt-Cl), (t = terminal), una banda v(Pt-Cl),» (1 = puente) en
trans al Cl y una banda v(Pt-Cl), en trans al ligando fosfina (tabla 2.2 y figura 2.2).1%
La diferencia en las frecuencias de tension observadas para los enlaces Pt-Cl; y Pt-Cl,
parece ser consecuencia del fuerte efecto trans que produce el grupo fosfina sobre el Cl
puente en frans a ésta, produciendo un debilitamiento de este enlace Pt-Cl, y, por lo

tanto, una disminucion en la frecuencia de vibracion.>**

31p 195
P-

Las constantes de acoplamiento 'J( Pt) observadas en los espectros de *'P-

RMN y '"Pt-RMN, son superiores a 4000 Hz, datos que estan de acuerdo con la

bibliografia.®'**

El complejo dinuclear trans-[Pt,Cly(u-Cl)2(PPhs),] (D1) (tabla 2.19 y 2.20), se ha

podido caracterizar mediante difraccion de rayos-X.
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El complejo D1 presenta dos atomos de platino unidos por puentes cloro. Cada
atomo de platino estd unido a cuatro atomos en un entorno planocuadrado.** La
distancia Pt(1)--Pt(1A) es de 3.52 A. Se puede observar que la distancia Pt-P es de 2.21
A y la Pt-Cl, de 2.28 A, mientras que las distancias Pt-Cl, son 2.40 A y 2.31 A, en
trans, respectivamente, a los ligandos fosfina y cloro terminales. La distancia Pt-Cl, en
trans a la fosfina es la mayor distancia de enlace en torno al atomo de Pt.*® Este dato
esta de acuerdo con el hecho de que es un enlace més débil, con menor frecuencia de
vibracion en IR y mas 1abil, como se predice de la mayor influencia trans del ligando
fosfina.' El angulo P(1)-Pt(1)-Cl(1) de 96.73°. Este valor del angulo puede ser debido a
un intento por parte de la molécula de minimizar los impedimentos estéricos producidos

30
por las fosfinas.

En dimeros semejantes con fosfinas encontrados en la bibliografia, los angulos C-
P-C de las fosfinas, son aproximadamente de 105°.°*** En el complejo D1 el angulo
C(13)-P(1)-C(7) es de 109.8(2)°. Este angulo es posiblemente mayor por los
impedimentos estéricos existentes entre los anillos aromaticos que comprenden a los

atomos C(13) y C(7).

Las distancias existentes entre el C(19)-H(19) perteneciente a una molécula de
CHCls, y el ligando terminal Cl(2) de la molécula D1 (figura 3.5B), parecen indicar la
existencia de interacciones C-H--Cl del tipo enlace de hidrégeno (tabla 3.1), que han
sido descritas anteriormente en la bibliografia.”>*> Algo mas controvertidas pueden ser
las interacciones C-H:-Cl que implican al ligando puente Cl,(1) y los atomos de
hidrégeno de grupos fenilo de dimeros adyacentes (figura 3.5C y 3.5D), ya que no
hemos encontrado en la bibliografia situaciones analogas. Sin embargo, la ausencia de
otro tipo de interacciones entre las distintas moléculas parece sugerir la existencia de

estos enlaces de hidrogeno (tabla 3.1).

D-H--A d(D-H) d(H..A) d(D..A) <(DHA)
B C(19)-H(19)--Cl(2) #1 1.000  2.72(1)  3.50(1)  135.1
C C(4)-H@)~CI(1) #2 0950  2.79(6)  3.70(3)  160.1
D C(15)-H(15)-CI(1) #3 0950  2.83(5) 3.51(9)  129.8

Tabla 3.1: Posibles interacciones C-H--Cl en D1. Transformaciones de simetria usadas para
generar atomos equivalentes: #1 1-x, y+Y, Ys-z; #2 2-x, 2-y, -z; #3 X, Y4y, z-Y5.
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Figura 3.5: Posibles enlaces C-H--Cl en D1. (A) Vista general de los enlaces C-H:--Cl en la molécula D1. (B)
Interaccion C(19)-H(19)---Cl(2). (C) Interaccion C(4)-H(4)---CI(1). (D) Interaccion C(15)-H(15)---CI(1).

Los compuestos de formula general trans-[PtCly(amina)(PPh;)] presentan en el
espectro de IR una sola banda de tensioén v(Pt-Cl) aproximadamente a 343 cm™, y una
banda ancha de tension v(Pt-N) alrededor de 430 cm™, como es de esperar segun la

Teoria de Grupos para complejos trans-[PtCly(L)(L’)].
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Las frecuencias de vibracion v(Pt-N) para complejos trans-[PtCly(amina)(PPhs)]
(Vpn = 430 cm™') son mas bajas que las bandas de tension v(Pt-N) encontradas para los
complejos de formula general trans-[PtCly(amina)(amina’)] (vpun =~ 440 cm™). Esto es
debido probablemente a la influencia del efecto trans del ligando fosfina, mientras que
las bandas v(Pt-Cl) son independientes de la influencia de este ligando.'”***" Este
mayor efecto trans del atomo de fosforo, provoca un debilitamiento del enlace Pt-N,

que también se observa en las estructuras de rayos X como se discutird posteriormente.

En el espectro de 'H-RMN se observa el desapantallamiento de los protones del
grupo NH; respecto a los ligandos de partida. Estas sefiales, por tanto, aparecen a

campos mas bajos (tabla 3.2).

>—NH, N, %
NH,

isopropilamina 1-metilpropilamina 2-metilbutilamina
amina libre ~1.2,sa, 2H ~1.2,sa, 2H ~1.2, da, 2H
trans-[PtCly(amina)(PPh;)] 3.9,sa, 2H 3.9,sa, 2H 3.9,sa, 2H

Tabla 3.2: Comparaciéon en 'H-RMN (acetona-ds) del desapantallamiento de los grupos amina en: la
amina libre y trans-[PtCly(amina)(PPh;)]. Desplazamiento quimico en ppm. sa: singlete ancho; da:
doblete ancho.

Se puede observar que en el complejo P3, el grupo NH, del ligando
isopropilamina estd a campos mas bajos que el grupo CH (figura 3.6). Este efecto, el
cual es debido al fuerte efecto frans del ligando fosfina, se repite para el resto de los

complejos de platino(II) con la trifenilfosfina en trans.

Las aminas 1-metilpropilamina y 2-metilbutilamina presentan un centro quiral o
estereogénico y, por tanto, muestran en sus espectros de 'H-RMN protones
diastereotopicos, es decir no equivalentes, que aparecen en el espectro a distintos ppm

(figuras 3.7 y 3.8).

Para el complejo P4, el carbono quiral es el denominado o y los protones

diastereotopicos son los unidos al carbono B’(figura 3.7).

En el caso de PS5, el carbono quiral es el B, y los protones unidos a los carbonos a

y v son los diastereotdpicos (figura 3.8).
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Figura 3.6: Espectro de "H-RMN en acetona-d, del complejo trans-[PtCly(isopropilamina)(PPhs)], P3.
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Figura 3.7: Zona de "H-RMN correspondiente a la regién de la amina alifatica del complejo P4.
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Figura 3.8: Zona de 'H-RMN correspondiente a la regién de la amina alifatica del complejo P5.

El espectro de *C-RMN resulta més sencillo que el espectro de 'H-RMN (figura
3.9). Debido al acoplamiento de los J('>C-’'P), las sefiales del anillo aromatico se
observan como dobletes, llegdndose a observar la constante 4JC_P del Cpurq a través de

cuatro enlaces.

L ep=10.3 Hz

| Jep=251z |

Jep =062 Hz |

R e

136.0 135.0 134.0 133.0 132.0 1310 130.0 129.0

ppin (1)

Figura 3.9: Zona correspondiente a la regiéon de arométicos en '*C-RMN para el complejo P5.
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Los complejos sintetizados de formula trans-[PtCly(amina)(PPhs)] presentan una

constante de acoplamiento 1Jp_pt en *'P-RMN alrededor de 3600 Hz, valor normal para

este tipo de complejos con geometria trans (figura 3.10).'4!53%3

854
863

]

P4

6784
11.953
26756

I'1.958

-
=
3

— : : T :
A0 0 -5 ppm S0 0 50 ppim

Figura 3.10: Espectros de *'P-RMN de los complejos P4 y P5.

