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Muchosdelos que me precedieron enla obligacion de pronunciar
la leccidn inaugural de un nuevo curso académico comenzaron
solicitando la benevolencia de tan ilustre auditorio, para fortale-
cer su espiritu con la indulgencia del mismo. Yo deseo también
hacerlo asi, y confesar mis limitaciones al dirigirme a un publico
tan selecto y heterogéneo.

Como debio ocurrir también a muchos de los que me precedie-
ron,la eleccion de esta primeraleccion me llevo a serias reflexio-
nes, impuestas por la necesidad de tratar algin tema cientifico
que, entrando dentro del dominio de la Quimica Inorganica,
pudiera ser de un interés general para este auditorio.

Debo sefialar lomucho que pesé en 1a eleccion el hecho de perte-
necer al claustrode la Facultad de Farmacia, cuyo objetivo cien-
tifico se centra esencialmente en torno al medicamento.

Un hecho, excepcionalmente coincidente con el comienzo de
este curso, condicioné también lalibertad enlaeleccion: lainau-
guracién de las magnificas instalaciones de la nueva Facultad de
Farmacia. Todo ésto me inclind por unaleccién que sirvierapara
reforzarlaidea, tantas veces defendida por mi, de la singularidad
y perfil propio de los estudios de farmacia, incluso en el plantea-
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miento de los objetivos de disciplinas basicas, como la Quimica
Inorganica, que pudieran parecer de un dominio general y
comuin. Estoy convencidode la importancia que las orientacio-
nes y matices en su planteamiento didactico tienen a la hora de
servir al curriculum farmacéutico.

En razén a lo expuesto me decidi por un tema de Bioinorganica
que, ademas de importantes connotaciones con el medicamento
y la salud, tuviera un manifiesto interés interdisciplinar, pudiera
cimentarlo en mis conocimientos cientificos y, al mismo tiempo,
jlustrarlo con alguna informacion de mi propia investigacion.

Asifue comome decidi por este titulo: 4 [gunas bases quimicas y
estructurales de la accion antitumoral de complejos inorgdni-
'os.

De antemano sé que para su desarrollo he de entrar en campos
que solapan con la Medicina, con la Biologia y la Bioquimica,
con la Quimica Orgénica, y con otras disciplinas de las que hay
cientificos muy cualificados entre el auditorio. A ellos, sobre
todo, pido comprension, ya que trato de informar de aspectos que
afectan al campo de la Quimica dela Coordinacion, aunque obli-
gadamente tenga que referirme, por razones did4cticas, a cues-
tiones relacionadas con sus especialidades. El desarrollode esta
leccién me pone en este serio compromiso, pero al mismo tiempo
me va a permitir entrar en uno de los campos mds interesantes y
activos con los que se enfrentan actualmente los cientificos ensu
lucha con la terrible y temible enfermedad del cancer.
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INTRODUCCION

El cancer se caracteriza esencialmente por la multiplicacion y
difusion incontrolada de formas celulares, poco diferenciadas y
aparentemente anormales que, desde un tumor primario, pueden
ser enviadas, a través de la sangre o del sistema linfético, a otras
zonas del organismo donde producen tumores secundarios o
metastasis del tumor primitivo.

Las causas de la enfermedad no son simples, aunque se conoce
que ciertos metales actian como sustancias carcinogénicas. La
mayor parte de los céanceres se cree, sin embargo, que son causa-
dos por compuestos que tienen caracter de ligandos, como benci-
dina, isoniacida, metabolitos de triftéfano, 8-hidroxiquinoleina,
etc. y algunos canceres producidos por virus.

Laterapia del cancer tropieza con el problema que plantea la difi-
cultad de su localizacion inminente, ya que sus signos no suelen
manifestarse hasta que las células cancerosas se implantan enun
tejidonormal. La terapia a emplear viene, entonces, determinada
por el estadio de la enfermedad cuando es detectada, recurriendo
alaextirpaciénquirirgicay alairradiaciénenlos casos de tumo-
res localizados.

Estas técnicas aportan, sin embargo, soluciones que son muchas
veces limitadas, sobre todo cuando se ha producido ya la inva-
sién de érganos nobles o cuando ya han aparecido metastasis o
tumores secundarios.
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En estos casos de canceres diseminados surge la quimioterapia
COMO recurso necesario para su tratamiento, campo en el que se
viene investigando activamente desde hace mas de cuarenta
anos.

Sin embargo, antes de 1969 elinterés de los cientificos se centrd
en el conocimiento de la carcinogenicidad de metales y sus sales
mas que en el de sus potenciales propiedades anticancerigenas.
Pero a pesar de la dispersion de las investigaciones realizadas
sobre la actividad anticancerigenade las sustancias quimicas,los
resultados condujeron alaintroduccion de compuestos, comolas
mostazas nitrogenadas, en el tratamiento de leucemias, asi como
de otros agentes anticancerigenos, como antibidticos, derivados
. de nucleosidos, esteroides, antifolatos, etc., para llegar final-
mente al empleo de los compuestos de coordinacion, en especial
complejos de platino (II) y analogos, en el tratamiento de deter-
minados canceres en humanos.

DESCUBRIMIENTO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA
DE COMPLEJOS DE PLATINO

Estudios en bacterias

La comunidad cientifica internacional atribuye, de hecho, el
empleo de los compuestos de coordinacion en la quimioterapia
del cancer al descubrimiento de laactividad bioldgicade comple-
jos cloroaminados de Pt(II), realizado por Barnett Rosenbergen
el afio 1965.

Cabe sefialar que, como ha ocurrido con otros importantes even-
tos cientificos, el descubrimiento de Rosenberg fue casual y sur-
gi6 a raiz de su traslado, en 1961, desde el Departamento de
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Fisicadela Universidad de Nueva York al de Biofisicade la Uni-
versidad del Estado de Michigan. Atraido por unas microfoto-
grafias de células en fase mitdtica de su division, disefid una serie
de experiencias para estudiar el efecto de los campos eléctricos y
magnéticos en la multiplicacion celular. Ideo para ello un apa-
rato, equipado con electrodos de platino introducidos en un
medio de cultivo “C”, conteniendo NH ,Cl (medio de cultivo
“C”: 2 g/lde NH,CI; 6 g/l de Na,HPO ; 3 g/l de KH_PO ;
3g/1de NaCl; 0,01 g/l de MgCl, y 0,026 g/lde Na, SO, ). Para
comprobarsu funcionamientoy puesta a punto, realizé experien-
cias preliminares en cultivos con bacterias Escherichia coli en
fase de crecimiento estacionario, observandoun fenémeno cono-
cido, pero inesperado. Bajo la accion del campo eléctrico se
inhibe, como se observa en la figura 1,1a division celular perono
el crecimiento de las bacterias, que se desarrollan con una sor-
prendente filamentacion, alcanzando formas de longitud unas
300 veces superior a la de las formas normales.

Fig. 1.- Microfotografias de: a) cultivo normal de E. coli. b) filamentacién de E.

colien un medio de cultivo conteniendo unas pocas partes por millon de cisdiclo-

rodiaminplatino(II). (Tomado de “Nucleic acid-metal ion interactions”. Ed. por
Thomas G. Spiro (1980) ).

Pero el gran acierto de Rosenberg estuvo ensospechar que la fila-
mentacién no era debida a la corriente eléctrica sino a trazas de
productos formados en el medio por electrolisis. Se encontro, en

— 13 —



efecto, que se habia producido la disolucion electrolitica de unas
10 ppm de Pt desde los electrodos, con formacion del complejo
hexacloroplatinato(IV)de amonio, (NH, ), [Pt Cl ], pero cuyas
disoluciones recién preparadas, a concentracion de 10 ppm, se
comportan como un agente bacteriostatico que inhibe el creci-
miento celular. Sinembargo, cuando envejecen durante 2-3 dias,
se tornan muy activas en la produccién de filamentacion, por
experimentar la siguiente reaccion fotoquimica:

[PtC1,]* + nNH, — [PtC14(NH3)n]‘2‘“* + nH* + nCI-
llegando hasta la especie neutra, cis-[Pt C1 ,(NH ,), ] %, con gran

efecto inhibidor de la division de las células pero muy pequerio
sobre su velocidad de crecimiento.

Los resultados llevaron a Rosenberg a ensayar también los iso-
meros plano-cuadrados, cis- y trans- diclorodiaminplatino(II),
que se esquematizan en la figura 2,

*NHy a NHj a
PN / ' / P /
NH4 /CI ol NH,

cis-[Pt(NH,), C1 ] trans-[PtNH ), CL ]
(a) (b)

Fig. 2.- Estructuras de: (a) cis-DDP, (b) trans-DDP.

concluyendo que el principal responsable de la filamentacion es
elisomero cis y que el trans es practicamente inactivo alamisma
concentracion. Los complejos cargados, como el tetracloroplati-
nato(II) de amonio, (NH ), [Pt Cl ], son potentes bactericidas
incluso a bajas concentraciones. Fue por este curioso camino
como se reconocio la interesante actividad biologica del com-
puesto diclorodiaminplatino(II), conocido como cloruro de Pey-
rone, sintetizado por primera vez en 1845 y para el que A.
Werner resolvié ya, en 1890, su estereoisomeria.
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A diferencia de los agentes alquilantes bifuncionales, la filamen-
tacion causada por el cisplatinono es un hecho terminal para las
bacterias, pues cuando el complejo se separa del medio éstas se
dividen en bacterias normales, lo que llevé a pensar ya que el
fenomeno se debia a la interaccidn del complejo con las molécu-
las del acido desoxirribonucleico, DNA..

Elrelatonodebellevaralafalsaideade que,con anterioridad, no
se habia hecho un uso clinico de complejos metélicos en este
campo. De hecho, es larga la historia de compuestos, en particu-
lar de arsénico, antimonio y mercurio, utilizados en el trtamiento
de infecciones bacterianas, y de los que el ejemplo m4s significa-
tivo lo constituye tal vez el uso del Salvarsan (diclorhidrato de
3,3-diamino-4,4-dihidroxiarsenobenceno) en el tratamiento de
la sifilis. Pero el rdpido avance que, en la primera mitad de este
siglo, experimentala Quimica Orgénica y la Bioquimica condujo
aun importante desarrollo de otras sustancias antibactericianas
y al abandono del interés por los complejos metlicos, hasta que
se produce el descubrimiento de Rosenberg. A raiz del hecho se
despierta de nuevo el interés porlos complejos y, conla colabora-
cidonde los microbidlogos y con técnicas de alta sensibilidad para
detectar pequefias cantidades de metal unido a células, como el
empleo de '*'Pt y otros radionticlidos, se publican numerosos
trabajos sobre los efectos que sobre los microorganismos produ-
cencomplejos diversos de platino, paladio, rutenio, rodio, osmio
e iridio.

De estas investigaciones merece destacarse larealizadaen 1971
porunajovenmicrobidloga checa, S. Vasilukova, sobrela activi-
dad de complejos de platino frente a cultivos de E. coli previa-
mente infectados con el virus bacteriéfago -A.

Estas bacterias lisogénicas, con el DNA virico incorporado a su
DNA, desbloquean el genoma virico por adicion al medio de
menos de 0,1 ppm de cisplatino, lo que determina una infeccion
viral activa que conduce a la lisis celular. Otros complejos acti-
vosde platino son tambiéninductores eficaces del proceso, mien-
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tras que los no activos no conducen a la lisis, circunstancia que
hacia pensar que los dos efectos, lisis y filamentacion, pudieran
surgir por un mecanismo similar que tuviera su causa en la inte-
raccion del complejo con el DNA.

