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Uno de los frentes mas activos que mantiene el hombre
en su guerra abierta contra la enfermedad es, por supuesto, la
lucha contra el cancer. En la actualidad, la prevencién del
cAncer es mas un deseo que una realidad. La extirpacién
quirurgica o la irradiacién de tumores sélo aportan soluciones
limitadas, tropezando con dificultades insalvables cuando
existe invasién de Organos nobles o cuando, a traves de la

sangre o del sistema linfatico, un tumor primitivo produce

focos metastésicos ©O tumores secundarios. Sobre esta base, la

tratamiento

pbliquimioterapia surge como una necesidad para el

farmacolégico del céancer. Tras la introduccion de las "mostazas

nitrogenadas" para el tratamiento de leucemias a finales de los

anos 40, una intensa labor investigadora perseguia el

con una actividad mas

descubrimiento de agentes antitumorales

selectiva frenteé a un amplio espectro de céanceres. Fruto de

este esfuerzo investigador son los cerca de treinta potentes

compuestos antitumorales, no exentos de efectos secundarios
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indeseab : : e
les, que se usan en la poliquimioterapia de) - chhsa
ie]l cancer.

l o -

farmacoldgi ¢
gicas como son, los agentes alquilantes, productes

naturales, antibiéticos, derivados de nucleésidos, antifolatos
inhibidores de la mitosis, esteroides y compuestos de

coordinacién de platino(II).

Aungue el estudio de compuestos de coordinacidén como
potenciales agentes anticancerigenos se 1niclé en la decada de
los afios 40, los descubrimientos de la actividad biol6gica de
complejos cloro-aminados de platino (1965)* vy, en concreto, de
las propiedades antitumorales del cis-diciordiaminplatino(II)
(cis-DDP'o cis-platino) frente a leucemia L1210 en ratones
(1968)2 por el prof. Barnett ROSENBERG VY colaboradores se
reconocen en la comunidad cientifica internacional como el
comienzo de reciente historia de los compuestos de
coordinacién en la quimioterapia del cancer. Se trata, ademas,

de una curiosa nistoria donde el fenémeno sorprendente y casual

desempena un papel tan destacado como su acertada

interpretacion cientifica. Lo sorprendente fue la filamentacion

(hasta alcanzar unas 300 veces SU loagitud

normal de 2-5 my) en un medio con cloruro conteniendo 2

electrodos de platino, entre los que se accionaba el paso de

una corriente eléctrica. El acierto de Rosembersg (1965)* estuvo

en no atribuir el fentmeno a la corriente eléctrica (cuando 1o

que oroyéctaba era realmente investigar los efectos de campos

sobre 13 division celular), sino

eléctricos Y magnéticos

desmostrar después, que tal f{lamentacion

explicar, y
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t
+

bacteriana ¢
i era debida a muy pequerias cantidades de

clo~o-compleijo i :
% Jos aminados de platino(II,IV), producidos por

le . .

experi o
P encias .demostraron que el principal causante de la

£ & !
flamentacién del colibacilo era el cis-DDP, mientras que su

isémz | ‘
maro geometricontraqs-DDP resulta practicamente inactivo a

las 1ismas dosis.

+

-

H . N————CI |

o I
i %

H Ct cl NH

cis-DDP _ trans-DDP

Los primeros estudios sistematicos de la actividad
biol sgica de los cloro-complejos de platino pusieron de
manifiesto dos circunstancias de particular relevancia, con
vistas a su potencial actividad como antitumorales. De una

par :e, la estrecha correlacién entre los efectos biolégicos

(terapéuticos y/o toxicolégicos) ¥ la reactividad de los

clcro-complejos de platino con el DNA, resultando mucho mas

act.ivo el cis-DDP que su isémero trans. por otro lado ¥ pese a

la inercia quimica de las uniones (NHa)2Pt-DNA, las lesiones

causadas en la superestructura del DNA son susceptibles de ser

reparadas por los conocidos mecanismos enzimaticos (mas © menos
sufisticados) de que disponen las células para reconstruir esta
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crucia
1l biomoliécula. Estas y ntras circunstancias, relacionadas

con la estabilidad conformacional del DNA, han impulsado

extraordinariamente la investigacién de las interacciones de

ibnes metalicos con los a4cidos nucleicos (DNAs,RNAs, y con sus

constituyentes. Paralelamente, también se han visto fbmentados

(no siempre con un planteamiento tipico) los. estudios de la
interaccién de complejos de platino o de otros metales de
transicién con estas macromoléculas y con las biomoléculas que

las integran.