'3pt.RMN se confirma la obtencion de un Gnico complejo de platino.

Mediante
Esta técnica complementa al analisis elemental, sin llegar a sustituirlo. En el caso de los
complejos trans-[PtCly(amina)(PPhs)] debido al acoplamiento del '°Pt con el *'P, en los
espectros se observa siempre un doblete en la zona de -3700 ppm (tablas 2.8 y 2.10). La
constante de acoplamiento 'Jp.p debe ser practicamente la misma que la que se obtiene
mediante *'P-RMN y, como se menciond anteriormente, aproximadamente de 3600 Hz

(figura 3.11).%*

Uy = 3608 Hz

lJ_‘

i 3500 3667 3833 4000 4167
pom( i)

Figura 3.11: Espectro de '**Pt-RMN en acetona-ds del complejo trans-[PtCl,(isopropilamina)(PPhs)].
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Se ha determinado la estructura de rayos-X para los complejos P3, P4-Rac, P4-S,

P5-Rac y P5-S (tablas 2.21-2.33).

Todos los complejos trans-[PtCly(amina)(PPhs)] presentan una geometria

planocuadrada con valores de distancias tipicas para complejos de Pt(IT).***** No se

han encontrado diferencias significativas en la comparacion de las distancias y angulos
en torno al atomo de platino de los complejos sintetizados, con complejos analogos de

formula general frans-[PtCl,(NR3)(PR3)] (base de datos CSD).*>*

40
% 301 ||
g
5 20 |
= 175°-180°
:: 10_

170°-175°
0 . ;
C1-Pt-Cl PPt-N
angulo

Figura 3.12: Rangos de angulos (°) CI-Pt-Cl y P-Pt-N en complejos de formula trans-
[PtCI,(NR3)(PR3)] encontrados en la base de datos CSD. Numero total de referencias encontradas en
CSD: 43. Incluidos en el grafico los valores obtenidos para P3, P4-Rac, P4-S, PS-Rac y PS-S.

Pt-N (trans a P)
40 - Pt-N (rans aN)
30 -
2
E
£ 207
|-
=
10 4
0 .
1.98 -2.08 2.09 -2.15
distancias

Figura 3.13: Valores para las distancias (A) Pt-N #rans a aminas o a fosfinas encontrados en la base
de datos CSD. Incluidos en el grafico los valores obtenidos para P3, P4, P4-S, PS, P5-S, N2 y N3.
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La distancia Pt-P en los complejos trans-[PtCly(amina)(PPhs)] (= 2.24 A) es mas
corta que la encontrada para complejos de platino con dos fosfinas en trans de formula
trans-[PtCL(PR3)(PR3")] (2.32 A).***" La diferencia es debida al diferente efecto trans
entre la PPh; y la amina, que hace que la distancia P-Pt sea mas corta. En el caso de dos
fosfinas en trans ambos efectos trans son contrarrestados y, por lo tanto, esta distancia

seria mas larga.

Las distancias Pt-N son mayores que la observada en el complejo trans-
[PtCly(dma)(ipa)] (2.065 A) y en los complejos, trans-[PtCly(amina)(amina’)], N2 y N3,

36,48 )
*® Estos datos son consistentes con la

preparados en esta tesis (tablas 2.35 y 2.38).
influencia trans de las fosfinas respecto a otros ligandos.'? No hay diferencias
significativas respecto a las distancias trans Pt-Cl de estos complejos con los
encontrados en complejos como trans-[PtCly(benzoquinolina)(PEt;)], trans-

[PtCly(PPhs)(PPhs)] e incluso trans-[PtCly(dma)(ipa)] (figuras 3.12 y 3.13).3236:4044

La comparacion de las distancias y angulos de los complejos trans-
[PtCly(amina)(PPhs)] con el dimero trans-[Pt;Cly(u-Cl)2(PPhs),] muestra que la
distancia Pt-P para D1 (2.21 A) es menor que para los complejos P3, P4 y P5 (2.239 A,
2.243 Ay 2.235 A, respectivamente). Esto es debido a que los Cl, en D1, al estar
compartidos por dos atomos de Pt, presentan un efecto trans inferior incluso al
producido por las aminas, lo cual esta también de acuerdo con el hecho de que la amina

desplace al Cl,, en posicion trans a la fosfina para la sintesis de estos complejos finales.

Por otro lado, las distancias Pt-Cl en los complejos trans-[PtCly(amina)(PPhs)] son
cercanas a la distancia Pt-Cl. en D1 (2.28 A) y més cortas que las distancias Pt-Cl,, (2.40
Ay 2.31 A), valores también consistentes con la disminucion del efecto trans en los Cl,

por debajo del efecto trans que producen las aminas.

El complejo P3 muestra en su estructura de R-X (figura 3.14) un enlace de

hidrégeno intermolecular N(1)-H(1B)...CI(2) (tabla 2.23).

126



Figura 3.14: Enlace de hidrégeno intermolecular en P3.

La estructura cristalografica del complejo trans-[PtCly(1-
metilpropilamina)(PPhs)] (P4-Rac) consiste en una sola molécula por celdilla unidad,
en la cual la PPhs y la 1-metilpropilamina forman un enlace ¢ con el atomo de platino
en configuracion trans (figura 2.6). Ademas, el complejo P4-Rac muestra un enlace de

hidrégeno (tabla 2.26), al igual que P3.

A diferencia de P4-Rac, la estructura cristalografica del compuesto trans-
[PtCly(S-1-metilpropilamina)(PPhs)] (P4-S) consiste en dos moléculas diferentes por
celdilla unidad (figura 2.7). Estas dos moléculas de la celdilla presentan, entre ellas,

algunas diferencias importantes en angulos y distancias.

En la estructura cristalografica del complejo P4-S, en la molécula que contiene al
Pt(2) se observa un angulo CI(3)-Pt(2)-Cl(4) de 169.99° (figura 3.15). Este angulo esta
ligeramente mas cerrado que el angulo CI(1)-Pt(1)-CI(2) (A = 4.6°) (tabla 2.28) de la
misma estructura cristalografica; ademas, estd aproximadamente 4° mas cerrado que el
resto de angulos CI-Pt-Cl de los complejos con formula trans-[PtCly(amina)(PPhs)

presentados en esta tesis. El siguiente dngulo mas pequefio encontrado en la base de
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datos CSD es de 172.37°. La presencia de este angulo mas pequefio en la molécula que
contiene al Pt(2) puede ser debido a impedimentos estéricos entre los anillos aromaticos
de la fosfina y los atomos de cloro unidos al platino. Estos impedimentos no se

observan en la molécula que contiene al Pt(1).

Figura 3.15: Angulo CI(3)-Pt(2)-CI(4) en la estructura cristalografica del complejo P4-S

La estructura cristalografica de los complejos P5-Rac y P5-S consisten en cuatro
y dos moléculas diferentes por celdilla unidad, respectivamente (figura 2.8 y 2.9). Al
igual que en P4-S existen algunas diferencias en los angulos y distancias entre las
moléculas que componen las respectivas celdillas, aunque no son tan significativas

como en el caso anterior.

En el caso de P5-Rac no se ha detectado ningun tipo de interaccion por enlace de
hidrégeno mientras que para P5-S se han encontrado dos enlaces de hidrogeno
intermoleculares de tipo N-H---Cl (tabla 2.23). Ademas, se ha detectado la presencia de
un enlace C-H--Cl intermolecular entre C(33)-H(33) y el CI(4) en la molécula que
contiene el Pt(2) (figura 3.16 y tabla 3.3).
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Figura 3.16: Enlaces de hidrogeno en la estructura cristalografica del complejo P5-S.

D-H-A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
C(33)-H(33)--Cl(4) #1 0.950 2.69(8) 3.46(5) 138.2

Tabla 3.3: Enlace de hidrogeno C-H--Cl en la molécula que presenta el Pt(2) de P5-S.
Transformaciones de simetria usadas para generar atomos equivalentes: #1 x-1, y, z
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3.1.2. trans-[PtCly(amina)(amina’)]

La sintesis de los complejos de formula general trans-[PtCly(amina)(amina’)],
donde amina = NHj3 6 isopropilamina, y amina’ = 3- 6 4-hidroximetilpiridina, se puede

realizar a partir de dos vias, de acuerdo con el siguiente esquema (figura 3.17).