Actividad antitumoral

Se llegé a pensar asi que los complejos activos, que paralizanla
division celular, pudieran tener también propiedades anticance-
rigenas. En tal sentido, se realizaron experiencias con ratones,
tras la determinacion de la dosis de complejo que produce la
muerte del 50% delos animales,o DL ,(13mg/Kgdepesopara
el cisplatino), consistentes en inocular animales, por inyeccion
bajolapiel, con 10mgdel tumor sélido, Sarcoma-180,que en 10
dias se desarrolla hasta hacerse 100 veces mayor. Los animales
inoculados se tratan con 8 mg/Kg de cisplatino en inyeccion
intraperitoneal, comparandolos con un lote control, determi-
nando en cada caso, por extirpacion y pesada del tumor, la rela-
cién, T/C, entre el peso medio del tumor en el lote tratado y enel
lote control. Los valores hallados son menores que 0,5 fijados
como necesarios para considerar efectivala sustancia. Las expe-
riencias demostraron también la regresion, por el cisplatino, de
tumores de 1 g de peso en animales con 20 g, siendo normales las
espectativas posteriores de vida de los animales, que murieron
por envejecimiento después de 30 meses.

La figura 3 ilustra parte de estos resultados, que pusieron tam-
bién de manifiesto una vez mas la estereoespecificidad delas sus-
tancias, apoyando la conclusion de que los complejos conservan
su geometria en el entorno bioldgico en que se introducen, sin
degradarse a iones metalicos libres, con caracter de venenos
no especificos.
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as para la

muerte, 21

> Di

8 12 16 20 DiIAS

Tratado, a los 8 dias, con 8 mg/Kg de cis—Pl(ll)(NH3)2 cl,

8 12 16 20 36
DIAS

Fig. 3.- Fotografia que muestra laevolucion con el tiempo de dos ratones inocula-
dos con el tumor solido, Sarcoma 180. El de la parte superior, del lote control no
tratado con cisplatino, murid a los 21 dias de la inoculacion, cuando el tumor
pesabaunos 3 gr. Enel de la parte inferior, del grupo tratado al octavo dia con una
inyeccionintraperitoneal de cisplatino, se produjo laregresion del tumor seis dias
después, y murio de viejo a los tres afios. (De “Metal ions in biological systems™.
Vol. 11. Ed. por H. Sigel).

Ensayos clinicos

Tras estasy otras experiencias, se procedié al ensayo de los com-
puestos, en el U.S. National Cancer Institute, frente a ratones
con el tumor estandar liquido, Leucemia 1210, con resultados
que confirman su actividad y que se publicaron en el nimero 222
(1969) de Nature, en un célebre trabajo firmado por B. Rosen-
berg, L. Van Camp, J.E. Trosko y W.H. Mansour.

D_e todos los complejos ensayados el més activo fue el cis-
diclorodiamin Pt(II), con un amplio espectro frente a muchos
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tumores implantados en animales. E1 complejo se sometio a un
amplio “screening” farmacologico frente a diversos tumores,
realizando ademas estudios de toxicidad que dieron una valiosa
informacion sobre muchos aspectos de su comportamiento. Asi,
el cisplatino pasa, a los pocos minutos de su inyeccién enla cavi-
dad peritoneal, al torrente sanguineo donde, por la alta concen-
tracion en iones cloruro, se mantiene inalterado, excretdndose
por la orina sélo un 30-50% enlos primeros 5 dias, y el resto solo
lentamente. Un 5% atraviesa la membrana celular y en el cito-
plasma, donde la concentracion en ion cloruro es 1/30 de la del
plasma, se produce un cambio del cloruro por agua, para dar
compuestos cargados, en un mecanismo hidrolitico que se verd
mas adelante.

Para llegar a estos resultados fue preciso, como sefiala el propio
Rosenberg, abordar el problema con el concurso de especialistas
en quimica de la coordinacion, biofisica, biologia molecular,
fisiologia, farmacologia, microbiologia, patologia y clinica
médica, constituyendo sin duda el mejor ejemplo de la utilidad y
necesidad del establecimiento de estrechas relaciones interdisci-
plinares en la investigacion. Gracias a esta colaboracion, el
cis-DDP entra en 1972 en una primera fase de ensayos clinicos
en el N.C.I., comportandose como una sustancia de singular
actividad frente a tumores humanos, en especial los del aparato
genitourinario. Se observd, sinembargo, unacierta acumulacion
de platino en rifién, higado e instestino, y una escasa penetracion
en el sistema nervioso central. La nefrotoxicidad, con destruc-
cioén o necrosis de los tibulos renales, es factor limitante para la
dosis del farmaco, aunque se reduce significativamente por pre-
hidratacion con diuresis, o disminuyendola dosis, aprovechando
la accidn sinérgica que nace de su asociacion con otros agentes
quimioterapéuticos, como dietilditiocarbonato o tiosulfato. En
cualquier caso, latoxicidad, que se asocia generalmente ala apa-
ricion de nduseas, vomitos, cierta neuropatia periférica, puede
afectar también alamédula dsea, con unadisminuciondelosleu-
cocitos circulantes.

Pese aello, el cisplatino fue aprobado en Diciembre de 1978 por
la U.S. Food and Drug Administration (FDA) como farmaco
para el tratamiento de cdnceres de testiculos y ovarios y de
cabeza y cuello, comercializandose en formas conteniendo
| NaCl y manitol, con el nombre de Platinol, y en el Reino Unido,
| en marzo de 1979, como Neoplatino.

| La sefialada toxicidad del cisplatino, en especial su toxicidad

* renal, hizo que las investigaciones se orientaran rapidamente al
descubrimiento de nuevos complejos activos, menos toxicos, en
cuyo disefio fue esencial la intuicion de los especialistas en Qui-
mica de la Coordinacidn, ensayandose millares de sustancias
con diversos ligandos, resultando activas sélo un bajo porcen-
taje, de las que algunas se incluyen en la figura 4.

NH cl

~ N

| o O\"//’o

l CH3 C —R
NH, ol C%

N"z
7 (T
ol o

o

Fig. 4.-Estructuramolecular de otros complejos con elevada actividad antitumo-
ral. (a) dicloroetilendiaminplatino(II); (b) malonato (R sustituido) diaminplati-
no(IT); (c) cis-diclorobis(ciclohexilamina)platino(Il); (d) sulfato-1,2-diami-
nociclohexanoplatino(Il); () ciclobutano-1, 1-dicarboxilatodiaminplatino(IT).

\Pt
N
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Es sorprendente que, pese al enorme esfuerzo realizado, solo se
haya autorizado (en el Reino Unido), por su menor toxicidad, el
uso clinicodel ciclobutano-1, 1-dicarboxilatodiaminplatino(II),
cis-[Pt(NH,),(1,1-CBDCA)], con el nombre comercial de
carboplatino.

RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD ANTITU-
MORAL EN COMPLEJOS DE PLATINO

Reactiyidad de especies complejas

Mientras se progresaba enla preparacion y ensayode nuevos far-
macos, los equipos de investigacion, haciendo uso de los conoci-
mientos inorgdnicos bdsicos de la quimica del platino y, en
especial, de los avances logrados en la Quimica de la Coordina-
cién, centraron también sus esfuerzos, durante los afios setenta,
en el esclarecimiento de las correlaciones estructura-actividad
antitumoral.

Dadala gran afinidad del Pt(II) por el ligando NH , , parte de los
trabajos se orientaron ala preparacionde series analogas de com-
puestos resultantes de la sustitucion del ion C17, en el cisplatino,
por ligandos neutros o negativos, de diferente labilidad, de
acuerdo con el orden preestablecido siguiente:

H,0=F~>CI™>Br™>S8CN™>17>OH™=NH > CN~
Elensayode los compuestos en cultivos bacterianos y celulares y
frente a animales inoculados con el tumor S-180 reveld que com-

plejos con grupos labiles, como H,O y NO,™, son altamente
toxicos;que los de ligandos conenlaces robustos al platino,como
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SCN~ y NO_, son inactivos, y que los de alta actividad son
siempre compuestos con ligandos monodentados de labilidad
intermedia, como C1™ y Br—.

Otros trabajos se orientaron a la sintesis y ensayos biolégicos de
series andlogas de complejos obtenidos por sustitucion de los
ligandos Cl™ por agentes quelantes bidentados, ldbiles, como
oxalato, malonato y malonato sustituido, o a la sintesis de molé-
culas con los ligandos NH , sustituidos por aminas aliciclicas y
heterociclicas, o por aminas quelantes como la etilendiamina,
1,2-diaminociclohexano, etc. Algunos de éstos compuestos tie-
nen una actividad comparable o superior a la del cisplatino, pero
con indices terapéuticos mds altos, sobre todo los de baja
solubilidad en agua.

Los resultados revelan ademds una serie de hechos comunes que
correlacionan la estructura quimica con la actividad antitumoral
y que llevan areglas empiricas que, como otras generalizaciones
bioldgicas, tienen excepciones y deben contemplarse con
ciertas precauciones. '

— Los complejos activos tienen geometria plano-cuadrada u
octaédrica, pero con, al menos, dos ligandos monodentados,
labiles, en posicion cis (o un grupo 14bil bidentado) y con los
ligandos restantes, de cardcter inerte, firmemente unidos al
cation.

— Los complejos plano-cuadrados, (de Pt(I1)), u octaédricos,
(dePt(IV)),condosligandosinertes en posiciéntrans, soninacti-
vos a dosis para las que son eficaces los correspondientes isome-
ros cis.

— La neutralidad eléctrica de los complejos favorece la activi-
dad, pero formas activas pueden transformarse, en los medios
biologicos, en especies cargadas por un mecanismo de
cambio de ligandos.

—Formas cargadas de complejos andlogos a especies inertes se
comportan generalmente como sustancias de elevada toxi-
cidad.



— Los grupos labiles deben encontrarse en el complejo a una dis-
tancia proxima a 3,4 A, que coincide con la que existe entre los
planos de bases consecutivas de una misma cadena de
DNA.

Esta circunstancia, el mencionado fendmeno de la filamenta-
cién, que supone el bloqueo de la division celular perono del cre-
cimiento, y la referida actividad lisogénica de los complejos de
platino con accion antitumoral, son hechos que apuntaban clara-
mente a que la actividad bioldgica del cis DDP y otros comple-
jos de platino era determinada por su reaccién con las moléculas
de los acidos nucléicos y, fundamentalmente, con las del DNA.
Laidealleva, sinembargo,de inmediato ala preguntade (por qué
los complejos activos actian preferentemente o selectivamente
sobre las células tumorales, sin afeccion sensible de los tejidos
sanos? Este sigue siendo el gran problema, aun sin resolver, para
el que se han dado distintas interpretaciones que escapan al obje-
tivo de esta leccion. Pudiera sefialarse, sin embargo, como posi-
ble razon de este comportamiento singular que el mecanismo
enzimdtico de reparacion de las lesiones espontdneas o artificia-
les del DNA estd comprometido también en la reparacion de las
lesiones producidas por el cisplatino, y que la especializacién y
eficacia de los sitemas reparadores del DNA en células tumora-
les seamenor que en células de tejidos normales, aunque reaccio-
nes inmunoldgicas pueden resultar también operativas.

En cualquier caso, se imponia conocer los grupos funcionales del
DNA con los que interaccionan los complejos y esclarecer sus
mecanismos de accion a nivel molecular, asi como el papel de los
ligandos, l4biles y/o inertes, el de la geometria molecular y del
ion metdlico como condicionantes de la actividad. Contestar a
estas cuestiones ha conducido a la aparicion de un acumulo tan
grande de informacién puntual que ha desviado, en muchos
casos, la atencion del camino mas simple y directo, consistente
en el examen minucioso del antagonismo de la reactividad de los
isomeros cis-y trans- DDP frente al DNA. Los resultados obte-
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nidos hacen, en efecto, generalmente referencia a la accion del
cisplatino y permiten contestar parcialmente al problema, como
se vera mas adelante, aunque la cuestion siga siendo todavia un
campo apasionante en el que se continia trabajando inten-
samente.