La bibliografia original directa o indirectamente
relacionada con las propiedades antitumorales de complejos de
platino y de otros metales &s extraordinariamente variada y
abundante®. En ella se hace referencia desde las més
sistematicas correlaciones estructura quimica-actividad
biolbgica o antitumoral, hasta problemas relacionados con la
toxicidad, efectos de complejos sobre el sistema inmunitario,
potencial mutagenicidad y carcinogenecidad de complejos a dosis

normalmente subterapéuticas o, tambien, a propiedades biolbgicas

(antibacterianas. antivirasicas, etc.) 4que con frecuencia,

aunque no necesariamente, manifiestan los complejos con

actividad antitumoral. Una revisién de tan diversificada

informacion cientifica se resiste a la formacién , cada vez mas

especializada, de la mayor parte de la poblacion cientifica,

aunque, POT fortuna y PoTr la'vigencia del tema, se‘dispone de

4=-11 de uno © varios de los

autorizadas y constantes revisiones

ctura de estas fuentes de revision

aspectos mencionados. La le

y en lo posible, de articuios eriginales muestra, ademas del
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esta i
do actual de este apasionante campo de investigacién, una

seri i i
ie de generalizaciones, criterios y planteamientos que aun

a :
ntendiéndose como constante objeto de renovacién, armonizan

con cierta coherencia la labor realizada y, lo que no es menos

importante, apuntan las directrices que, salvo sorpresas

polarizan las futuras investigaciones a corto y medio plazo en

el referido contexto.

~ Se admite sin ambigziedad, por ejemplo, que el cis-DDP
es mucho mas activo que el trans-DDP?-*2, hasta el extremo de
que este ultimo carece de propiedades biolégicas significativas
a dosis para las que cis-DDP es un agente antitumoral frente a
un marcado amplio espectro de canceres. Existia una notable
evidencia de que la reaccién de ambos isémeros con DNA tenia
multiples aspectos comunes?~*°, aunque se manifiestan con muy
distinta intensidad. Sin embargo, la idea apuntada desde hace
cierto tiempo por Rosenberg (1978)® de que "sélo las reacciones

que puede dar el complejo cis-, pero no el trans-, deben ser

probablemente significativas”, no ha sido mas que recientemente

verificada (en parte).mediante estudios cristalograficos (1985,

1987) de los productos de reaccién de cis- Yy de trans-DDP con

una serie de oligo-desoxi—nucleétidos cuidadosamente

disefiada*®.

El cis-DDP no es' activo frente a todo tipo de

o
tumores, pero los mayores inconvenientes que plantea su us

toxicidad, sobre todo

estan mas bien relacionados con Su

toxicidad se explice
renal”. Curiosamente, buena parte de esta
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por la f
formacién de u-hidroxo-complejos, dimeros y trimercs

carga i
gados y extremadamente inertes, siendo asi que la "inercia"

de los complejos de platino(II), 10®-10%* veces mayor que en los

analogos de paladio(Il), se ha aceptado como "condicién

ne ” ”
cesaria" para obtener la perseguida actividad biolégica. Un
comentario hecho por Cleare® en este sentido hace tiempo

(1974), en una de las primeras revisiores sobre "Complejos de

metales de transicidn en la quimioterapia del cancer”, ¥

mantenido después por Cleare e Hydes (1980) parece haberse
dejado sentir. Sin embargo, recientes investigaciones de Gill
(1984) demuestran que determinados complejos de paladio(1I)
muestran una actividad antitumoral frente al sarcoma

ascitico-180J, superior a la del complejo analogo de

platino(II).