Cl _Amina' Amina' Amina Cl _Amina
Pt - K,PtCl, = Pt

/N /N

Cl Amina' Cl Amina
Amina Amina'

Amina, _Amina’ Amina'\ _Amina
Pt HCI HCI VAL
Amina Amina' Amina' Amina

Amina'\ a
Pt
/N
Cl Amina

Amina = NH, ¢ isopropilamina
Amina'= 3- 6 4-hidroximetilpiridina

Figura 3.17: Esquema de las dos posibles vias de sintesis para N2 y N3.

Un estudio de las condiciones de reaccion y rendimiento pone de manifiesto que
en el caso de la sintesis de N2 y N3 es mejor partir de cis-[PtCly(isopropilamina),], y
para la sintesis de N4 y N5 partir de cis-[PtClo(NHs)], afiadiendo posteriormente en

todos los casos la 3- 6 4-hidroximetilpiridina.

Es habitual una estequiometria 1:4 al adicionar la amina debido a que el mayor
efecto trans del cloruro sobre la amina produciria un bajo rendimiento. Al afiadir exceso
de amina forzamos las condiciones para que entren los ligandos amina en el entorno del

platino.

Aunque cinéticamente esta favorecida la salida de los ligandos amina respecto a
los cloruros, debido al efecto trans mencionado anteriormente, el enlace Pt-amina es
mucho més estable termodindmicamente que el enlace Pt-Cl, por lo que es necesario
afadir cantidades superiores de HCI a la estequiométrica para producir la salida de los

ligandos amina.
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Como hemos indicado anteriormente, la geometria cis o trans se confirma
mediante espectroscopia IR. En los complejos de formula general [PtCly(amina),], la
presencia de dos bandas de tension v(Pt-Cl) en la zona de 325 cm’' confirma al isémero
cis (tabla 2.1), mientras que para los isomeros frans solamente se observaria una banda

de tension v(Pt-Cl) entre 335 y 340 cm™. 2

El hecho de que los complejos cis-[PtCly(amina);] presenten las bandas Pt-Cl a
mayores frecuencias que las observadas para los complejos cis-[PtCly(PR3),] estd de
acuerdo con el mayor efecto trans que presentan las fosfinas en comparacion con las
aminas. El mayor efecto trans hace mas débil el enlace Pt-Cl y, por lo tanto, provoca

que la banda v(Pt-Cl) en los complejos cis-[PtCl,(PR3),] se observe a menor frecuencia.

En la figura 3.18 se puede observar que el complejo cis-[PtCly(isopropilamina);]
muestran una banda ancha con dos picos a 322 y 316 cm™', mientras que el complejo

cis-[PtCly(PPh;3),] muestran dos bandas claramente diferenciadas a 317 y 292 cm™,

cis-[PtCL,(PPh,), ] cis-[PtCl,(isopropilamina), ]

rﬁ. j‘-.i'

]
S8 ! 40 !

Figura 3.18: Diferencia entre las bandas v(Pt-Cl) observadas para los
complejos cis-[PtCly(PPh;),] y cis-[PtCly(isopropilamina),].

El complejo cis-[PtCly(isopropilamina),] (N1), es insoluble en agua y en la
mayoria de los disolventes organicos. Por este motivo los espectros de RMN (tabla 2.5)
se han registrado en DMSO-ds. El espectro de N1 es similar al de la amina libre, si bien
se observa un desplazamiento de las sefiales a campo bajo, efecto mas acusado en los

protones del grupo NH, donde se observa un gran desplazamiento.*
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Los complejos N4 y NS, sintetizados y caracterizados por primera vez en nuestro
grupo de investigaciéon,”® no mostraron valores de citotoxicidad interesantes, motivo por
el que se hara solamente una breve mencion de los mismos. Posteriormente, otro grupo
de investigacion ha realizado otros estudios con estos complejos, con los que se podra

realizar una comparacion de los resultados biologicos.’'

Mediante espectroscopia IR se observa que todos los complejos sintetizados de
formula general trans-[PtCly(amina)(amina’)] presentan una sola banda v(Pt-Cl) entre
335 y 340 cm™, y una banda ancha v(Pt-N) alrededor de 440 cm™, como predice la

Teoria de Grupos para su geometria trans.

Como se comentd anteriormente, las bandas v(Pt-N) de los complejos trans-
[PtCly(amina)(amina’)] aparecen a frecuencias de vibracion mds altas que las bandas de
tension v(Pt-N) de los complejos trans-[PtCly(amina)(fosfina)]. debido a que los

ligandos amina no sufren en este caso el fuerte efecto frans del ligando fosfina.

En el espectro de "H-RMN, como en los casos anteriores, se observa el
desapantallamiento de las sefiales con respecto a los ligandos de partida, a excepcion del
grupo hidroximetilo de las piridinas. La comparacién de los espectros de '"H-RMN de
los complejos N2 y N3 con sus respectivos ligandos muestra en ambos casos que la
union al Pt produce un gran apantallamiento del grupo hidroximetilo desplazandose las
sefales a campos mas altos (figuras 3.19-3.22). Ademas, se produce el acoplamiento del
OH con el CH, (3JHC-OH = 6.0 Hz), el cual no se produce en el ligando libre debido al
intercambio del proton del grupo OH con el disolvente. Este acoplamiento desaparece
con la adicidon de unas gotas de D,0 al favorecerse el intercambio del proton del grupo
hidroximetilo con este disolvente. Sin embargo, se observa que con la adicion del D,O
no desaparecen las sefales del grupo NH, de la isopropilamina. Este efecto puede ser
debido a que la velocidad de intercambio de los protones del grupo amino, de la
isopropilamina, con el D,O disminuye al estar el grupo NH, unido al Pt. Esto podria
también estar influenciado por la naturaleza é4cida del CDCl; que disminuye la
velocidad de intercambio. Esta disminucion de la velocidad de intercambio no se
produciria en el caso del grupo hidroximetilo por estar bastante alejado del atomo

metalico.
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Figura 3.19: '"H-RMN del ligando 3-hidroximetilpiridina en CDCl,.
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Figura 3.20: '"H-RMN del complejo N2 en CDCl;.
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Figura 3.21: "H-RMN del ligando 4-hidroximetilpiridina en CDCls.
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Figura 3.22: '"H-RMN del complejo N3 en CDCl;.
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El efecto del desapantallamiento de las sefiales en los complejos con respecto a

los ligandos de partida se observa también en los espectros de *C-RMN. Como se

puede comprobar en las figuras 3.23 y 3.24, segin los carbonos estan mas alejados del

atomo metalico se produce menor desapantallamiento y las sefiales son mas proximas a

las del ligando libre.
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Figura 3.23: "C-RMN del ligando 4-hidroximetilpiridina en CDCl,.
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Figura 3.24: >C-RMN del complejo N3 en CDCl;.
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Al igual que en el caso de los complejos trans-[PtCly(amina)(PPhs)], mediante

"pt.RMN se confirma la obtencion de un complejo puro. Todos los espectros

'93pt son contrastables con datos de la bibliografia.”> En los

monodimensionales de
complejos de platino con un entorno PtCI,N; (figura 3.25) aparece un singlete alrededor
de -2100 ppm (tablas 2.13 y 2.16), mientras que en los complejos de entorno PtCI,NP
aparece un doblete aproximadamente a -3700 ppm, como se comentd anteriormente

(figura 3.11).

-2091.7 ppm

R R e T e e e e B e e e e L B |
|)]~1|f-_l;f1l:’ =1800 =1900 =2000 =2100 =2200 =2300 =2400 =2500

Figura 3.25: "’Pt-RMN del complejo N2 en CDCl,.

Los complejos trans-[PtCly(isopropilamina)(3-hidroximetilpiridina)] (N2) y trans-
[PtCly(isopropilamina)(4-hidroximetilpiridina)] (N3) se han podido caracterizar

mediante difraccion de rayos-X.