Entender y racionalizar los resultados precisa plantear las bases
inorganicas que condicionan la quimica de la coordinacidon
del Pt(I).

ALGUNOS ASPECTOS DE LA QUIMICA DE LA
COORDINACION DEL PLATINO(II)

Geometria de los complejos

El analisis de los principios inorgénicos fundamentales que con-
dicionan la quimica de la coordinacién del platino debe hacerse
sin perder de vista las restricciones que en ella imponen los siste-
mas bioldgicos, con sus caracteristicas de fuerza idénica, tempe-
ratura, permeabilidad de biomembranas, etc. El moderado
cardcter reductor de estos medios obliga ademas a prestar aten-
cionpreferente alacoordinaciéndelion Pt(Il) que es, sinduda, la
especie de mayor significacion en esas condiciones. "

El ion Pt(II), con su configuracion electronica Xedf'* 5d8, se
caracteriza esencialmente por la formacion de complejos dia-
magnéticos de geometria plano-cuadrada, favorecida porla gran
diferencia energética que introduce la escision provocada por el

campo cristalino entre el orbital 5d.., y el 5d,2_ .2 (vacio)
(Figura 5). i -y
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Fig. 5.- Energias relativas de los orbitales d
en distintos entornos de coordinacion.

Los esquemas de escision de entornos pentacoordinados favore;
cenlaestereoquimicade pirdmide de base cuadrada, encontra de
1a realidad de los complejos conocidos de Pt(II) de mimero de
coordinacién cinco, que tienen estructura de bipiramide trigonal.
El hecho se debe a que las diferencias reales de energia entre los
orbitales dependen no sélo del cation sino también de los ligan-
dos. En complejos pentacoordinados de Pt(II) existe siempre al
menos un ligando aceptor de densidad electronica 7, que rebaja
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la energia de los orbitales 7 dadores del ion a valores que hacen
mas estable la configuracion de bipiramide. El hecho es de espe-
cial significacién y explica que las reacciones de sustituciéon en
complejos plano-cuadrados transcurran por un mecanismo que
conllevalaformacionde un intermedio pentacoordinado, de geo-
metria bipiramidal trigonal.

Los complejos plano-cuadrados de Pt(II) tienen, sin embargo,
unamanifiesta inercia cinética a la sustitucion, que contrastacon
l1a de complejos de la misma estereoquimica del ion Pd(II), de
radio andlogo y con una velocidad de reaccion unas 10° veces
superior. Esta gran diferencia en el comportamiento cinético se
debe alamayor extension espacial de los orbitales 5d del platino,
protegidos de la atraccion nuclear por el efecto de pantalla de los
electrones 4f, lo que inhibe la coordinacion axial y retarda la
velocidad de las reacciones de sustitucion.

Factores determinantes de la estabilidad

Elion Pt(II) se comporta frente a ligandos como un dcido blando
de Pearson, o ion de la clase b de Ahrland.

Se coordina, en efecto, con ligandos dadores oy, y con acepto-
res voluminosos y polarizables, segun la secuencia general:

S=C>1I>Br>CI>N>0> F

apoyada por los valores de las constantes globales de formacion
de diferentes sistemas plano-cuadrados, de los que se incluyen
algunos en la Tabla 1.

Asi, forma complejos con sulfuros, tioles ionizados (R-S7) y
tioéteres (R ,S) que son mds estables que los correspondientes
alcoxidos (R-O ™)y éteres (R ,0). Laestabilidad de sus comple-
jos con los iones hidréogeno-sulfuro (SH™) e hidroxido (OH ™)
es, sin embargo, comparable, mientras que los complejos con
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TABLA 1

Constantes globales de formacion de complejos
de Pt(I1) en agua a 25°C

Ligando Complejo logf,
CN~™ [Pt (CN),]*~ 42
NH, [Pt (NH,),|** 35°3
OH™ [Pt (OH),1*~ 35
) Pt1,]>~ 29°6
Br— [Pt Br ]~ 20°5
Cl— [Pt C1,]%~ 16°6

Tomada de “Mechanisms of Inorganic Reactions” (22 ed.). F. Basolo y R.G.

Pearson, (1967).

H,Oyconalcoholes (R-OH) son méds estables que losde SH ) y
tioles (R-SH), debido a que la protonacion afecta mds al cardc-
ter blando del azufre dador que a la dureza del oxigeno.

Esto, unido a que la actividad va asociada a la existencia en el
complejo de dos ligandos ldbiles en cis (o un ligando labil biden-
tado)justifica pensar que las reacciones del cisplatino pasen por
el desplazamiento previo de los ligandos cloruro por moléculas
de agua del medio.

Hidrdlisis de complejos de Pt(II) en medios bioldgicos

Se desperto asi un especial interés por el conocimiento de los
equilibrios hidroliticos de complejos de Pt(II) en el agua, el
plasma y fluidos intracelulares. Los resultados revelan, en
efecto, que la hidrdlisis se realiza con sustitucion del cloruro por
agua y disociacion posterior de los acuo-coinplejos, segun el
esquema siguiente:

-cr -Ccr
Pt(NHg)ZCl%—;——: PHNH; ), CL{H;0) T=== Pt(NHy),(OH,)5*
’H*" lr H+ + H"’l L_ H+
Pt(NH,),Cl{OH) PH{NH,), (OH) (OH)

Se forman asi las especies cargadas cloroacuo- y diacuodiamin-
platino(II) e hidroxocomplejos, pero conservandose siempre la
estereoisomeria, como ilustra la figura 6 para el complejo activo
cis-dicloroetilendiamina platino(II).

R cl e OHj v OHy'
— — : - ?
}-/*2(: \Pt\7 K=2.76 H/ZC / Pt/ K 138 7C /\Pt\/
H,C HoC H, C
: \N/ cl ’ \N/ \cx Ny OHz
H2 H2 H2
%’n:IL }%::548
H2 2 + H2
OH N OH5 N OH
AT 5Ty /T
/ —
H,C H2C \ HC
i \u/ cf \g/ oH \ﬁ/ oH
2 2 2

Fig. 6.- Reacciones de hidrdlisis del complejo activo [Pt(en)Clz]
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A partir de los valores de los pK _ de los correspondientes equili-
brios hidroliticos del cisplatino, y para concentraciones de ion
cloruro de 103 mM y 3,5 mM, andlogas a las que existen en el
plasma sanguineo y el interior de las células, se construyen los
correspondientes diagramas de distribucion de especies que se
muestran en las figuras 7y 8.

VO T T T T
T R -
- CInCm s OH", OH™
\\ /
\ ,/
£ (NHq), Pt XY N ;
A
2 {c17] = 103 mm N
z \OON
2 05f . Y v 1
g FA I
é \ 7
- cron SN N
s \ \
’ v N
/ /N N
/ SN N
CI°, Ha0 ”;-41 S
oF—===7=====7 T T =
4 5 6 7 8 9 10

pH

Fig. 7.- Fraccién molar de diferentes especies complejas de
cis—[Pt(NH ,) ,XY] enun medio con [CIT]=103mM. Lasfrac-
ciones molares de las especies - [PtNH ) (H 0).] y
[Pt(NH ), (OH)H O] no son nunca superlores a 0, 615
(Tomada de “Platmum Gold and Other Metal Chemotherapeu-
tic”. Ed. por S.J. Lippard).

1.0 T v T v paied

(NH3), PEX,Y s
[crr]=4mm

0.5

FRACCION MOLAR

o
Fig. 8.- Fraccién molar de diferentes especies complejas de

[Pt(NH ;) X, Y] en un medio con [C17] = 3,5 mM.
(Tomada & la misma referencia que la figura 7).
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Su andlisis revela que el ion cloruro, a la concentracion del
plasmay al pH fisiologico (7,2-7,4), reprime la hidrdlisis, predo-
minando las especies cis-diclorodiaminplatino(II), [Pt(NH ),
CL,], y, en menor proporcion, clorohidroxodiaminplatino(II),
[Pt(NH,),CI(OH)], ambas eléctricamente neutras, lo que faci-
lita su difusion al interior de las células.

Alaconcentracionde cloruro del citoplasma, 1a hidrélisis lleva a
la aparicidn, junto a las especies sin carga, de cantidades signifi-
cativas de las formas catidnicas, acuohidroxo- y, en menor pro-
porcion, acuoclorodiaminplatino(Il), [Pt(NH,),(OH)(H O™

y [Pt(NH,),CI(H, 0)]*, que deben ser las m4s activas, por su
carga posmva y portener agua como ligando,que es un excelente
grupo saliente.

Los grupos hidroxo no son ligandos labiles. Su afinidad para el
ion Pt(IT) es del mismo tipo que la del amoniaco y su sustitucion
exige el paso previo a H O por protonacion.

Su presencia plantea una compliacion adicional derivada de su
cardcter nucleofilico, pudiendo establecer puentes y formar
u-hidroxocomplejos dimeros y trimeros, y alos que, por su consi-
derable cargaidnicaeinerciaquimica, se les adscribe el principal
inconveniente que plantea el uso clinico del cisplatino, su
nefrotoxicidad.

El complejo trans-diclorodiaminplatino(II) sigue un esquema
hidrolitico andlogo al isdmero cis, conservando también su este-
reoquimica, pero los acuo- ¢ hidroxocomplejos resultantes no
son igualmente activos o inertes.

Cinética de las reacciones de sustitucion
Interesa considerar también la cinética de estas reacciones que

implican sustitucion de ligandos, por su significacion en el com-
portamiento general de los complejos en sistemas bioldgicos.
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Por su carga positiva y densidad electronica del ion, los comple-
jos de Pt(Il) pueden experimentar reacciones de sustitucion de
ligandos por ataque nucleofilico y electrofilico, segun el
esquema: '

PtLX+Y—PtL Y+ X

en un proceso que transcurre con considerable inercia y reten-
cién de la configuracion cis-trans. Existen pruebas indirectas de
que estas reacciones se realizan a través de un mecanismo aso-
ciativo con el disolvente, que implica la formacién de uninterme-
dio pentacoordinado para el que se supone una geometria de
bipiramide trigonal:

PtLX +5,ptLXs =X PtL.S
-Y1 l+y

(X e Y son los ligandos saliente y entrante, respectivamente, y S
el disolvente).

Lareaccion de sustitucion sigue, en efecto, una ley de velocidad
dada por la ecuacion:
v=(K, + XK, [Y]) [Complejo] (conK, » K ), donde K, es Ia

constante de velocidad de primer orden que varia con el disol-
vente y reflejala contribucion del mecanismo solvolitico, yK , es
la constante de velocidad de segundo orden, propia de un proceso
de sustitucidn bimolecular, cuyo valor depende de la naturaleza
del ligando, Y, entrante, variando en el orden:

Y = F~~H,0< NH,~CI~<Br <P < I"<CN~

conocido como “‘secuencia de nucleofilicidad’. Este orden es
similar al llamado “efecto trans-labilizante’’ de ligandos:
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T =H,0=0H"<NH,<<P <CI"<Br < I7=NO,~=

=C H,"<H <<CO<N"=C_H,
queindica el efectoejercido porunligando, T,entrans respecto a
un grupo saliente X, en la velocidad de sustitucion por un grupo
entrante, Y. La sustitucidon de X por Y transcurre por el mencio-
nado mecanismo asociativo que se esquematiza en la figura 9 y
que implica un intermedio pentacoordinado.