Algunos de los complejos de paladio(II) encontrados
activos por Gill contienen ligandos bidentados (diaminas,

dicarboxilatos). El uso de quelantes, sobre todo de diaminas,

sustituyendo en este caso a las moléculas de amoniaco (ligandos

inertes) en cis-DDP, es un criterio muy difundido en la

sintesis de nuevos complejos potencialmente antitumorales. como

procedimiento que garantiza la disposicion cis- de los 1igandos

inertes Y labiles en un compleljo plano-cuadrado de platino(II)

-y, por tanto, que impone la configuracién o geometria molecular

que se presume va 2a resultar de mayor‘actividad. Ademas, otro

argumento que sé considera na priori” favorable es el uso de

moléculas plologicas (como los

1igandos "naturales”, €S decir,
facilmente metabolizables (como los

aminoacidos) o
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dicarboxilatos) que, en caso de desplazarse del entorno del

metal en el complejo, resulten "fisioldgicos" o al menos no

causen problemas de toxicidad. Asi, siguiendo el criterio de

usar diaminas guelantes como ligandos inertes y la sugerencia

de D.R. Williams de incorporar aminodcidos a quelatos metalicos

que pretendan usarse con fines <clinicos, Inagaki, Kidani vy

colaboradores (1980) prepararon cis-diclorocomplejos de

platino(Il) con los diaminoacidos 2,3-diaminopropiénico (dapH),

2.4-diaminobutirico (dabH) y 2,3-diaminosuccinico (dasHz).

COOH

T 7
~pt”” 2 CH-cooH oN-CH

~N
e A >'ml el
Ci 2

H N cl TSH N-CH
2

pl(dapH)Ciz Pt(d«?ll.‘:uH)Cl2

\ / _COOH
SeH
e \ e

H,N NT NcooH

Pt(dasHZ}C|2

« (

{licos, dando
. - s grupos carboxi

fuerza acida de su

debe exaltar la

{con
iénica negativa

ies de carga
disociaciéon espec

membranas bioldgicas Y.

por

i de
dificultad para difundir a través
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sobre t & & '
odo, con una considerable pérdida de capacidad para

ataca
r al DNA), por lo que Inagaki, Kidani Yy cols. prepararon e

investigaron también los dicloro -complejos de platino(II)

analogos con los correspondientes ésteves etilicos de los

diaminoacidos. Este interesante estudio comparativo revelé que

los dicloro-complejos de platino(II) con diaminoacidos vy sus
ésteres etilicos producen una interaccién con el DNA,semejante
en la forma, pero mads intensa en los productos esterificados
(eléctricamente neutros). Esta idea de esterificar los grupos
carboxilicos de aminoacidos (y péptidos), para mejorer dlespues
sus quelatos de dicloroplatino(II) "neutros”, ha sido
fomentada, entre otros, por el profesor Wolfgang Beck y cols.

(1980) .

Estas y otras muchas consideraciones deben tenerse en
cuenta a la hora de plantearse la realizacién de un trabajo en
'el campo de los compuestos de coordinacién de platino o de
otros metales como potenciales agente antitumorales. Pero sobre
todas estas u otras consideraciones , que después guardaran una

relacién mas O menos evidente con nuestro proyecto, Ssurge una

imperiosa necesidad, tanto mas insalvable cuanto mas amplio sea

nuestro objetivo, que es la colaboracion en equipo

multidisciblinario. Esta es, dede luego, una necesidad que

surgloé desde un principio y que el propio Rosembersg {(1980)°

expresaba asi: "Nos enfrentabamos, entonces, a una serie de

interrogantes cuyas respuestas eran requeridas con urgencia ¥

competencia en Quimica de 1la

precisaban de experta

Biologia Molécular.

Coordinacién. Bioquimica, Biofisica,
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Fisio
logia, Patologia, Farmacologia, Microscopia Electrénica

Inmunologia vy, finalmente, en Medicina Clinica u

En wuna palabra, es preciso contar con el mas amplio

abanico de disciplinas de la Quimica y Biologia. Esta
circunstancia se pone, claro esta, de manifiesto en la
bibliografia, pero se siente de forma aun mas tangible en
reuniones cientificas internacionaies. como la III Conferencia
Internacional sobre Quimica Bioinorganica (Noordwi jkerhont,

Holanda, 1987)*2-%3 o los llamanos "Meeting Satelites"**-*%,

E]l presente trabaljo fue proyectado en el Departamento
de Quimica Inorganica (Facultad de Farmacia de 1la Universidad

de Granada) como apropiado para iniclar las investigaciones

sobre complejos con potencial actividad antitumoral, en el

sentido antes indicado. Forma parte de una investigacion mas
amplia realizada por parte del equipo que dirige el Prof. D.
salvador Gonzalez Garcia, en dicho Departamento. La realizacién
motivé la participacion activa de personal investigador de los