La estructura cristalografica de los complejos N2 y N3 consiste en moléculas
discretas por celdilla unidad, en las cuales la isopropilamina y la 3- 6 4-
hidroximetilpiridina forman un enlace ¢ con el 4&tomo de platino en configuracion trans
(figuras 2.10 y 2.11). Los valores de distancias y éangulos son similares a los
encontrados en la bibliografia para complejos de férmula general trans-

[PtCly(amina)(amina’)].*¢+1>4

La comparacion de las distancias y angulos de los complejos N2 y N3 con los de
complejos andlogos de formula general trans-[PtCly,(amina)(piridina)] (base de datos

CSD) muestra valores de distancias y angulos similares.
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Ambos complejos presentan enlaces de hidrogeno de tipo N-H--Cl
intermoleculares (figura 3.26). El complejo N2 muestra tres enlaces de hidrogeno (tabla
2.36) mientras que N3 presenta dos (tabla 2.39). No se han encontrado enlaces de
hidrogeno tipo C-H---Cl como en el caso de algunos de los complejos sintetizados con
fosfinas en trans, ni tampoco enlaces N-H--Cl intramoleculares como los observados

para el complejo tmns—[PtClz(dma)(ipa)].36
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Figura 3.26: Enlaces de hidrégeno en los complejos N2 y N3.

3.2. Citotoxicidad

3.2.1. Datos de citotoxicidad de los complejos

Como se menciono en el apartado Experimental, los ensayos de citotoxicidad se
pueden hacer mediante varios procedimientos. Mediante el sistema basado en el
compuesto MTT, el cual se reduce en presencia de las células vivas debido a la
respiracion oxidativa,”> lo que se observa realmente es la parada de la cadena
respiratoria mitocondrial y quizés algo de muerte celular. Este ensayo realizado a 24
horas daria un ICsp que no seria realmente el correspondiente a su definicién
(concentraciéon de compuesto que produce un 50% de muerte celular), aunque util
igualmente. Lo que se observaria en el ensayo es una disminucion de color producida
por la detencion de la respiracion oxidativa en las células que han sufrido un dafio a

causa del farmaco.
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Normalmente, complejos que por este tipo de ensayos de citotoxicidad no
producen ningun tipo de muerte celular a 24 horas, o mejor dicho parada de la
respiracion oxidativa, se consideran no citotoxicos, como es el caso de los complejos
trans-[PtCl,(NH3)(3-hidroximetilpiridina)], N4, y trans-[PtCl,(NH3)(4-
hidroximetilpiridina)], N5, los cuales no mostraron actividad citotoxica a 24 horas,” al
contrario de lo que ocurre con los complejos trans-[PtCly(isopropilamina)(3-
hidroximetilpiridina)], N2, y trans-[PtCly(isopropilamina)(4-hidroximetilpiridina)], N3,

que si mostraron actividad antitumoral (tabla 2.41).

Los datos de ICsy indican que N4 y NS producen un dafio celular a
concentraciones tan altas que se pueden considerar toxicas para la célula. A la vista de

estos datos decidimos continuar solamente los estudios con los complejos N2 y N3.

Normalmente la parada de la fosforilacion oxidativa va acompafiada de una
posterior muerte celular debido a la activacion del programa de muerte celular por
apoptosis. Esta muerte celular se detecta mejor a tiempos mas largos de incubacion.
Cuanto mayor es el tiempo de incubacion frente al farmaco, mayor muerte celular se
observa y el ICsy serd un valor mas indicativo de muerte que de detencion del
metabolismo. Para tiempos de 72 o 96 horas se puede considerar que las células que
inicialmente pararon la respiracion oxidativa habrdn muerto, por lo que el valor de ICs
sera el correspondiente a su definicion (concentracion de compuesto que produce el

50% de muerte celular).

El protocolo que utilizamos en la mayoria de nuestros ensayos de citotoxicidad es
una adaptacion del protocolo por cristal violeta usado en el NCI, que cuantifica
colorimétricamente las células que siguen vivas tras la exposicion al farmaco, ya que
¢éstas son las unicas que se mantienen en la placa de ensayo tras el lavado y la fijacion
con glutaraldehido. Por este motivo, mediante el ensayo con cristal violeta se obtiene un
valor de ICsy mas normalizado para tiempos de incubacion de 72 o 96 horas, y presenta
mayor sensibilidad que el MTT para la deteccion de muerte celular a los tiempos de

incubacion mencionados anteriormente.

El efecto de disminucion de los valores de ICsy respecto al tiempo de incubacion
se puede observar para los complejos N2 y N3, utilizando como referencia el cis-DDP,

en las lineas celulares NCI-H460, SF268 y MCF-7 (tabla 2.43 y figura 3.27).
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Aunque a veces a partir de 72 horas el valor de ICsg casi no varia, se deduce que el
tiempo mas adecuado es de 96 horas, mediante el protocolo de cristal violeta, y asi estar
seguros de que los valores obtenidos son debidos a las células que han muerto por
efecto de los complejos, y no enmascarar el valor con las células que han producido

parada de su cadena respiratoria mitocondrial.

NCI-H460
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Figura 3.27: Valores de ICs, (uM) en funcidn del tiempo para los complejos N2, N3 y
cis-DDP en las lineas celulares NCI-H460, MCF-7 y SF268.
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A la vista de los resultados obtenidos en la disminucion de los valores de ICsg
respecto al tiempo de incubacion, nos parecio interesante comprobar si al incubar estas
células con complejo de Pt durante inicamente 24 horas se produciria un dafio tal que la
célula no pudiera recuperarse posteriormente, produciendo finalmente muerte celular

(tabla 3.4).

Se han realizado ensayos de citotoxicidad en los que se exponen durante 24 horas
las lineas celulares NCI-H460, MCF-7 y SF268 a los complejos trans-
[PtCly(isopropilamina)(3-hidroximetilpiridina)], N2, ¢rans-[PtCly(isopropilamina)(4-
hidroximetilpiridina)], N3, y cis-DDP. Después de 24 horas de exposicion al complejo
de Pt(II) se retira el medio de cultivo a las células y se cambia por otro nuevo (sin los
complejos de platino) manteniendo las células en este medio de cultivo durante 48 horas

mas, para permitir su posible recuperacion.

NCI-H460 SF268 MCF-7
24h + 48h 72h 24h + 48h 72h 24h + 48h 72h
N2 22.2 13.8 7.5 6.4 4.5 6.9
N3 22.4 13.9 7.0 5.4 4.7 7.0
cis-DDP 19.5 1.0 1.5 1.3 6.4 14.7

Tabla 3.4: Valores de ICsy (uM) en las lineas celulares NCI-H460, MCF-7 y SF268 tratadas durante
24 h con los complejos N2, N3 y cis-DDP, mas su posterior incubacion de 48 h en un medio libre de
complejo de Pt (columna: 24h + 48h). Valores de ICsy (uM) en las lineas celulares NCI-H460, MCF-7
y SF268 tratadas con los mismos complejos de forma continua durante 72 h (columna: 72h).

Se observa que el dano producido durante las primeras 24 horas, por los
complejos de Pt en las lineas celulares SF268 y MCF-7 (tabla 3.4) hace que éstas no
puedan recuperarse en las siguientes 48 horas en medio de cultivo (en ausencia de los
complejos de platino). Es decir, el dafio que han producido los complejos de Pt(Il) en
las primeras 24 horas en estas lineas celulares es practicamente el mismo que se observa

tras 72 horas de exposicion continua al farmaco.

En el caso de la linea celular NCI-H460 la exposicion continua durante 72 horas
al complejo de Pt(Il), produce mayor citotoxicidad que la exposicion al farmaco 24
horas, lo que parece indicar que los complejos de Pt necesitan mas tiempo para poder

causar dafio en esta linea celular.
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Los resultados obtenidos en los pares de lineas celulares CH1/CHIcisR y

A2780/A2780cisR para los complejos N2 y N3 a 96 horas (tabla 2.42), muestran que

estos complejos son capaces de vencer la resistencia al cisplatino (figura 3.28).7%"

96 horas

I1Cso

Figura 3.28: Valores de ICsy (uM) en las lineas celulares CH1, CH1cisR, A2780 y A2780cisR tratadas
con los complejos N2, N3 y cis-DDP durante 96 horas.