Y
s B
\Pt/ “"2_\{__ T('—\—’—-Pt/}'/ L \ /
A/ \X -Y ;/\}\\: + X A/ \
i) X \

Fig.9.-Mecanismo asociativo de sustitucién de ligandos, a través de un interme-
dio pentacoordinado.

El efecto trans justifica el curso seguido por las reacciones:

[P(NH,),1* S (prNH,), o1t L

trans-[Pt(NH ,),CL,T’

, NH NH,
[Pt C1,]*~ —= [Pt CI (NH)I~ cis-{Pt(NH ) C1,]°
yaque elion C1~,de mayor efecto trans, dirige al segundo ion (o
molécula de NH ,) entrante a la posicion trans (pese a ser el clo-

ruro un ligando mas 14bil que el amoniaco).

En general, el efecto trans-labilizante de un ligando T aumenta
consu caracter de base blanda, con el cardcter m aceptor y con su
menor cardcter dador o.

Existe tambiénun efecto cinético cis, generalmente de menor sig-
nificacidén que el efecto trans y cuya magnitud aumenta cuando
decrece el cardcter bdsico del ligando.

Estas consideraciones de cardcter inorganico sobre la quimica
de la coordinacion del Pt(II), contempladas en conjuncién con
las caracteristicas de los sistemas bioldgicos, suministran impor-
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tantes bases quimicas para el entendimiento del mecanismo por
el que transcurren las platinaciones en biomoléculas. Pero antes
de entrar en esta cuestion es preciso desarrollar unas ideas gene-
rales sobre la naturaleza y estructura del blanco principal de
estas platinaciones, la molécula de DNA.

ESTRUCTURA Y PROPIEDADES DEL DNA -
Esqueleto molecular

El1 DNA es la macromolécula de la herencia, que contiene el

codigo genético de la mayor parte de lo seres vivos. Resulta basi-

camente de la condensacion, a manera de filamento no ramifi-

cado, de un gran niumero de 2’-desoxirribonucledsidos, ligados

por puentes fosfodiester establecidos entre el hidroxilo 3’ del azu-
car de uno de ellos y el hidroxilo 5 del azucar del adyacente.

Resulta asi, por repeticion, la ‘secuencia fosfato 5’-d-ribo-

nucleodsido fosfato ribonucledsido, , que avanza en
el sentido 5——3’. En la cadena cada molécula de 2’-

desoxirribosa estd, asi, unida por el C-1’ auna base purica, Ade-

nina (A)o Guanina (G) a través del N-9, o a una base pirimidi-

nica, Timina (T) o Citosona (C) por el N-1.

La secuencia de bases a lo largo de la cadena polinucledtida no
estd, en modo alguno, restringida, siendo esta secuencia precisa
la que transporta la informacion genética. En la figura 10 se for-
mulan estas bases y se esquematiza un fragmento de una cadena
de DNA.

La asociacion de dos de estas cadenas, complementarias en la
secuencia de sus bases, antiparalelas en el sentido de su desarro-
llo (5> — 3’y 3’— 5%)yconarrollamiento plectonémico alolargo
de un eje comun,conduce alamoléculade DNA,que muestra asi
un esqueleto externo de unidades desoxirribosa-fosfodiester,
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Fig. 10.- Férmula de las principales bases puricas y pirimidinicas y esquema de
un fragmento de cadena de DNA..

con las bases puricas y pirimidinicas sefialando al interior de la
hélice y apiladas, con sus planos perpendiculares al eje del arro-
llamiento y casi perpendiculares a los planos del azicar.

La asociacion entre cadenas estd estabilizada por puentes de
hidrégeno entre pares de bases que, por requerimiento de los
puentes y por factores estéricos, se establecen especificamente
entre adenina-timina y guanina-citosina. Existe también una
estabilizacion adicional que nace del apilamiento columnar de
las bases.

Lafigura 11 muestra el esquema de apareamiento deducido por
Watson y Crick, entre los pares de bases A-T y G-C, yla asocia-
cion entre cadenas del DNA.

— 33 —



desoxirribosa

desoxirribosa

Fig. 11.- Modelo de apareamiento de pares de bases: (a) Adenina-Timina; (b}
Guanina-Citosina; (c) Asociacion de dos cadenas complementarias.
(De “Bioquimica”. L. Stryer. Ed. Reverté).

Niveles estructurales y polimorfismo estructural del DNA

Ademas de la “estructura primaria”, dada por la secuencia de
bases, y la “estructura secundaria’ que nace de la asociacion

- - . . 2
descrita de dos cadenas complementarias y antiparalelas, en

arrollamiento plectonémico, en el DNA se da una ‘“‘estructura
terciaria” en las superhélices del DN A circular o plasmidios de
células eucariotas, y una ‘“‘estructura cuaternaria” que corres-
ponde al ordenamiento que se da en el nicleo de células eucario-
tas, donde fragmentos de la doble hélice se asocian a proteinas
(histonas) para dar lugar a la cromatina y después a los
cromosomas.
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Laestructura tridimensional de lamoléculade DNA es, ademas,
sensible a los cambios conformacionales del anillo de 2’-
desoxirribosa, definidos por el desplazamiento principal de los
atomos C-2’y C-3’respecto al plano de los dtomos C-1°,C-4’y
0. Cuando este desplazamiento de los 4tomos C-2’ 0 C-3’se rea-
liza hacia el mismo lado del C-5’1a conformacidn se denomina
“C-2’endo” ¢ “C-3’endo”, respectivamente, y cuando se pro-
duce hacia el lado opuesto, “C-2’ex0”’ 0 “C-3’ex0”". (EnJacon-
formacion “C-2’endo” el carbono C-2’ se desplaza 0,5 A sobre
el plano del anillo hacia el carbono C-5’ y el C-3’unos 0,2 A en
sentido opuesto). La figura 12 representa esquemdticamente
estas conformaciones.

cs' cs' bose

\v./ci/ba“ a
) CZ‘Md ' '
ci\G<L oy ° T oeg

Fig. 12.- Representacién esquematica del plegamiento del anillo de desoxirri-
bosa en nucleotidos.

C3'endo

Esta y otras circunstancias relativas a factores externos, como
salinidad, temperatura y pH del medio, determinan un marcado
polimorfismo estructural en el DNA, del que las formas mds
representativas son, sin duda, las denominadas A y B, ambas en
a-hélice, destrogiras.

La mds frecuente, la B-DNA, es la conocida estructura de
Watsony Crick que se ilustra esquematicamente enlafigura 13y

que requiere restos de desoxirribosa con la conformacidn
C-2’endo.

El diametro de la hélice en esta forma B es de 20 A y la separa-
cion entre pares de bases adyacentes y perpendiculares al eje es
de 3,4A, conrotaciénde 36° ,de modo que la estructura se repite
cada diez restos por cadena, a intervalos de 34 A.



Surco
profundo

Surco
superficial

Fig. 13.- Representacion esquematica de una doble hélice de DNA y modelo
espacial mostrandolos dos tipos de surcos, mayor y menor. Laestructura es repe-
titiva a intervalos de 34 A, que corresponden a 10 residuos en cada cadena.
(Tomada de “Bioquimica”. A.L. Lehninger. Ed. Omega S.A.).

Estaforma, que esla de mayorimportanciabioldgica, genera dos
tipos de ranuras en la a-hélice, una mayor o surco helicoidal, de
11,7 A,y otras més estrecha, de 5,7 A, las dos de casi la misma
profundidad (8,5 y 7,5 A, respectivamente). De esta forma las
posiciones, en el surcomayor,N-7y Q-6 (N-6),delasbases gua-
nina y adenina y las posiciones O-4 (N-4) de las bases timina y
citosina, son muy accesibles al ataque quimico.

“El cambio del anillo de la desoxirribosa a la conformacioén C-3
endo modifica los pardmetros de la a-hélice a 28 A y 11 restos
por vuelta, originandose la forma A del DNA, con el plano de las
bases inclinado unos 20° con respecto al perpendicular al eje de
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la hélice. Esto hace que el surco menor, de 10 A, sea poco pro-
fundo (3-4 A) y bastante profundo el mayor (12-13 A) y con
anchura entre 10-20

Funciones biologicas

Para valorarlas consecuencias bioldgicas de la interacciénde los
complejos inorganicos con el DNA interesa referirse también,
aunque sea de forma suscinta, a algunas funciones biologicas
esenciales de esta macromolécula.

Desingularinteréseslareplicacidn, queserealizaconlaruptura
delos puentes de hidrogeno, seguida de laseparacién de las cade-
nas, actuando entonces cadaunacomo plantilla para la sintesis, a
partir de ella misma, de una nueva cadena compafiera, con for-

- macionde dos pares, en un proceso que se denomina semiconser-

vativo. Elfendmeno est4 controlado por las DN A-polimerasas y
serealiza en trozos (fragmentos de Okazaki) que se unen entre si
rdpidamente por enlaces convalentes por accion de la DNA-
ligasa.

Latranscripcion o copia de una cadena de DNA (por fragmen-
tos) paradarlacadenade RNA-mensajero, conunasecuenciade
bases complementaria, proceso que esté controlado porlaRNA-
polimerasa.

Ylareparacion, oreconstrucciondel DNA lesionado por fractu-
ras de una hebra o de la doble hélice a causa del doblado, pérdida
de bases al cambiar el pH, agentes quimicos del entorno, o por
accion de radiacion X o ultravioleta, que provocan frecuente-
mente la dimerizacion de dos restos de timina adyacentes. Este
importante proceso, que protege la integridad de la macromolé-
cula, se realiza por diferentes mecanismos en los que interviene
la accién de la DNA-polimerasa I y, posteriormente, la DNA-
ligasa.
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Propiedades fisicoquimicas

Es interesante también recordar algunas propiedades fisicoqui-
micas del DNA para entender los resultados de los estudios “in
vitro” de sus interacciones con iones metalicos y complejos.

Quiza la de mayor interés sea la desnaturalizacion, que se pro-
duce por pHs extremos en las disoluciones de DNA, por exposi-
cion a agentes quimicos y, sobre todo, por la temperatura. El

.proceso se traduce en la separacion de la doble hélice, por rotura
de puentes de hidrogeno y de las interacciones de apilamiento de
bases, pasando de la estructura nativa a formas monofilares, con
uniones al azar.

La desnaturalizacion se realiza en dos etapas, siendo la separa-
cion delas hebras, en la primera, solo parcial, manteniéndose un
segmento corto de la estructura duplohelicoidal, con al menos
doce pares de bases sin disociar y con los segmentos desligados
adoptando una conformacion cambiante. Si el proceso no ha
pasado de esta etapa, la doble hélice se reconstruye por enfria-
miento para formar un duplex completo por retorno a la confor-
macioén nativa, de minima energia potencial.

En la segunda etapa se produce la separaciéon completa de las
hebras que, por enfriamiento rapido, se doblan sobre si mismas
en un proceso de falsa renaturalizacion que lleva a segmentos
duplohelicoidales intracatenarios.

Ladesnaturalizacién va asociada a una disminucion de la visco-
sidad de las disoluciones y acompafiada de un efecto hipercro-
mico oincremento de la absorcion a 260 nm. que constituye una
medida del fenémeno.

La representacidn, frente a la temperatura, del incremento de
absorcion, AA, da una curva (figura 14) que, por la naturaleza
cooperativa de las muchas interacciones que desaparecen, tiene
un cambio brusco que recuerda la fusion de un compuesto orga-
nico. La temperatura de desnaturalizacion se acostumbra a
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designar, por ésto, como “punto de fusion”, Tm, que representa
aquella alaque se alcanza el 50% de desnaturalizacion. Su valor
varia para diferentes tipos de células, aumentando directamente
con el contenido enlos pares de bases guanina-citosa, que sonlos
de mayor estabilidad por unirse por enlaces de hidrégeno.