Departamentos de Microbiologia, parasitologia Yy Anatomia

patolégica, de la propia Universidad, ¥y también, la valiosa

colaboracién de cientificos del Centro de Biologia Molecular,

de la universidad Auténoma de Madrid.

gl objetivo esencial del presente estudio consistia

en la preparacién de diclorocomplejos de paladio(II) con o, W-

diaminoacidos y con Sus ésteres etillicos ¥ la caracterizacién

de sus propiedades quimicas y biolégicas ccmo potenc1ales
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agentes antitumorales. Los resultados obtenidos, en este

sentido, por los metodos descritos en la parte B, se presentan

y discuten en la parte C, sobre la base de los antecedentes y

otras consideraciones que se resumen en la Parte A de esta

Memoria.
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PARTE A: ANTECEDENTES_ Y OTRAS CONSIDERACIONES
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L

El descubrimiento de las propiedades antitumorales de
cis-diclorodiaminplatino(II) (cis-DDP, cisplatino) no fue
inmediato, ni tampoco algo esperado. Segun las palabras del
actor princpal de esta escena de la Historia de lﬁ Ciencia, el
Prof. Barnett Rosenberg, todo llegé a raiz de su traslado
(1961) desde el Departamento de Fisica de la Universidad del
Estado de Michigan  donde, atraido por una serie de
microfotografias de células en fase mitética de su division,
pensé en estudiar la influencia de campos ¥ corrientes
eléctricas y campos magnéticos en la multiplicacién celular?*®.
Desde muy pronto, los acontecimientos iban a dirigir sus
investigaciones y la de muchos otros en un sentido mucho més
atractivo. En el curso de una serie de experiencias

preliminares encaminadas a poner a punto un equipo de cultivo

continuo, dotado de electrodos de platino y un medio de cultivo

"c" conteniendo cloruro aménico*, se hacia pasar una corriente

eléctrica por el medio en que sé desarrollaba un cultivo de

1i en fase de crecimiento estacionario. En tales

condiciones, entre otros efectos, se observd uno ciertamente

conocido, pero inesperado.

0+ (3g/1)., NaCl (38/1).

+ gE] medio "C" riene NH«CIl (2g/1), NazHP

MgCl= (0.01 g/l) vy Na=2SO0s+ (0.026 g/l)*.
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Como consecuencia de una inhibicién de la divisién

cel imi
ular, aunque no de su crecimiento, las bacterias

(colibacilos) de 2.5 my de longitud, daban lugar a filamentos

de hasta 300 veces su longitud normal (figura 1). Este fenémeno
se habia descrito como debido a los efectos de factores
externos, como la luz UV, cambios en la temperatura o la
presién osmética del medio, transferencia a un medio no usual,
y a la acciébtn de algunos compuestos organicos (azul de

metileno, penicilina)=.

El aclerto de Barnett Rosenberg estuvo, desde luego,
en no atribuir el fendtmeno a la accioéon de la propia corriente
eléctrica (influencia que de hecho proyectaba estudiar), sino a
la formacién de trazas de productos que sSeé orginarian por
electrolisis en el propio medio de cult:'o. Una larga serie de
experiencias*® le llevaria a demostrar .esta interpretacion,

estableciendo que los agentes responsables de la filamentacion

bacteriana eran los complejos cis-mclorodiaminplatino(II)

(cis-DDP o© cis-platino) y cis-tetraclorodiaminplatino(IV)

(cis-TDP), mientras que los correspondientes isémeros trans-DDP

y trans-TDP eran inactivos a las mismas dosis ensayadas (5-10

ppm) En contrate con el comportamiento de estos compuestos

iédnicos (cargados), como el

(NHs ) 2 [ PtXiCla J, eran

eléctricamente neutros, complejos

tetracloroplatinato(II) de amonio,

bactericidas muy potentes.
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Figura 1.- Fotografias de microscopio.electrOnico de barrido

(a) Cultivo normal de i : (b) Filamentacioén de

producida por adicion al medio de cultivo de unas pocas partes

Reproducida de la

r millén de cis—diclorodiamino-platino(II).

po

ref. 8.
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Como otros efectos biologicos de los complejos de

platino, el fenémeno de la filamentacioén es dependiente. entre

otras condiciones experimentales, de la dosis que en el medio
existe del complejo capaz de causarla (figura 2). Esta
circunstancia debe contemplarse con prudencia a la hora de
valorar la correlacién entre la capacidad de un complejo para

inducir tal filamentacién bacteriana y su potencial actividad

antitumoral.