En la linea celular CH1cisR los valores de ICsg, a 96 horas, de los complejos N2 y
N3 son menores que los valores obtenidos para la linea celular A2780cisR (figura 3.28).
Teniendo en cuenta los mecanismos de resistencia de las lineas celulares CHIcisR y
A2780cisR (tabla 2.40), el aumento en la reparacion-tolerancia de los aductos Pt-DNA
parece afectar poco a los complejos N2 y N3, siendo mas importantes la combinacion

de una disminucion en la acumulacidon de Pt y elevados niveles de GSH.

Los datos de citotoxicidad obtenidos en las lineas celulares NCI-H460, SF268 y
MCEF-7, para los complejos de formula trans-[PtCly(1-metilpropilamina)(PPhs)] P4-
Rac, P4-R y P4-S, muestran que no existe diferencia en funcion de la quiralidad (tabla
2.45). Los mismos datos se han observado para los complejos de férmula trans-
[PtCly(2-metilbutilamina)(PPh;)] P5-Rac y P5-S. En la bibliografia se pueden encontrar
complejos de formula general trans-[PtCly(amina quiral)(NH3)], en los que en vez de
tener una fosfina hay un ligando NH3, que no muestran diferencias significativas en la
citotoxicidad.”™ Es decir, que el hecho de presentar quiralidad en la cadena alifatica no
es suficiente para producir un efecto citotoxico diferente en los complejos trans de

platino.
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Debido a estos resultados se decidid determinar la citotoxicidad de los complejos

sintetizados a partir del ligando racémico, P4-Rac y P5-Rac.

Los datos de citotoxicidad obtenidos en las lineas celulares NCI-H460, SF268,
MCF-7, CH1, CHlcisR, A2780 y A2780cisR para los complejos P3, P4-Rac y P5-Rac
muestran que los complejos de formula frans-[PtCly(amina)(PPhs)] son mds activos que

N2 y N3, e incluso que el cisplatino (tabla 3.5).

NCI-H460 MCF-7 SF268 CH1 CHlcisR A2780 A2780cisR
P3 2.8 1.2 1.5 1.5 1.0 7.6 7.9
P4-Rac 4.2 1.8 1.1 2.9 1.8 0.3 0.2
P5-Rac 7.8 2.7 1.7 2.8 1.8 24 2.5
N2 10.9 10.0 4.0 4.7 54 94 8.3
N3 9.8 7.5 3.8 5.5 4.9 14.4 9.6
cis-DDP 4.2 5.6 1.1 2.1 18 0.5 13.6

Tabla 3.5: Comparacién de los valores de ICsy (M) en las lineas celulares NCI-H460, MCF-7, SF268,
CHI1, CHlcisR, A2780 y A2780cisR para los complejos P3, P4-Rac, P5-Rac, N2, N3 y cis-DDP a 96
horas.

Todos los complejos sintetizados con el ligando trifenilfosfina, muestran valores
de citotoxicidad parecidos. Este hecho quizés sea un reflejo de la incapacidad de estas

59,60
7 Los

lineas celulares a tolerar los dafos producidos en el DNA por estos complejos.
nuevos complejos P3, P4-Rac y P5-Rac tienen un FR (Factor de Resistencia, el cual se
define como ICsy linea resistente/ ICsy linea parental) de 0.66, 0.62 y 0.64
respectivamente para CH1cisR/CHI1, mientras que el cis-DDP tiene un FR de 8.5.
Nuestra interpretacion de los bajos ICsg y FRs, presentados por estos complejos en estas
lineas celulares, es que estos complejos debido a que producen un fuerte dafio en el
DNA por la presencia del ligando trifenilfosfina, son capaces de evitar la reparacion-
tolerancia en la doble hélice de sistemas de reparacion como el NER.**

Se puede observar, al comparar los datos de citotoxicidad en las lineas tumorales

usadas (tabla 3.5), que la presencia del ligando trifenilfosfina aumenta el efecto

citotoxico de los complejos trans de Pt(Il), pero no parece ser el unico factor implicado
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en el aumento o disminucion de dicho efecto. El simple cambio de la isopropilamina por
la 2-metilbutilamina o la 1-metilpropilamina puede producir distintos efectos
citotoxicos en complejos de formula general frans-[PtCl,(amina)(PPhs)], por lo que
ligeras modificaciones en las cadenas alifaticas de las aminas parecen ser suficientes
para producir diferentes comportamientos citotoxicos frente a células tumorales y no

tumorales.

A la vista de estos resultados de citotoxicidad, es razonable pensar que los
complejos de formula trans-[PtCly(amina)(PPhs)] presentados en esta tesis podrian
producir un mayor dafio o distorsion en el DNA, debido al volumen estérico de la
fosfina, en comparacion con los complejos previos de formula trans-
[PtCly(amina)(amina’)] o trans-[PtCl(amina)(NHz)].°" " Ademas, debido a la presencia
del ligando trifenilfosfina podria haber un posible aumento del caracter lipofilico global
de la molécula, permitiendo una mayor facilidad para atravesar la membrana
citoplasmatica y, por lo tanto, que una mayor concentracion de la droga entre en

contacto con el DNA.

El complejo trans-[PtCl,(isopropilamina)(PPhs)] es, de los complejos de formula
trans-[PtCly(amina)(PPh;s)] presentados en esta tesis, el que mostrd mejores valores de
citotoxicidad en células tumorales. Ademas, los valores de ICsy son menores en el par
de lineas celulares CH1/CHIcisR que en el par A2780/A2780cisR, lo cual también
ocurre para los complejos N2 y N3 (tabla 3.5).

En la linea celular no tumoral IMR90 (fribroblastos humanos primarios, no
tumorales, sin alteraciones genéticas) los valores de citotoxicidad obtenidos a 96 horas
tienen un valor mas significativo que a tiempos mas cortos. Ademas, cuanto mayor sea
el valor de ICsy obtenido, menor sera el efecto toxico que los compuestos producen en
las células normales (figura 3.29). Dicho esto, la comparacion en esta linea celular de
los valores de citotoxicidad obtenidos, para los diferentes complejos de esta tesis, nos

indica cuales de ellos podrian ser los menos toxicos para células normales.
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Figura 3.29: 1Csy (uM) en IMR90 a 96 horas.

El analisis de los datos de ICsy en las células no tumorales IMR90, de los
complejos objeto de esta tesis, nos han hecho desistir de continuar los estudios con los
complejos trans-[PtCly(amina)(PPhs)], ya que, ademas de ser poco solubles, son mas

toxicos en células normales que en células tumorales.

Pensamos que la citotoxicidad de los complejos N2 y N3 puede ser debida a la
disposicion espacial que adoptan los ligandos no salientes, isopropilamina y 3- 6 4-
hidroximetilpiridina. Esta disposicion espacial produce un dafio en el DNA distinto al
producido por el trans- y cis-DDP, dafio que no son capaces de reparar las células
resistentes a este ultimo. Ademas, los ligandos tipo piridina, presentes en N2 y N3,
también forman parte de otros complejos de platino con propiedades
antitumorales.”***®° Por otro lado, los complejos N4 y N5 debido a que presentan el

ligando NH; producen, de forma general, un dafio mas parecido al del transplatino.™

3.2.2. Papel de p53 en la respuesta a la citotoxicidad
La proteina p53, como se menciona en la Introduccion, estd implicada en procesos

de parada del ciclo celular, reparacién y apoptosis.®® Ademas, las células con

disminucién en la funcion de p53 sufren una pérdida en la via de sefializacion del dafio
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sobre el DNA a través de dicha proteina, y no responden a la reparacion del DNA
67-69

mediante los mecanismos NER y BER.
Como su nombre indica, las dos lineas celulares HCT116 p53 +/+ y p53-/- son
genéticamente equivalentes excepto en la presencia de la proteina p53 de forma natural

%71 Bl no presentar la

(+/+) o deleccionada mediante recombinacién homologa (-/-).
proteina p53 implica que no realiza ninguna de sus funciones y, por tanto, las vias de

sefalizacion dependientes de p53 no pueden ser activadas por ella.

El estudio de la actividad citotoxica de los complejos de platino en estas lineas
celulares isogénicas, HCT116 p53 +/+ y p53-/-, indica si en el posible mecanismo de

accion de dichos complejos estd implicada la proteina p53.