1,0 100

DNA viral 8o
DNA bacteriano

60

A A, 260 nm

40~

Porcentaje en moles de G + C

20

0,0

!
70 80 80 100 110

Fig. 14.- Puntos de fusion (Tm) de DNA (viral y bacteriano) y su relacion con el
contenido en pares de Guanina-Citosina. :
(De “Bioquimica”. A.L. Lehninger. Ed. Omega S.A.).

Elvalorde Tmes, pues, una medida fisicoquimica de la estabili-
dad del DNA. Cuando las macromoléculas interaccionan con
complejos metdlicos el valor Tm se afecta notoriamente, habién-
dose desarrollado un interesante método de espectrofotometria
diferencial ultravioleta para investigar la interaccion de comple-
Josinorgdnicos con DNA, fundado en que las bandas a 270 nm y
295 nm, en espectros diferenciales de DNA tratado, se deben a
un cambio en la estructura secundaria del DNA nativo, con
modificacion en la distribucién de la densidad electrénica de sus
bases. La relacion de absorbancias (diferenciales), AA 0!
AA,,, constituye asiuna medida de la interaccion del complejo
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conlasbases, alcanzando el cociente valores proximos a 2enpla-
tinaciones con cisplatino, y del orden de 1 para el trans-DDP y
complejos que no tienen actividad antitumoral.

Estas ideas, expuestas a un nivel elemental, permiten abordar el
objetivo fundamental de esta leccion: el conocimiento del estado
- actual de los modos de accion de complejos de Pt(II) con DNA.
La cuestion no es, por supuesto, sencilla, dada la extraordinaria
complejidad delligando, habiendo precisado el esfuerzo de equi-
pos multidisplinares, con especialistas en Quimica de la Coordi-
nacién y en otras disciplinas mas relacionadas con el plan-
teamiento e interpretacion de los resultados de experiencias “in
vitro” e “in vivo”, esenciales para la obtencion de conclu-
siones.

MECANISMOS DE ACCION DE COMPLEJOS DE
PLATINO CON EL DNA

El conocimiento de los mecanismos de la accion antitumoral de
complejos inorganicos es de gran interés porque puede marcar
las pautas que sirvan para el disefio de nuevos agentes antineo-
plésicos, més activos y de menor toxicidad que el cisplatino.

Esta es larazon del gran esfuerzo que se viene realizando, desde
el descubrimiento de Rosenberg, en muchos laboratorios del
mundo, dirigido a establecer modelos estructurales que informen
sobre los modos de accion de estos complejos.

Losresultados apuntan siempre a que la accion antitumoral tiene
su razon en las interacciones de los complejos con los constitu-
yentes del DNA, por lo que interesa analizar, aunque sea breve-
mente, las posibilidades de union de los grupos fosfato, del
azicar y de las bases, con cationes metalicos.
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Interacciones de los constituyentes del DNA con cationes
y complejos

Sinduda, el mayor numero de lugares reactivos enlamoléculade
DNA se da en la porcion basica, que contiene dtomos de nitro-
geno amidico y nitrégeno u oxigeno hexociclicos con capacidad
deformarenlace covalente con cationes de metales pesados. Son
estas, sin duda, las interacciones mas importantes y mejor estu-
diadas en compuestos de metales con nucledsidos y nuclectidos,
siendo los centros de metalacion mds singulares los siguien-
tes:

Posicion normal Posicién
Compuesto de coordinacién adicional
Adenosina N-7 N-1
Guanosina N-7 0-6, N-1
Citidina N-3 N-2, 0-4
(Uridina) N-2 0-2,0-4

Enadenosinay guanina, endisoluciénneutra, las posiciones N-7
y N-1son centros de metalacion igualmente favorecidos, pero a
pHdcidodecrecelacapacidad de coordinaciondel N-1dela ade-
nosina por su protonacion. La intervencién del N-1 en interac-
ciones por enlaces de hidrégeno entre bases favorece también la
posicién N-7 para la coordinacion.

La metalacion en pirimidinas tiene lugar, casi exclusivamente,
por el N-3.

La ﬁgura 15 ilustrala unién de guanosina al resto etilendiamina-
platino(II), Pt(en)**, en el complejo [Pt(en)(Guanosina),]**.
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Fig. 15.-Fragmento de laespiral formada pozl;_ unidades
de [Pt(en) guanosina) ) ] 2* ElrestoPt(en)”" seunea
la guanosina por coordinacicén al dtomo de N-7 de una
base, y al 0-6 de la adyacente por enlace de hidrégeno
con un grupo amino del ligando. (Se han omitido los
anillos de ribosa).

(Tomado de “Nucleic acid-metal ion interaction”. Ed.

por T.G. Spiro.
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Enellaseobserva,ademds dela coordinacion del grupo Pt(en)*
al N-7 de la base, la unidn al oxigeno hexociclico por enlace de
hidrogeno. Estos dtomos de oxigeno de purinas y pirimidinas
participan muchas veces de forma selectiva en las interacciones
al cation, pese a que la afinidad por cationes pesados de un
dtomo, electronegativoy duro, como el oxigenono pueda equipa-
rarse a la del nitrdgeno. Ejemplos de estas uniones selectivas a
travésdel oxigeno sonlos azules de platino-pirimidina, formados
por incubacion de cisplatino con pirimidinas sustituidas, o sus
andlogos como los azules cis-diaminplatino-uracilo y cis-
diaminplatino-a-piridona, de cuya descripcién prescindiremos
por razones de brevedad.

Pero pese al excelente cardcter de ligandos de las bases puricas y
pirimidinicas, los complejos de metales pesados con nucledsidos
y nucledtidos tienen también un importante componente de
cardcter idnico que surge por interacciones del catién con el
grupo fosfato anionico, y que deben también considerarse a la
hora de analizar la reaccion de complejos con dcidos nucleicos.
Estas interacciones representan, al menos, pasos intermedios
importantes en el establecimiento de la union definitiva del com-
plejo a la biomolécula.

Menos interés tienen las interacciones con el anillo de ribosa,
habiéndose comprobado la existencia de sélo algunos comple-
jos, como un quelato Cu-nucleétido formado, a pH superior a
8,5, por coordinacion del Cu(II) a los grupos 3’-y 5°- hidroxilo
del azicar.

Estas ideas, someramente descritas, tienen su confirmacion
directa en el analisis estructural de rayos X y son del mayor inte-
rés para la interpretacion de los mecanismos de accion de los
complejos de platino(IT) con el DNA.
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Experiencias “in vitro”

El establecimiento de estas interacciones es un hecho general-
mente aceptado. Infinidad de experiencias ““invitro”’revelan que
los complejos de platino(IT) reaccionan, en procesos lentos de 6,
12 0 mas horas, con el DN A nativo a dosis muy bajas, que expre-
sadas porlarelacion,r, de platino (o complejo) a base (o nucled-
tido) son del orden de r< 0,05.

La esterecespecificidad ya mencionada, caracterizada por los
altos niveles de actividad de los isomeros cis, y lano actividad de
los correspondientes complejos trans, hizo pensar ademas que
las interacciones del complejo, o alguna de sus formas resultan-
tes de la hidrdlisis, exigen posiciones reactivas en el DNA con
coformacién adecuada para la estereoquimica cis.

En apoyo de estas interacciones estan los resultados obtenidos
en ensayos encaminados a determinar la capacidad de células
amnidticas, AV, humanas, para la sintesis de proteinas,
RNA (transcripcion) y DNA(replicacion) por medida de la
incorporacion de los correspondientes derivados tritiados
*H-leucina, *H-uridina y *H-timidina. Dosis de cisplatino de
5 uM==1ppm, andlogas alas que se encuentran en células tumo-
rales animales tratados con la dosis terapéutica, inhiben a las
pocas horas lareplicacion del DNA de forma selectiva y persis-
tente, pero no la sintesis protéica o de RNA, que se mantienen
practicamente en el mismo nivel que el de las células del control
(Figura 16).

Enotraexperiencia enlaque se estudialarelacién entre 1a super-
vivencia de células HeLa (medida por su capacidad de formar
colonias) y 1a cantidad de cis- 6 trans- DDP unido al DNA (por
medida del platino extraido de las células) se encuentra, como
muestra la figura 17, que se precisan niveles de platinacion mas
altos de trans- que de cis- DDP para lograr una disminucién ana-
loga dela supervivencia, lo que nodebe estar motivado poruna dis-
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Fig. 16.- Efecto del cisplatino en la sintesis de macromolécu-
las, encultivosde células amnidticas con una concentracionde
complejo (uM=1 ppm) similar a la encontrada en células
tumorales de animales tratados con una dosis terapéutica. La
sintesis del DNA se mide por la incorporacion de timidina
tritiada. :

(De B. Rosenberg; Plat. Met. Rev., 15,3 (1971)).

tinta capacidad de los isdmeros para atravesar las membranas
sino por su distinto poder de reaccion con el DNA.

Sehamedidotambién en otra experiencia el porcentaje de inhibi-
cionde lareplicacion del DNA del virus (SV40) de células rena-
les de mono por accidn de cis- y trans- DDP, encontrando que en
muchos casos depende, como muestra la figura 18, de la concen-
tracion de platino en el medio, pero siendo mucho mas activo el
cisplatino, que detiene ya la replicacion en un 75% a'la concen-
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Fig. 17.- Relacion entre la supervivencia de células HeLa
tratadas con cis-DDP (@) y trans- DDP (a) y la magnitud
de la platinacion del DNA aislado de cultivos para-
lelos.
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Fig. 18.- Inhibicidn (%) de replicacién del DNA viral por
accion de cis-y trans-DDP (virus SV40en células renales
de mono).

(Tomado de “Biochemistry™, 24 (1985)).
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tracionde 10 uMy paraliza por completo la accion de las DN A -
polimerasas a concentraciones proximas a 25 uM, para las que
es inactivo el trans- DDP.

Los hechos experimentales revelan la existencia de interaccio-
nes complejo-DNA e importantes diferencias en el proceso entre
los dos isomeros, lo que debe tener su origen en un distinto modo
de interaccion de ambos compuestos, o de sus especies activas
intermedias, con los grupos funcionales de la macromolécula
ligando. En ambos casos debe darse la unién delos complejos ala
doble hélice, tras la destruccion de enlaces de hidrogeno para
dejar libres posiciones de coordinacion por las que se produzca
la unidn al platino. Pero (cuales son, en cada caso, los detalles
estructurales de estas interacciones? y (cuales las diferencias en
las formas de enlace responsables de la diferente eficacia biold-
gica de ambos isémeros?

Modelos de interaccion del DNA con cisplatino

La respuesta a estas importantes cuestiones ha preocupado y
sigue preocupando mucho a los especialistas que, en base a los
resultados, descritos ya en parte, sobre las interacciones de las
bases o sus derivados sencillos y de oligo- y polinucledtidos con
Pt(II), otros cationes y complejos, han desarrollado una serie de
modelos de los que se desprenden tendencias preferenciales
sobre reactividad y su dependencia estructural.

A este respecto, son importantes los resultados obtenidos por
estudios potenciométricos que revelan que en la reaccidn del
DNA con cisplatino, en determinadas condiciones, se liberan
dos iones cloruro y solo uno en la reaccion con el isémero trans,
hecho que habla claramente en favor de una forma diferente de
coordinacion, realizada siempre a través de posiciones ocupadas
por ligandos labiles.
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Se admite concaracter general que, por supolaridad negativa, los
puentes 3’5’ fosfodiester del armazdn externo del DNA ejercen
una atraccion sobre las especies catidnicas complejas de Pt(IT),
formadas a expensas del compuesto inicial, si bien por su cardc-
ter deligando ldbil y saliente, incluso mds que el agua, los grupos
fosfodiester ceden facilmente los restos Pt(NH 3 )** o0 andlogos a
otros grupos mas basicos de la macromolécula,

Hay que fijar, entonces, la atencién enlasbases nitrogenadas que
son las que, al pH fisioldgico (7.2-7.4), aportan los grupos coor-
dinantes mds apropiados. La misma secuenciadenucleofilicidad
encontrada para los nucledtidos 5’-monofosfato, en la que el
lugar mds avanzado corresponde a la guanosina-monofosfato
seguido de adenosina-monofosfato y, a mayor distancia, por
citosina-monofosfato y timidina-monofosfato, refuerza atin mds
lacapacidad preferente de coordinacion de los restos Pt(NH , ) **
o analogos a la porcion bdsica de la molécula de DNA.