Actividad_lisogénica _sobre E.

otro efecto blologico importante que ejerce el
cis-DDP fue descubierto poco después. al investigar su accién
sobre cultives
bacteriéfago-iA *7. Estas bacterias lisogenicas. que incorporan
la informacion genética (DNA v£rico) a su DNA, manteniéhdola
inhibida y multiplicandola  durante muchas divisiones,

desbloquean el genoma-virico por la accioén del cis-DDP y, en

consecuencia, desarrollan la infeccién vira; hasta sufrir la

lisis celular (actividad lisogénica) (figura 3).

El1 avance trascendeﬁtal se produjo cuando en 1968 seé

ensayaron los complejos de platino, que producian filamentacién
en cultivos de coll y tenian actividad lisogénica  frente 2

riofago-4 . frente a tumores

la bacteria infectada por el bacte
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standar liquidos (como la leucemia 1210) y sélidos (ccmo el

sarcoma 180), en ratones, encontrando que eran activos a dosis

del orden de 8 mg/kg de peso de animal® (figura 4). La dosis

letal al 5S0% (LDse) del cis-DDP se habia estimado en 13 mg/kg

de peso, mientras que 8 mg/kg de peso no resultaba letal.
Otras experiencias analogas indicaban que complejos neutros

geométricamente analogos al c¢is-DDP, eran también activos,
mientras sus isomeros trans- resultaban Ineficaces*-*®. Una
gran cantidad de experiencias sistematicas de tipo
farmacolégico (sereening) llevé a la aprobacion del uso clinico
del cis-DDP (1979) para el tratamiento de tumores humanos,

sobre todo, de tumores de testiculos y de ovarios.

1.0

o9 OumM M

089 i
0

o7 o

-

miligramos por mililitro

1 2 3 A 3
tiempo en horas

con c¢ls-DDP
turbidimetria) de un cultivo de E coll tratado

“*, 16

(10-100 pM Pt equivalen a 2-20 ppm)
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b W o
CONTROL

densidad bpfica

2 3 4

tiempo .en horas

de crecimiento de una cepa lisogénica de E.

Figura 3.- Curvas

col! (bacteriéfago-ilen ausencia y en presencia de cis-DDP*- %,
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CONTROL

Dias para la

»
7]

2

Cli

Fotografias periédicas de dos ratones con tumor
splido Sarcoma 180. El raton (hembra) de arriba (n2 52)
pertenece al control negativo (no tratado) y murio el dia 21,
cuando el tumor pesaba 3 BTr. El ratén (hembra) de abajo (n2 61)
formaba parte del lote rratado el dia g con una inyeccion

'nplatino(II). La regresion

uri¢ casi tres

intraperitoneal de cis-diclorodiami
de gu tumor B8 completa seis dias despues VY m
(ref. 18)

anos mas tarde por causas relacionadas con la edad

Figura 4.-




Tesis Doctoral. M.L. Gonzdlez Moles. Pag.20

Los ensayos clinicos ccn c¢is-DDP revelaron también

efectos secundarios indeseables, entre los que destaca una

considerable toxicidad renal aguda, con necrosis de tubulos
renales. También se aprecidé cierta toxicidad sobre la médula
osea, €l bazo, el oido y el sistema digestivo. De semejantes

efectos colatgrales no estan exentos otros compuestos

antitumorales y, en consecuencia, la bibliografia aporta una

-variada sefie de estrategias encaminadas a paliar estos
inconvenientes. Asi{, la toxicidad renal o nefrotoxicidad del
cis-DDP, en lineas generales superior a la de otros agentes
antitumorales, se compensa en parte con perhidratacién del
paciente, coh administracién lenta (sueroterapia) vy usando una

terapia cohbinada de éste vy otros compuestos anticancerigencs

(poliquimioterapia).