96 horas

572

60+

40

ICso

cis-DDP
N3

N2

pS3 +/+ p53 -/-

Figura 3.30: ICsy (LM) en las lineas isogénicas HCT116 p53 +/+y p53-/- a 96 horas

Se conoce que el mecanismo de accién del cis-DDP depende de la presencia de
p53 (el cisplatino puede presentar una citotoxicidad menor en células tumorales con p53
mutado).®”"? El analisis de la citotoxicidad de nuestros complejos parece indicar que al
ser menor el valor de ICsy para N2 en las células sin p53 (-/-), en comparacion con p53
+/+, podria haber una tendencia por parte de N2 a presentar mayor actividad en ausencia

de p53 (figura 3.30).

Sin embargo, N3 que solo se diferencia de N2 en la posicion del grupo
hidroximetilo, parece tener una actividad citotdxica independiente de p53 debido a que

la diferencia de valores de ICsy entre ambas lineas no es significativa.
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Este resultado abriria una puerta al estudio del mecanismo de toxicidad de los dos

compuestos, ya que parecen, al menos en parte, tener mecanismos independientes.

3.3. Ciclo celular

Una de las vias que se activan a consecuencia del dafo producido en el DNA por
el cisplatino, culmina en la activacion de los puntos de control del ciclo celular. Esta
generalmente aceptado que el ciclo celular se detiene de forma transitoria en la fase S
para que el mecanismo NER, de reparacion, elimine los aductos Pt-DNA y la célula
sobreviva. Cuando la reparacion es incompleta las células mueren por apoptosis. En el
caso del cisplatino, la activacion de los puntos de control induce parada especialmente
en G,/M antes de dicha muerte.”””*

A la vista de los resultados de citotoxicidad obtenidos en las lineas isogénicas
HCTI116, pensamos que los complejos  trans-[PtCly(isopropilamina)(3-
hidroximetilpiridina)], N2, y trans-[PtCly(isopropilamina)(4-hidroximetilpiridina)], N3,
podrian tener diferente interaccidon con el ciclo celular para las lineas p53 +y p53-/-, y
que una vez analizada dicha interaccion podriamos compararla con la del cisplatino que,

como mencionamos anteriormente, induce parada en las células y activa el programa de

-, 67,74-76
apoptosis. "
control cis-DDP
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Figura 3.31: Representacion de % de células en cada fase del ciclo celular después de su tratamiento
a ICgy durante 24 h con cis-DDP, N2 y N3.
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Como se puede observar, en la figura 3.31, para HCT116 p53 +/+, el cis-DDP a

24 horas produce un aumento del porcentaje de células en fase S, con respecto al

control. A tiempos de 48 horas se observéd que después de este primer aumento en fase S

se producia un aumento de la apoptosis y una disminucion del porcentaje de células en

G,/S, manteniéndose la poblacion de Go/M (figura 3.32), como indica la bibliografia.’

Por otro lado, en la linea HCT116 p53 -/- se observa a 24 horas el mismo patréon que

presenta el control, es decir la mayoria de las células se encuentran en Gy/Gy, y los

valores de porcentaje de células parecidos en las fases S y G,/M. Esto implicaria que el

cis-DDP no ha producido todavia ningtn efecto, lo cual estad de acuerdo con los datos de

citotoxicidad. Como se comentd anteriormente, la actividad citotéxica del cisplatino

depende en su mayor parte de la presencia de p53 y la muerte celular observada a 48

horas podria ser por necrosis, debido a que la concentracién de cisplatino es muy

elevada (80 uM), y posiblemente toxica para las células.
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Figura 3.32: Representacion de % de células en cada fase del ciclo celular después de su tratamiento a
ICgy durante 48 h con cis-DDP, N2 y N3.

Es significativo que en la linea celular HCT116 p53 +/+, los complejos N2 y N3

presentan un comportamiento muy distinto después de 24 horas (figuras 3.31). El

complejo con el ligando 3-hidroximetilpiridina, N2, produce un aumento de la

poblacion en la fase G,/M, sin producir el aumento en la fase S que produce el cis-DDP.

A 48 horas se mantienen los valores de % de células en Go/G; y S, y bajan los de Go/M
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con el consiguiente aumento de la apoptosis (figura 3.32), lo que nos hace pensar que
N2 detiene el ciclo celular de las células en Go/M y posteriormente son enviadas a

apoptosis.

El complejo con el ligando 4-hidroximetilpiridina, N3, a 24 horas presenta en
HCT116 p53 +/+ un patrén similar al del control, aunque con mayor nivel de apoptosis
(figura 3.31). Este hecho podria sugerir, al igual que el cis-DDP, que no se ha producido
todavia ningin efecto en la célula, pero a 48 horas se sigue observando un patrén
parecido pero con un mayor aumento de la apoptosis (figura 3.32). Este hecho podria

implicar que N3 produce la parada celular en Go/G; y la muerte por apoptosis.

En resumen, los resultados en la linea celular HCT116 p53 +/+ nos hace pensar
que N2 parece producir la parada del ciclo en G»/M, mientras que N3 produce la parada

en Go/Gj, con la posterior muerte por apoptosis en ambos casos.

En la linea celular HCT116 p53 -/- el complejo N2 produce un aumento de la
poblacion de G¢/G; y posterior muerte por apoptosis, al contrario que ocurria en
HCT116 p53 +/+. El complejo N3 presenta un patrén en el que disminuyen Go/G; y
G2/M para aumentar la apoptosis. Es decir, N3 parece activar mecanismos que envian a
las células HCT116 p53 -/- a muerte celular por apoptosis indistintamente desde

cualquiera de las dos fases del ciclo mencionadas anteriormente.

El complejo BBR3464 induce una parada en G,/M sin realizar la parada previa en
fase S, como se ha observado para N2 El complejo trans-[PtCl,{E-
HN=C(OMe)Me},] produce al igual que el cisplatino una acumulacién inicial en la fase
S seguida de la posterior acumulacion en Go/M.”™ Los complejos JM335 y JM149,
isomeros cis y trans del complejo amino(ciclohexilamina)dihidroxodicloroplatino(I1V),
muestran un ligero movimiento desde Go/G; hacia la fase S que posteriormente termina
en una parada del ciclo en la fase Go/M de forma analoga a lo que sucede con el

cisplatino.”

Estos ejemplos dan a entender que dependiendo de la geometria y de los ligandos
se pueden producir diferentes efectos sobre el ciclo celular, pero en la mayoria de los
casos siempre tienden a una parada en Gy/M, desde donde la célula morird por

activacion del mecanismo de apoptosis.
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Nuestros datos de ciclo celular sugieren para los complejos trans-
[PtCly(isopropilamina)(3-hidroximetilpiridina)], N2, y trans-[PtCly(isopropilamina)(4-
hidroximetilpiridina)], N3, que el simple cambio en la posicion del grupo hidroximetilo

puede producir un efecto celular muy distinto.

Aunque el tipo de lesion producido en el DNA por los complejos N2 y N3 es
parecido, puede ser que estos complejos sean tratados de forma diferente por la
maquinaria celular, a un nivel superior de reconocimiento del dafo y activacion de

senales.

3.4. Imagenes de microscopia confocal

Los resultados obtenidos para las células HCT116 p53 +/+ con los complejos N2
y N3, los cuales, como mencionamos anteriormente, detienen el ciclo celular en Go/M y
Go/G; respectivamente, nos hicieron pensar que las células presentarian distinta
morfologia tras el tratamiento a una concentraciéon de ICgy con los complejos. Para
observar la morfologia se utilizod la técnica de microscopia confocal (figura 3.33). La
observacion de los filamentos de actina que dan forma a la célula se realizé usando anti-
B-actina monoclonal con su respectivo anticuerpo-fluor6foro secundario (verde). La

morfologia nuclear se observé con el uso del fluor6foro DAPI (azul).

Las imagenes obtenidas para los controles, es decir, sin ningin tratamiento,
muestran una morfologia celular normal tanto a nivel citoplasmatico como a nivel
nuclear. El ntcleo (azul) presenta la cromatina descondensada lo cual es normal para las

células que estan metabodlicamente activas.