Como se indico anteriormente, las posiciones de coordina-
cion preferente de las bases son, salvo circunstancias particula-
res, el N-7 en las bases puricas (A y G) y el N-3 en las bases
pirimidinicas (T y C), sin que puedan olvidarse otros atomos que
representan posiciones de coordinacion adicionales. El caracter
preferencial para la coordinacion del N-7 de las bases puricas
debe estar exaltado por el hecho de estar expuesto directamente
al medio, en el surco mayor de la doble hélice de la forma B del
DNA, y no implicado en la formacién de enlaces de
hidrdgeno.

En base a numerosos estudios en compuestos modelo, usando
poderosos métodos de RMN, difraccion de rayos X, e incluso
estudios inmunoquimicos, se han propuesto una serie de posibles
modos de interaccion del cisplatino con el DNA, razonable-
mente aceptables. Para su propuesta fue especialmente impor-
tante la observacién de que el complejo produce en la unién al
DN A la separacion y acortamiento de la doble hélice, fendmeno
este ultimoimpedido cuandolaplatinacion selleva acaboenpre-
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sencia delintercalador bromuro de etidio. El hecho es indicativo
de que el grupo Pt(NH, ), ** no sélo puede establecer uniones
entre posiciones de coordinacidn proximas sino también mds
alejadas enlacadena,lo que introduce la posibilidad de enlaces a
posiciones de coordinacion de bases diferentes. Tomando en
consideracion estas circunstancias, se han propuesto diversos
modos de reaccidn de los que mencionamos a continuacion los
mads significativos:

1.-Laquelacion por uniénsimultdneadel resto cis-Pt(NH 3),) +

a los centros nucleofilicos de una misma guanina, situacién no
permitida al isémero trans, frente al que la guanina actia como
ligando monodentado, segun muestra la figura 19.

Fig. 19.-Esquemas de reaccidn con guaninade las especies hidra-
tadas del: (a) Cis-PINH,)** y (b) trans-Pt(NH ,)**.
(Tomada de J.K Barton Y S.J. Lippard, Ann. N. Y. Acad. Sci.
313, 686 (1978) (modificada)).

Elesquema hasido muchas veces sugerido en base a propiedades
de compuestos modelo, pero no confirmado por estudios estruc-
turales de complejos de platino con guanina, siendo el que ha
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planteado la mayor controversia. Estudios muy recientes de
Luigi G. Marzilli, en los laboratorios del Anorganisch-
Chemisches Institut de la Technische Univesitit de Munich,
orientados a esclarecer el problema, parecen hablar de hecho en
contra de este interesante mecanismo de quelacion que explica-
ria el por qué de la actividad anticancerigena del cisplatino como
consecuencia de la lesion que produce la quelacion enla posibili-
dad de la formacion de puentes de hidrégeno con el nitrogeno
aminicodela citosina (ver figura 11). Sielquelatono esdestruido
o alterado antes de la replicacion, la guanina se veria obligada a
una asociacion forzada con timinalo que, en procesos de replica-
cién sucesivos, llevaria a la mutacién de la asociacion
GC—25AT, prediccion confirmada en estudios con bacterias y
células de mamiferos por Beck y Zwelling, respectivamente.

El esquema de quelacion sefialado podria informar también
sobre la accion selectiva del isémero cis frente a células tumora-
les si se admite que al menos ciertos canceres, como los produci-
dos por agentes alquilantes, tienen su origen en lesiones del
carcinégeno en el O-6 que no pueden ser reparadas antes que se
conviertan en células cancerosas. Las lesiones del cisplatino en
el 0-6 de guanina de células normales serian reparadas antes de
lareplicacion, pero no en las células tumorales, con deficiencias
en el proceso reparador.

2.— Otro esquema de uni6n bifuncional del cisplatino supone la
formacién de un quelato por enlace entre bases suficientemente
proximas de dos cadenas distintas de la doble hélice del DNA.
Este modo de quelacion no ha encontrado gran apoyo experi-
mental en compuestos modelo, aunque se sabe que una pequefia
fraccion de las platinaciones del DN A se realiza porel estableci-
miento de puentes intercadenas. Se han propuesto como posicio-
nes de coordinacion los atomos de nitrégeno aminico de
moléculas contiguas de adenina, uniéndose el complejo en la
forma que se ilustra en la figura 20.
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F'ig‘ 20.- Esqu;r_na de quelacion del resto
cis-Pt(NH 3),  ados unidades contiguas
de adenina de cadenas distintas. (Id.
Figura 19).

El Ipodelo es sugestivo para interpretar la inhibicién de la repli-
c.ac1('>n, pero no tiene el suficiente soporte experimental. Se sabe
sin embargo, que en ensayos ‘‘in vitro” con células incubadas con,
cis-y trans- DDP ambos isémeros muestran un poder compara-
ble de formar enlaces intercadena, mientras que “in vivo” el is6-
mero cis tiene una capacidad diez veces mayor que la del trans
para la misma dosis de platino.

Compuestos modelo, cis-o trans- [Pt(NH, ), GC]** (donde G y
Cson g}lanina y citosina con los atomos N-9 y N-1 bloqueados
por radicales metilo o etilo en lugar de por d-ribosa) sugieren la
fgrmacio’n de puentes entre el N-7 de guanina y el N-3 de cito-
sn}a,. debiendo causar el cisplatino una perturbacién estructural
mas 1m1?ortante en lamolécula de DNA. De hecho, en todos los
complejos cis- [Pt(NH ), AB] de estructura conocida, las bases
adoptan una orientacion que lleva a angulos diedros muy abier-
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tos, mientras que en los complejos trans las bases siguen
siendo coplanares.

3.—Mas probable parece ser la quelacién puente entre dos bases
distintas de una misma cadena o quelacion puente intracadena,
mecanismo muy sugestivo que solo puede establecerse con los
isdmeros cis. La platinacion puede realizarse implicando en la
coordinacién a los atomos N-7 de dos bases puricas (G y/o A)
contiguas, como muestra el esquema de la Figura 21.

Fig. 21.- Esquema de quelacion del resto
cis-Pt(NH 3) 5 2* 4 dos unidades contiguas
de guanina de una misma cadena. (Id.
Figura 19).

La quelacién puente intracadena de una agrupacion cis-
Pt(NH ), ** debe causar una gran perturbacion estructural en el
DNA, pues requiere importantes dngulos diedros entre los pla-
nos de las bases implicadas. Este hecho y la coincidencia de la
distancia que separa las dos posiciones en cis del complejo conla
distancia de empaquetamiento entre pares contiguos de bases ha
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despertado grandes espectativas sobre este modelo de pla-
tinacion.

Elesquema estd, de hecho, apoyado en interesantes estudios de
compuestos modelo y se piensa que sea ésta tal vez la principal
lesion que los complejos antitumorales causen en el DNA.

Estudios inmunoquimicos de aductos cis-DDP-DNA apoyan
también este mecanismo de interaccion. Se ha visto, en efecto,
que sise inyecta en animales DNA con cisplatino ligado se desa-
rrollan anticuerpos, especificos paralos aductos cis-DDP-DNA
pero no para los aductos con el isémero trans y que pueden utili-
zarse como utensilio para el estudio de las interacciones Pt-
DNA. Investigaciones realizadas con homo- y heterocopo-
limeros, tales como poli(dG). poli(dC), poli[d(GC)].
poli[d(GC)] y poli[d(AG)]. poli[d(TC)] utilizando estos anti-
cuerpos mono y policlonales demuestran que la principal causa
antigénica es la unién intracadena cis-[Pt(NH , ), d(GpG)] y, en
menor extension, la unidn d(ApG). Los anticuerpos reconocen
el DNA platinado condiversos cis-diclorocomplejos de Pt(II),lo
que demuestra que estos complejos, bioldgicamente activos, for-
man enlaces intracadena d(GpG) y d(ApG).

Asimismo, recientes estudios estructurales hanllevado ala reso-

lucion de la estructura de algunos oligonucledtidos platinados

con el grupo cis-diaminplatino(II), con resultados que apoyan el

ultimo esquema de coordinacién propuesto. Asi ocurre con los

ob’tenidos en la investigacion del desoxi-fosfato——Guanosina-

—3 fosfo-~Guanosina-diaminplatino(II), cis-[Pt(NH )./
d(pGpG)}]™ cuya estructura se esquematiza en la figura 223, 33

para el que los hechos mas significativos son los siguientes:
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Fig. 22.- Estructura molecular del aducto cis-[Pt(NH,),
{d(pGpG)}] (una de las cuatro moléculas de la celda unidad).
(De J. Am. Chem. Soc. 109, (1987)).

La coordinacion del grupo cis-[Pt(NH,),]*" a los N-7 de dos

nucledsidos de guanosina adyacentes para dar un anillo quelato

de 17 miembros, produciendo esta quelacion intracadena una
compresion en el esqueleto que obliga al anillo desoxiribosa del
nucledsido 5° a adoptar la conformacion C 2’-endo propia de la
forma A del DNA. Almismotiempo se produce tambiénuna per-
turbacion en la orientacidn de los planos de las bases de guanina,
que dejan de ser paralelos para formar un diedro de 76,2 a 86,7
grados, seguin la unidad elegida de las cuatro que forman la celdi-
lla elemental. La fuerte perturbacion local producida en la
estructura del DN A puede ser determinante de la actividad anti-
tumoral del cisplatino. Estudios realizados con otros oligonu-
cledtidos platinados, con tres, cuatro y hasta 12 unidades de
nucledtido, llevan alos mismos resultados, el paso ala conforma-
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cién C 3’-endo y la unidn del resto cis-[Pt(NH 3),] ** alosN-7de
dos nucledsidos de guanina adyacentes.

Estosy otros datos revelan, por tanto, que el cisplatino establece
“in vitro” e “in vivo”, fundamentalmente quelaciones puente
intracadena, segun las secuecias d(GpG) y d(ApG), es decir,
puentes tipo 1,2 entre los dtomos N-7 de dos bases puricas de
nucledsidos adyacentes de una misma cadena. Estudios estruc-
turales, y en especial de RMN, de aductos de Pt(NH,),?" con
nucledsidos y nucledtidos de guanina realizados por Reedijk,
Marcilli y Gronenberg, demuestran también la formacidn de
aductos monofuncionales de formula cis-[Pt(NH 1),CI(GMP)]
con el platino ligado al N-7 (I) y que se forma junto a un aducto
1,2 con el resto Pt(NH., ), *" puenteando a dos unidades de gua-
nina (II).

En los mismos estudios se ha puesto de manifiesto la formacidn
de otro aducto monofuncional con dos unidades de Pt(NH,), *
unidas a un mismo nucleosido o nucleétido (Guo 6 GMP), a tra-
vés de los N-7 y N-1, (IIT). (Ver férmulas I, IT y III).
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Interacciones del DNA con trans-DDP
Aunque las investigaciones estructurales se han centrado casi

totalmente en aductos del cisplatino con DNA en razon de su
actividad biologica, desde hace algun tiempo se presta también



cierta atencion a los modos de unién en aductos trans-DDP-
DNA, yaque pueden ayudar a prescindir de algunos aspectos del
mecanismo molecular del isémero cis. Se sabe que el trans-DDP
experimenta el mismo proceso de hidrdlisis y forrpa enlaces
intercadena andlogos al isomero cis, pero su tendencia a formar
puentes intracadena es menor.

Estudios de las formas de union del trans-DDP a polinuclec_jti-
dos, con las porciones de guanina separadas por un nucledtido
intermedio, (d(GpTpG) o d(GpCpG)), revelan que los aductc?s
contienen siempre uniones 1,3 intracadena, con la secuencia
d(GpNpGpNG), donde N es el nucledtido interpuesto (A, Co
T),lo que lleva a anillos de 23 miembros, mayores que los de 17
formadosporelcis-Pt(NH ), *" . Enlafigura 23 se representaun
fragmento de la estructura cristalina del aducto [Pt.(NH 3)_ )
{d(ApGpGpCpT)}] en el que se observa el quelato 1,3 intraca-
dena de 23 miembros, por unién de cis-[Pt(NH ), ]*" al N-7 de
adenina(1)y al N-7 de guanina(3). El nucleosido interpuesto es,
en este caso, la guanosina(2). Ladistorsion conformacional enel
anillo de ribosa debe ser menor en este caso, y presumiblemente
la lesidn estructural en el DNA sea mas fécil de reparar que la
causada por el cisplatino.

Fig. 23.-Fragmento de trans-[Pt(NH , ) , {d(ApGpGpCpCpT))].
Platinacion sobre d(ApGpG). (N7-A(1), N7-G(3).
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Hasta el momento no se han encontrado anillos quelato 1,2 del
trans-[Pt(NH ), ]** conbases adyacentes de una misma cadena,
pudiendo ser estas diferencias en la regioespecificidad y este-
reoespecificidad de ambos isémeros la causa de su distinto com-
portamiento bioldgico.

ESTUDIOS CON OTROS METALES

De la exposicion anterior pudiera obtenerse la falsa idea de que
los estudios sobre la accion antitumoral de complejos inorgdni-
cos se han reducido esencialmente a los compuestos del
platino.

Sinembargo, lasinvestigaciones con complejos de otros cationes
se iniciaron ya bastante antes del descubrimiento de Rosenberg.
Asi,en 1947 sesintetizany ensayan ftalato-complejos de Co(IT),
Ni(II), Fe(II), Cu(II) y Mn(Il), y butilftalato-complejos de
Cu(II), Ni(II) y Co(II), algunos con cierta actividad antileucé-
mica y activos frente a tumores sdlidos.

En 1957, Balo y Banga, tomando como base la teoria de que el
metabolismo oxidativo estd reprimido en las células tumorales,
buscaron complejos autooxidables de metales esenciales, con
acido ascorbico y metabolitos del ciclo de Krebs como ligandos,

capaces de promover el mecanismo de la oxidacién e inhibir asiel
crecimiento del tumor.

Otros muchos compuestos, entre ellos complejos aminados de
Co(IIl) y Cr(III) preparados por investigadores japoneses, se
ensayaron en los afios cincuenta frente a diferentes tumores.
Pero los estudios racionales sobre complejos con otros metales
distintos del platino no se inician hasta que se descubre la activi-
dadbioldgica y se empiezan a conocer los mecanismos de accidn

— 57 —



del cisplatino. Sin embargo, las investigaciones realizadas hasta
la fecha con complejos de otros metales son menos importantes
que las de complejos de platino, siendo en éstos donde se han
logrado los avances ma4s significativos sobre relaciones estruc-
tura-actividad. Estos estudios son, de hecho, los que han estimu-
lado a los investigadores a la busqueda de nuevas sustancias,
tomando como base supuestos deducidos para los complejos de
platino,como el que compuestos muy inertes deben ser poco acti-
VOS y que compuestos muy reactivos deben interaccionar con las
biomoléculas antes de alcanzar los lugares donde han de ejercer
su accion. En el disefio de nuevos compuestos se manejan, pues,
ideas basicas de 1a Quimica de la Coordinacion, pudiendo sefia-
larse, entre otras, las siguientes:

—Que la fuerza de los enlaces en complejos de cationes con un
mismoligandocrece al pasardela 12ala 32serie detransicion,de
forma que los metales mds pesados serdan los que determinen
lesiones de mas dificil reparacidn.

—Que porsu cardcter blando los iones de metales pesados forman
los complejos mads estables con ligandos con atomos dadores
polarizables.

— Que la inercia a la sustitucion de ligandos en complejos de
metales de transicion crece al avanzar de la 12 a la 32 serie (los
complejos de iones de la 22y 32 series de transicion son dema-
~ siado inertes lo que justifica su no intervencion en funciones
metabdlicas).

De todo lo anterior se desprende que la mayor parte de los com-
plejos potencialmente activos serdn de metales de 1a mena del
platino, tales como Rh(III), Ru(II), Ir(1I1), Pt(AV), Ru(IIl) y
Os(IV), y dentro de los de geometria plana cuadrada (d®), ade-
mas del Pt(II), los formados por Pd(IT), Au(III), Ru(I), Ir(I) y
Ni(II) (este ultimo demasiado l4bil).

Estas cuestiones, determinantes de la estabilidad y reactividad
deuncompuesto, son de la mayor significacion alahora de enjui-
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ciar la posibilidad de alcanzar el blanco donde ha de ejercer su
accion antitumoral. Otras propiedades, como solubilidad en
agua y liposolubilidad, han de ser también tenidas en cuenta
como condicionantes del paso, a través de la membrana, al inte-
rior de la célula y de la posibilidad de su eliminacidn por via
renal.

Todas ellas se han puesto en juego en el disefio de complejos de
potencial actividad antitumoral con metales como rodio, pala-
dio, rutenio, iridio, cobre, cobalto, hierro, cinc, oro, etc. Sin
duda, los mds numerosos son los trabajos sobre actividad anti-
cancerigena de complejos de rodio, posiblemente por el descu-
brimiento de la filamentacidn bacteriana que producen muchos
compuestos del tipo trans-[RhX L 1Y, (L = piridina, piridina
sustituida o un ligando bldentado como etilendiamina, 2,2’-

bipiridilo 6 1,10-fenantrolina). Se observo que la filamentacion
parace estar relacionada con el cardcter lipofilico de los comple-
jos. Suestructura trans contrasta con la configuracion cis exigida
en complejos de platino, habiéndose realizado algunos estudios
sobre formas de unidn a componentes celulares, de los que, por
razones de tiempo, s6lo mencionaremos lo que se conoce para
complejos tetra-u-carboxilato de dirodio(II), de férmula:

Ny
R\c{/m'\o \c/R
¢ ° /\0/

Fig. 24.- Estructura de complejos tetra-u-carboxilato de
dirodio(II). L'son ligandos axiales y R lacadena carbonada
unida a los grupos carboxilato.
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donde L representa ligandos axiales y R la cadena carbonada
unida al grupo carboxilato. Los complejos forman aductos por
coordinacion con nucledfilos enlas posiciones axiales, son acti-
vos en ensayos ““in vivo” frente al tumor ascitico de Enrlich en
ratones blancos Swiss, en especial cuando se asocian a la
arabinosil-citosina.

La investigacién de la interaccion de estos carboxilato-
complejos de rodio con macromoléculas bioldgicas revela que su
enlace se establece con ligandos con nitrégeno dador y en las
posiciones axiales. Ensayos en ratones con bitirato de rodio(II)
y propionato de rodio(II)revelan lainhibicion de mas del 90%de
la sintesis del DNA a las 24 horas de la incorporacion.

Muchas m4s investigaciones se han realizado con complejos de

rodio, cuya descripcion se omite por razones de tiempo.

Sin embargo, y como final de esta exposicion, hemos creido de
interés hacerreferencia a algunos de los resultados obtenidos con
Pd(II), un catién d® como el Pt(II) pero de la segunda serie de
transicién. La quimica de la coordinacion de ambos iones es ana-
loga en términos de sus estados de oxidacién, nimeros de coor-
dinacién, geometria asociada a cada estado de oxidacion y
afinidad por ligandos similares. Asi, los complejos de Pd(II) son
también de estereoquimica plano-cuadrada, aunque algo menos
estables en el sentido cinético y termodindmico que los de Pt(II).
El orden de reactividad para complejos de los iones, d?, isoelec-
tronicos, Ni(II), Pd(II), Au(IIl) y Pt(II) es el siguiente:

Ni(II) PA(II) Au(TII) PH(IT)
5.10° 10° 104 1

Enconsecuencia, lamayor labilidad de los complejos de paladio
lleva a pensar que sean menos prometedores e inferiores a los de
Pt(II) como agentes anticancerigenos.

Para esclarecer estas hipdtesis se han ensayado una serie de
complejos analogos a los de Pt(I), como [Pd Cl,en], [Pd Cl,
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(Me, en)], etc. frente a E. coli en medio de cultivo “C”’ y que se
comportan como bacteriostaticos a bajas concentraciones,
observainc?ose filamentacion sélo con [Pd Cl, en] a concentra-
cién proxima a la dosis letal.

Otros muchos complejos de Pd(II), con ligandos como hidra-
cina, piperidina, dimetilglioxima, etc. se han ensayado también
frente a cultivos bacterianos y tumores, con resultados, casi
siempre, contradictorios. Su, casi general, inactividad se ha
interpretado como debida a la rapida reactividad de los grupos
salientes, lo que ha llevado a la preparacién de sustancias con
ligandos de labilidad mds moderada. Se han aislado, en efecto,
hidroxocomplejos mondmeros y oligémeros con actividad anti-
tumoral, en especial las especies dimeras y trimeras que son, a su
vez, menos toxicas que el mondmero.

Complejos con los grupos ldbiles sustituidos por un ligando,
como malonato y otros grupos bidentados, son también activos,
en extension a veces comparable o mayor que la del cis-
platino.

Los resultados descritos nos animaron a proyectar unainvestiga-
cion,realizada ya, en gran parte, en los Laboratorios de Quimica
Inorgdnica dela Facultad de Farmacia, consistente en aislar cis-
dicloro-complejos de Pd(II) (siguiendo directrices paralelas a
estudios realizados sobre complejos de Pt(II) por Ifiagakiy cols.)
con ligandos quelato que, ademds de no plantear problemas de
incompatibilidad fisioldgica a la dosis que se empleen, permitie-
ran conocer lainfluencia de la liposolubilidad en 1a cinética de su
posible actividad, asi como comparar la actividad de complejos
cargados y neutros.

Se centro, por ello, la atencidn en una familia de cuatro cis-
dicloro-complejos, quelados con los a, w-diaminodcidos, DL-
2,3-diaminopropidnico (dapH) y DL-2,4-diaminobutirico
(dabH) y sus correspondientes ésteres etilicos, que se sintetiza-
Ton por primera vez y se caracterizaron, por analisis y técnicas
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fisicoquimicas, como sustancias que responden a las formu-
las siguientes:

H,
H C
1 [Pd(dapH)Cl,] /Cz_ CH-COOR ”"f/ “SCH-COOR
11 [Pd(dapEt)Cl] N, NH, AN
, Pd\ /Pd\
dabH)Cl
991 [Pd( ) 2 Cl/ cL Cl Ct
IV [Pd{dabEt)Cl] I RzH M R=H
: IL R:Et IV R=Et

Es de esperar que las formas esterificadas, eléctricamente neu-
tras, mas permeables para las membranas celulares, sean biolo-
gicamente mas activas que las formas acidas, que a pH 4,5
existen ya como formas aniénicas [Pd(dda)Cl,]~. Ambas for-
mas, dcidas y esterificadas, se comportan, sin embargo, de la
misma forma a pH mas alto, formando hasta pH 8 clorohidroxo-
complejos y, a pH mas alto, dihidroxocomplejos, por intercam-
bio de los ligandos cloruro.