La apoptosis a nivel microscopico se caracteriza por la reduccion del volumen y
redondeamiento celular, condensacion de la cromatina y formacion de cuerpos

apoptoéticos.

Se debe mencionar, como aclaracion, que las regiones nucleares mas oscuras son
regiones de cromatina condensada, ya sea debido al ciclo normal de la célula o a la

formacién de nucleos apoptoticos.
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La comparacion de las imagenes obtenidas para las células control y las células
tratadas con los complejos N2 y N3 durante 24 6 48 horas muestran las siguientes

diferencias:

Las células tratadas con el complejo N2 durante 24 horas muestran que estdn mas
redondeadas, lo cual es normal para una morfologia de células apoptdticas. Esta
morfologia se mantiene en las células que han sobrevivido tras 48 horas de exposicion,
pero se observa que el nucleo no presenta la cromatina condensada, lo cual puede

implicar que esta en una fase G, temprana y/o iniciandose la apoptosis a partir de ésta.

La exposicion al complejo N3 durante 24 produce menor muerte celular (mayor

numero de células en la imagen) que el complejo N2.

Dado que la morfologia de las células tratadas con N3 durante 24 horas es
ligeramente parecida a la del control, se podria pensar que las células se encuentran en
Go/G; aunque algo dafiadas por el farmaco. A 48 horas la morfologia es mucho mas
redondeada, y parecida a la que presentan las células tratadas con N2 a dicho tiempo,
tipica de células apoptdticas, y el nucleo con regiones mas condensadas que podria ser

el comienzo de la condensacion de la cromatina para formar los cuerpos apoptoticos.

En estos momentos estamos intentando tefiir las células con anti-a- y anti-y-
tubulina para poder observar si se ha llegado a formar el uso acromatico y las fibras de
asteres formados por a-tubulina y los dos centriolos formados por y-tubulina tras un

tratamiento con N2 o N3.

3.5. Interaccion con DNA

Los complejos trans-[PtCl,(isopropilamina)(3-hidroximetilpiridina)], N2, y trans-
[PtCl,(isopropilamina)(4-hidroximetilpiridina)], N3, fueron seleccionados para este
estudio a la vista de los datos de citotoxicidad y la solubilidad, la cual es fundamental
para poder realizar este tipo de ensayos. Ademas, pensamos que el grupo hidroximetilo
podria aumentar la interaccion de estos complejos con el DNA por interacciones de

enlace de hidrogeno.
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En la tabla 3.6 se hace un breve resumen de las caracteristicas mas importantes

observadas en la interaccion con DNA de los complejos N2 y N3,

N2° N3” transplatino  cisplatino
Unio6n al DNA (tsgo, min)® 105 105 120°¢ 120°¢
Preferencia de secuencia G, A G, A G, e GG, AG*
% interstrand CLs/aducto ~10-12  ~10-12 124 6"
% lesiones monofuncionales /aducto 4

20 25 ~60 ~1-4
después de 24 h
% intrastrand CLs/aducto ~69 ~64 ~28°¢ ~907
% disminucion de fluorescencia del

37 37 24 42
EtBr » h = 0.1
Angulo desenrollamiento /aducto 16° 16 9o/ 130/
Banda a 278 nm en CD aumenta aumenta disminuye®  aumenta®

Tabla 3.6: Interaccion con DNA. a: tiempo al cual ha reaccionado el 50% del complejo de Pt con el DNA.
b: Ramos-Lima et al*® ¢: Bancroft et al.*® d: Eastman et al.*' e: Brabec et al.** f Keck et al.*’ g: Brabec et
al®

Tomando como premisa que el DNA es la diana farmacoldgica de los complejos
de platino(Il), los resultados muestran que el modo de unidén es diferente al del
inefectivo transplatino, lo cual est4 de acuerdo con el hecho de que el tipo de interaccion

con el DNA es un factor importante en la actividad tumoral.

La interacciéon con el DNA de los complejos N2 y N3 es, en varias de las
caracteristicas  analizadas, similar a la del complejo trans-[PtCly(4-

picolina)(piperazina)]” y, lo que es mas importante, también al cisplatino.®

Complejos como trans-[PtCl,(NH3)(pz)] (tsoe, = 20 min) o trans-[PtCl,(NH;)(pic)]
(tso = 50 min) presentan un tsg, de union al DNA mas rapido que los complejos N2 y
N3.% Este hecho podria ser debido a que los ligandos isopropilamina e
hidroximetilpiridina pueden producir un ligero impedimento estérico en comparacion
con el ligando NHj de estos complejos. El complejo trans-[PtCly(4-pic)(pz)]” (tsov, = 10
min) es aGin mas rapido que nuestros complejos (tspr, = 105 min).*> En este caso, el
factor mas importante es la carga positiva que presenta este complejo, la cual podria

producir una rdpida atraccion electrostatica entre el complejo catidnico y la cadena
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polianioénica del DNA. Los complejos N2 y N3, al no presentar esta carga positiva,
difunden més lentamente a las proximidades de la doble hélice. Datos obtenidos para el
complejo N5 (tsoo, = 300 min) nos hacen pensar que la sustitucion de un ligando NH;
por un ligando hidroximetilpiridina en el transplatino no produce una rapida union al
DNA, lo cual puede influir en la baja citotoxicidad de los complejos, ya que éstos
estarian mas tiempo a mercé de la interaccion con otros componentes celulares no
deseados.”**

Por otro lado, complejos como el trans-[PtCly(py)2] o trans-[PtCly(dma)(ipr)]
muestran que no se llega a unir el 100% del complejo al DNA en las condiciones de
ensayo utilizadas.***>**" Los complejos N2 y N3 llegan a unirse al 100% con el DNA
(tabla 2.51), lo que puede ser debido a la posibilidad de formar enlaces de hidrogeno

adicionales gracias al grupo hidroximetilo de la piridina.

Algunos autores consideran que el volumen estérico, la solubilidad y los enlaces
de hidrogeno contribuyen significativamente a la unién al DNA.%*% A 1a vista de las
comparaciones anteriores, es de esperar que las propiedades estéricas que presenta el
ligando isopropilamina junto con la posibilidad de formar enlaces de hidrogeno por el

grupo hidroximetilo de la piridina, condicionen la velocidad de union al DNA.

Las posibles conformaciones que puede adoptar un complejo gracias a sus
ligandos, la presencia o no de carga en el complejo o la posibilidad formar enlaces de
hidrégeno, son caracteristicas que pueden influir en la uniéon al DNA vy, por lo tanto, su

actividad biologica.

Un dato importante a tener en cuenta es que los complejos N2 y N3 producen bajo
porcentaje de enlaces intercatenarios (interstrad CLs = ~10-12%) en comparacion con
otros complejos frans de platino, como N5 (interstrand CLs = 26%), trans-
[PtCl,(NH3)(metbut)] (40%), trans-[PtCl,(NHs)(secbut)] (50%), trans-
[PtCL(NH;)(quin)] (30%) o trans-[PtCly(NHs)(pic)] (40%).°>**%%° Estos datos
implican que la sustitucion de un solo ligando NH; por otro ligando amina en el
transplatino, produce una mayor eficiencia de formacion de enlaces intercatenarios. Por
otro lado, complejos donde han sido sustituidos ambos ligandos NH3 del transplatino
como es el caso del trans-[PtCly(py)s] (17-14 %) o trans-[PtCly(4-pic)(pz)]” (6%)

. . . . . . 6585
presentan una eficiencia parecida o inferior a nuestros complejos.”™

153



La formacion de aductos bifuncionales con el DNA es un proceso en dos etapas.
En una primera etapa se forma el aducto monofuncional, preferentemente sobre residuos
de guanina. En una segunda etapa los monoaductos cierran a aductos bifuncionales. Es
razonable suponer que el alto porcentaje de enlaces intercatenarios formados por
analogos del transplatino, donde solo se ha sustituido un ligando NH3, es debido a que
los cambios conformacionales inducidos por el aducto monofuncional modulan la
segunda unioén, favoreciendo la formacion del aducto intercatenario. Por el contrario, la
sustitucion de ambos grupos amino del transplatino, no permite un posicionamiento de
los ligandos que favorezca la interaccion del complejo con el DNA hacia la formacion

de enlaces intercatenarios con la doble hélice.