Las cuatro sustancias ejercen ya, auna concentracion proximaa
micromolar, un marcado efecto inhibitorio en el desarrollo de un
cultivo de E. coli, que es completo para una concentracionde 75
uM. El compuesto cis-dicloro-2,4-diaminobutirato de etilopala-
dio(II), a dosis de 50 uM, conduce a formas polinucleadas, de
aspecto filamentoso, fendmeno caracteristico de complejos anti-
tumorales, aunque la filamentacion no implique siempre activi-
dad antitumoral.

Estos resultados justificaron investigar también el efecto parasi-
ticida de los complejos sobre cultivos ““in vitro’ de formas epi-
mastogoticas de Tripanosoma Cruzi, con un resultado que fue,
en principio, extrafiamente negativo, lo que desperto nuestro
interés por las condicines en que se habian realizado las expe-
riencias. Al conocer que se habia utilizado como disolvente
dimetilsulféxido, pensamos que la sustancia podria haber susti-
tuido a algunligando cloruro, labil, por union por el atomo de azu-
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fre, de cardcter blando, modificando el posterior compor-
tamiento bioldgico de los complejos. Aconsejamos utilizar, por
ello, un medio acuoso de cloruro como disolvente, comporatan-
dose todos los complejos como muy activos en estas nuevas con-
diciones. Curiosamente, con posterioridad a estos hechos,
durante 1987, ha aparecido una investigacion que estudia la
cinética a 37 de la sustitucion de cloruro por Me ,50, en cis-y
trans-DDP, y que revela la sustitucién de un ion cloruro
segun la reaccion;

[Pt(NH,),C1,] + Me,SO —s [Pt(NH,),(Me,SO) Cl]*

con una vida media para los isémeros de 60y de 8 minutos, res-
pectivamente. Enelisémero cislareaccionconMe ,SO prosigue
para formar otros productos por rotura de enlaces Pt-NH _, a
causadelefecto cinéticotranslabilizante del Me ,SOunidoporel
atomo de azufre.

Este relato se incluye aqui para llamar la atencion de los investi-
gadores que generalmente utilizan Me ,90 como disolvente en
estudios bioldgicos. Muchas de las experiencias sobre actividad
biolégica de complejos se han realizado en estas condiciones y
han catalogado, sin duda, como inactivas a sustancias que real-
mente no lo seran.

Los porcentajes de inhibicién logrados por el complejo cis-
(dicloro-2,4-diaminobutirato de etilo) paladio(II) frente a Tripa-
nosoma Cruzi son de un 100% a las 24 horas, a dosis de 100
pug/ml del complejo, actividad parasiticida que es superior a la
del cisplatino. '

Con el estimulo de estos resultados se amplié la investigacion de
los complejos al estudio de su reactividad “in vitro” frente a
DNA de distintas procedencias (esperma de salmén sonicado,
de estreptomices sp.y humano), comparando los efectos sobre la
desnaturalizacion y renaturalizacion (por la disminuciénen Tm
e hipercromicida (H%)) con los producidos por el cisplatino, asi
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como frente a cromatina aislada de eritrocitos de pollo. El com-
plejo con 2,4-diaminobutirato de etilo se estudi6 también “in
vivo” en su actividad sobre el DNA cromosdmico de las glandu-
las salivares de larvas de mosca Drosophila hydei, asicomoenla
consiguiente inhibicion de la transcripcion cromosdmica, es
decir, en la formacién de hibridos DNA-RNA.

Los resultados obtenidos permiten destacar, ante todo, lareacti-
vidad inmediata de los complejos de paladio, frente a la inercia
del cisplatino, en las reacciones conel DNA.. Se aprecia ademds
que el complejo con 2,4-diaminobutirato de etilo y los otros com-
plejos de Pd(II) son entre 100y 250 veces mds efectivos que el
cisplatino (tabla 2) y producen una desestabilizacion de la
estructura secundaria del DN A en doble hélice, favoreciendo su
desdoblamiento enunmecanismo global de accion anélogo aldel
cisplatino, pero cinéticamente mucho mds rdpido.

TABLA 2

Parametros de desnaturalizacién de DNA nativo y
en presencia de [Pt(dab-Et)Clz] y cis-[Pt(NH 3)2C12]

Tm (°C) H (%)
DNA nativo 68,9 33,5
DNA-Pd (r = 0°0005) 68,9 28,4
DNA-Pd (r = 0°0010) 65,7 24,4
DNA-Pd (r = 0°0015) 47,8 11,0
DNA-Pd (r = 0°0020) 40,6 10,1
DNA-Pd (r = 0°0025) ND ND
DNA-cis-DDP (r = 0°25)* 65,7 35,4
DNA-cis-DDP (r = 0°25)" 64,9 28,2

Tm: Temperatura de desnaturalizacién de la molécula de DNA.
H: Hipercromicidad.* Incubacionde 15 minutos. " Incubaciénde 48 h.

Nota: El efecto del compuesto de paladio es independiente del tiempo de
incubacion.
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Los ensayos de la cinética de la renaturalizacién del DNA reve-
lan,ademds, que lainhibicién de este proceso es mayor cuando el
complejo de Pd(IT) actia sobre DNA nativo que cuando lo hace
sobre DN A desnaturalizado. Los complejos de Pd(I1) son acti-
vos no solo frente al DNA nativo sino también frente al DNA
unido a las proteinas, a juzgar por los resultados de los estudios
con cromatina aislada de eritrocitos de pollo.

Muy interesante son los resultados obtenidos por microinyec-
cion del complejo de Pd(II) con 2,4 diaminobutirato de
Et (107°M) en larvas de la mosca Drosophila hydei, que reve-
lan que los complejos actian también sobre el DNA cromoso-
mico, afectando al ordenamiento estructural del asociado a
proteinas, induciendo, como muestra la figura 25, la formacion
de hinchamientos o expansiones (“‘puffs”) alcanzando al
material genético de las células de organismos superiores.

.

Fig. 25-.— Cromosomas de Drosophila: (a) Estado normal. (b) Puffs formados por
tratamiento con [Pd(dab Et)Cl 2] (marcado con la flecha).
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Todos los resultados sefialan a un mecanismo similar al de los
complejos de Pt(II), y a que los complejos de Pd(II) deben ser
también agentes antitumorales.

Pero antes de realizar un “screening’’ de la actividad de los com-
plejos investigados de paladio(II) frente a diferentes tumores,
solidosy liquidos, era preciso obtener datos sobre niveles de toxi-
cidad de las sustancias. Para ello se realizaron ensayos con lotes
deratones blancos Swiss de 25 g.de peso, alos que,porinyeccion
intraperitoneal, se les suministraron dosis crecientes del com-
plejo cis-(dicloro-2,4-diaminobutirato de etilo)paladio(II),
observando una toxicidad muy baja, hasta el punto de que fue
imposible determinar los valores de DL, pues los limites de
solubilidad en agua exigian, para proseguir en el aumento de la
dosis, volumenes de disoluciénnotolerables porlos animales. Es
obvio, sin embargo, que el complejo es mucho menos toxico que
el cisplatino, lo que abre interesantes expectativas, ya que la qui-
mioterapia con complejos de Pt(II) viene seriamente limitada
por la nefro-y hematotoxicidad, aun a dosis terapéuticas. Se
estimo, por ésto, de interés analizar las posibles lesiones morfo-
I6gicas causadas en animales por nuestro producto, para lo que
se trataron dos lotes con dosis de 2,66 mg/Kgy 26,6 mg/Kg de
peso, sacrificando los animales a los 5 dias, comparando los
hallazgos histopatoldgicos con los producidos por dosis idénti-
cas de cisplatino en un lote control.

Ninguno de los productos produce, a la dosis baja, lesiones visi-
bles por microscopia dptica en los drganos estudiados (rifion,
higado, bazo). '

Sin embargo, dosis de 26,6 mg/Kg de cisplatino provocan, a
nivel cértico-medular, la destruccion de las células epiteliales de
los tibulos contorneados proximales, sin fragmentacion de la
membrana basal, con pérdidadelborde encepillode los tubulos y
formacién de cilindros granulares e hialinos a nivel de tibulos
colectores, sin afectacion de éstos. Los glomérulos aparecen
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indemnes, todo ello compatible con el diagndstico de una necro-
sis tubular aguda.

Sin embargo, el tejio renal de raton tratado con nuestro complejo
de paladio no muestra ninguna de las lesiones mencionadas, con-
servandose intacto el epitelio, con el borde en cepillo.

Dosis de 26,6 mg/Kg de cisplatino producen también en el bazo
una drdstica disminucion de megacariocitos (células mvltinuclea-
dasPAS positivas)asicomounafrancadeplecién linfoide, mien-
tras que el bazo de animales tratados con el complejo de paladio
no muestra diferencia significativa con el de animales del lote
control, no tratados.

Los hechos experimentales resefiados son, en conjunto, sorpren-
dentes, y despiertan una enorme inquietud por conocer el com-
portamiento de estos complejos neutros y esterificados de
paladio frente a diversos tumores liquidos o sélidos, implantados
en animales. En esta fase se encuentra el trabajo que ocupa a las
personas implicadas en esta investigacion, y que constituyen un
grupo abierto, interdisciplinar, en el que colaboran miembros de
los Departamentos Universitarios de Quimica Inorganica,
Microbiologia y Parasitologia, en la Facultad de Farmacia, y de
Anatomia Patologica e Historia de la Ciencia, en la Facultad de
Medicina (Universidad de Granada), asi como del Centro de
Biologia Molecular del CSIC (en la Universidad Auténoma
de Madrid).

Fue precisa esta colaboracion multidisciplinar al modo de la
establecida por el Profesor Barnett Rosenberg, descubridor de
los complejos de platino para el tratamiento del cancer.

Como muestra de reconocimiento publico debo mencionar, en
justicia, a las personas que hicieron posible la obtencién de
estos resultados.

A mihija, Maria Luisa, querealizd sobre este tema su Tesis Doc-
toral dirigida por mi, y por los Profesores J. Niclds Gutiérrez y
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M.z T. Fernandez Martinez, del Departamento de Quimica
Inorgdnica.

A la Profesora M. Ferrer Moreno del Departamento de Micro-
biologiay alos Profesores A. Osuna Carrillode AlbornozyM.C.
Lopez Lopez, del Departamento de Parasitologia.

Al Profesor F.O’valle Ravassa,del Departamento de Anatomia
Patologica e Historia dela Cienciay al Prof. de InvestigacionDr.
C. Alonso, del Centro de Biologia Molecular del CSIC.

Dentro de este afio se cumpliran los veinte de la primera eviden-
cia de la accidn anticancerigena de los complejos de platino, y
unadécadade laaprobacidonde suusoclinico. Mucho se haavan-
zado en el corto espacio de tiempo transcurrido, aunque todavia
no haya respuestas definitivas al mecanismo de la accidn antitu-
moral de los complejos inorganicos.

Para avanzar en este campo es clara la necesidad de la colabora-
cionde equipos multidisciplinares, enlos que tendrdan mucho que
decir también los quimicos inorgdnicos.

Afortunadamente es cada vez mayor la apertura de los equipos
de investigacién a colaboraciones de este tipo y que, a mi juicio,
debieran ser promovidas, para el desarrollo de grandes temas de
trabajo, por los equipos universitarios de gobierno.

Se aprovecharia, de esta forma, el gran potencial cientifico de la
Universidad, aunando esfuerzos para el desarrollode temas alos
que vale la pena entregarse plenamente.
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