Complejos como trans-[PtCla(py).] y trans-[PtCly(dma)(ipr)], producen angulos
de desenrollamiento en el DNA de 17° y 15° respectivamente.®>*” Los complejos N2 y
N3, que tienen como ligandos una piridina sustituida y la isopropilamina, producen un
dngulo de desenrollamiento de 16°. Sin embargo, el complejo trans-[PtCly(4-pic)(pz)]”
produce un desenrollamiento de 16° similar al de nuestros complejos.> Compuestos
como trans-[PtClL,(NHs)(pz)]  trans-[PtCl,(NH3)(pic)] o NS, mencionados
anteriormente, presentan valores de 30°, 26° y 28° respectivamente.’>*® Estos datos
indican que los complejos donde se han sustituido los dos grupos amino del transplatino

por aminas alifaticas y/o heterociclos originan un menor desenrollamiento del DNA.

Un aumento excesivo del angulo de desenrollamiento, como el producido por
analogos del transplatino donde solo se ha sustituido un ligando NH; por un ligando
heterociclico, podria afectar desfavorablemente a la citotoxicidad de los
complejos.” 5"

La consecuencia mas sorprendente de la sustitucion de los ligandos NH3 del
transplatino por una amina alifatica y un ligando heterociclico es la alta cantidad
relativa de aductos intracatenarios estables (intrastrand CLs). Se acepta que la
inefectividad del transplatino estd asociada con su reducida capacidad para formar
aductos bifuncionales estables con el DNA.”' Se piensa que una eficiencia alta para
producir aductos intracatenarios y un aumento de la estabilidad de aductos 1,3-GXG
intracatenarios con la doble hélice son factores importantes que deben de cumplir los

complejos de platino de geometria frans para tener una importante respuesta citotoxica.
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La presencia de dos heterociclos o un heterociclo y una amina alifatica, como en nuestro
caso, en compuestos de Pt con geometria trans, fomentan la estabilidad de los enlaces
1,3-intracatenarios, pero no de los intercatenarios con el DNA. Esta observacion supone
que el incremento de estabilidad de los aductos intracatenarios es un factor asociado al
aumento de la actividad citotoxica de los complejos donde han sido sustituidos ambos

grupos amino del transplatino.

Es importante mencionar que algunas de las caracteristicas de la interaccion de los
complejos N2 y N3 con el DNA son similares a las producidas por el cisplatino. El
aumento de la banda positiva a 280 nm observada por espectroscopia de dicroismo

circular es una de estas caracteristicas (figura 2.24).

Se acepta de forma general que un aumento de dicha banda esta asociado a
cambios conformacionales en el DNA de caracter no desnaturalizante.3* Por otro lado,
el transplatino y un gran ntimero de andlogos de éste, presentan una disminucidon en
dicha banda, lo cual esta asociado a la desnaturalizacion del DNA 33386586 ggte
resultado estd de acuerdo con lo observado en general para el angulo de
desenrollamiento y la baja cantidad de aductos intercatenarios formados por N2 y N3.
Estos complejos no permiten posicionar los ligandos de forma que produzcan una

interaccion parecida a la del transplatino.

Por consiguiente, las lesiones tipicas en el DNA producidas por los complejos N2
y N3 tienen como resultado cambios conformacionales en el DNA que juegan un papel
importante sobre la actividad citotoxica. De este modo, los efectos relacionados con el
reconocimiento y uniéon de otros componentes celulares, como proteinas, no son
probablemente los mismos que modulan el reconocimiento de otros complejos de
platino. Este hecho puede estar relacionado con lo observado mediante citometria de
flujo, donde el simple cambio de la posicion del grupo hidroximetilo en la piridina debe
producir un reconocimiento diferente, de forma que el ciclo celular se detiene en

distintas fases del ciclo para cada complejo.

El mecanismo subyacente a la actividad citotéxica de los complejos de platino es
un proceso en el que estan implicados multitud de factores.”” Entre los componentes
celulares que no operan directamente a nivel del DNA se encuentran aquellos que

afectan a la cantidad de platino que puede llegar a enlazarse a la doble hélice, como
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agentes detoxificantes tipo GSH o metalotioneina. Los resultados obtenidos sugieren
que las moléculas libres de N2 y N3 que todavia no se han unido al DNA, y por
consiguiente pueden reaccionar con GSH o MT-2, no juegan un papel importante en el
efecto global de citotoxicidad de estos complejos. La GSH, la cual es capaz de eliminar
los aductos Pt-DNA monofuncionales debido al efecto trans, presenta menor eficiencia
para los monoaductos de los complejos N2 y N3 que para el transplatino (figura 2.19).
Los aductos formados por N2 y N3 pueden permanecer en el DNA de las células

tumorales por mas tiempo y, por lo tanto, producir un mayor efecto citotoxico.

Todos estos datos confirman que la formacion de un mayor numero de aductos
intracatenarios estables, la menor capacidad de labilizacién de los aductos por parte de
otros componentes celulares, asi como, los cambios conformacionales en la doble hélice
de caracter no desnaturalizante, son necesarios para producir una buena actividad

citotoxica, tanto en células resistentes como no resistentes al cisplatino.
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4. Conclusiones

La comparacion de los datos de citotoxicidad de los complejos trans-[PtCly(R y
S-1-metilpropilamina)(PPhs)] y trans-[PtCly(S-2-metilbutilamina)(PPhs)] con los de
sus correspondientes racémicos, muestra que no existe diferencia en la actividad
citotoxica de los complejos al utilizar aminas enantidmeras en la sintesis de los

mismos.

La introduccioén del ligando voluminoso PPh; en el entorno del 4&tomo de platino,
con aminas alifaticas en trans, produce un aumento en la actividad citotoxica tanto
en células normales como tumorales. Este aumento de la citotoxicidad podria ser
debido a un mayor dafio o distorsion en el DNA producido por el volumen estérico
de la fosfina, asi como una mayor acumulacion de complejo en la célula debido al
caracter lipofilico de ésta, que le permitiria atravesar la membrana plasmatica de la

célula con mayor facilidad.

La determinacion de la actividad citotoxica de los complejos de Pt(Il): trans-
[PtCly(isopropilamina)(PPhs)] y trans-[PtCly(amina)(4-hidroximetilpiridina)] y
trans-[PtCly(amina)(3-hidroximetilpiridina)], donde amina = NH; o isopropilamina,
en células normales y tumorales, pone de manifiesto que la sustitucion de un ligando
NHj; por la 3 6 4- hidroximetilpiridina en la molécula de transplatino no produce
aumento de actividad citotdxica en células tumorales; sin embargo, la sustitucion de
los dos ligandos NHj3 por la isopropilamina y el ligando 3 6 4- hidroximetilpiridina
provoca un aumento de la citotoxicidad en células tumorales, tanto sensibles como

resistentes al cisplatino.

Los datos de citotoxicidad, junto con la solubilidad, de los complejos trans-
[PtCly(isopropilamina)(3-hidroximetilpiridina)] y #rans-[PtCly(isopropilamina)(4-
hidroximetilpiridina)], indican que éstos son los mas interesantes para un estudio

mas completo.
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5.

Los complejos de platino que presentan los ligandos isopropilamina y 3- 6 4-
hidroximetilpiridina en trans, producen un mayor nimero de aductos intracatenarios
estables, menor capacidad de labilizacion de los aductos por otros componentes
celulares, y cambios conformacionales en la doble hélice de caracter no
desnaturalizante, que parecen ser necesarios para producir una buena actividad

citotoxica

Aunque el dafio producido en el DNA por los complejos trans-
[PtCly(isopropilamina)(3-hidroximetilpiridina)] y #rans-[PtCly(isopropilamina)(4-
hidroximetilpiridina)] es similar, la diferente posicion del grupo hidroximetilo

parece influir sobre la respuesta de la maquinaria celular al dafio.

La presencia de la proteina p53 y la diferente posicion del grupo hidroximetilo
en los complejos trans-[PtCly(isopropilamina)(3-hidroximetilpiridina)] y trans-
[PtCly(isopropilamina)(4-hidroximetilpiridina)] influye sobre la fase donde se puede

detener el ciclo celular.
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