Al margen de los problemas de toxicidad, se sabe que

determinados pacientes (o sus tumores) desarrollan fenémenos de

"resistencia” al tratamiento con cis-DDP, en cierto modo

comparables a los fenémenos de resistencia de determinadas

cepas bacterianas a los antibioéticos. De hecho, la resistencia

su
de un tumor al cis-DDP se relaciona con la capacidad de

el
'celulas para "reparar" las lesiones que éste le produce en

DNA.
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Los problemas de toxicidad y de "resistencic" que

plantea el uso del cis-DDP han estimulado al estudio de otros
compuéstos analogos, aunque por el momento s6lo el
(ciclobutano-1,1-dicarboxilato) diaminplatino(II) o}
carboplatino ha sido autorizado, c¢omo alternativa clinica del

cisplatino, por sus menores efectos colaterales de toxicidad.
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La maycr parte de la labor de sintesis, hecha de modo
sistematico, tuvo lugar en la década de los afos setenta, y su
principal objetivo fue establecer unas reglas empiricas sobre
las correlaciones estructura-actividad antitumoral. Este
trabajo, ciertamente influenciado por los resultados de
Rosenberg y otros con clorocomplgjos de Pt(II) y Pt(IV), se
orienté a la sintesis de series analogas de complejos de

.platino en las que se sustituian o los ligandos inertes
(amoniaco) por otras aminas (alifaticas, aromaticas;
aliciclicas) o los ligandos labiles (cloruro) por otros
similares (otros haluros, nitrato, carboxilatos, etc.) en
estructura del complejo tomadc como prototipo o término
comparacion (las mas de las veces,
cis-diclorodiaminplatino(II)). De acuerdo con lo indicado en
fintroduccién de esta memoria, en este tipo de estudiocs se
consideré la introducciébn de ligandos bidentados quelantes,
tanto labiles (dicarboxilatos, tales como oxalato, malonato,

ciclobutano-l.1—diaminociclohexano. etc.). Estas sintesis,

planteadas sobre la soélida base Qgque aportaba la conocida

quimica de la coordinacién del platino, era seguida de un

amplio programa de ensayos biolbgicos, tanto con cultivos

de distinta procedencia, como con

bacterianos y de células

animales de experimentacién (sobre todo ratones) portadores de

un tumor standarizado, segun diversos protocolos difundidos por

el National Cancer Institut (USA).
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De Feri i
los referidos estudios se desprenden las

siguientes " i o
reglas empiricas" para la correlacién estructura

.Quimica-actividad antitumoral:

1.- s j
Los complejos de platino activos son de geometria

plano-cuadrada, con platino(II), u octaédrica, con

platino(1IV).

La actividad antitumoral requiere la presencia de al menos
dos ligandos labiles (tipo cloruro) en cis- y de dos

posiciones de coordinaci6on ocupadas por ligandos inertes

(tipo amoniaco) también en disposicion cis¥.

Los complejos de Pt(II,IV) (plano-cuadrados, octaédricos)
con dos ligandos inertes en trans- son inactivos a las

dosis que resultan eficaces sus correspondientes isémeros

cis-.

La electroneutralidad de los compiejos favorece su

actividad antitumoral, mientras que complejos analogos

cargados suelen ser demasiado téxicos.

La actividad antitumoral de los complejos de platino suele

corresponderse con su capacidad para inducir la

filamentacién en bacilos Gram negativos (como E.

dosis algo inferiores a las terapeéuticas, ‘aunque

filamentacibn no implica siempre actividad antitumoral.
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6.- E i
n general, existe mejor correlacién entre las propiedades

anti;umorales y la actividad lisogénica de complejos de

platino.

Como ' para muchas cotras generalizaciones de tipo
biolégico, se conocen excepciones a estas reglas. Con todo, los
resultados obtenidos en cada caso deben considerarse con la
debida precaucién, sobre todo examinando criticamente las
"condiciones experimentales" (preparacién de disoluciones,
electrolitos del medio; administacion, dosis, etc.) en que se

han‘obtenido‘a.

Actividad antlggmoral—reactividad frente_al DNA.

Aun desconociéndose los detalles del mecanismo
molecular responsable de la actividad antitumoral del cis-DDP y

otros complejos de platino, sus efectos blolégicos indicaban

claramente que Su accién estaba esencialmente relacionada con

su reactividad con los acidos nucléicos VY, basicamente, con el

DNA.

de la__filamentacién a dosis

1.- El fenomeno_

subterapéuticas indicaba el bloqueo de la division celular,

aungue no el crecimiento del DNA {(unico en bacterias) Y de

otras funciones, como la sintesis de proteinas, etc.

Ademas cuando se »lavaban" 1los filamentos bacterianos y S€

pasaban a un medio de cultivo (libre de complejos de
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platino), los filamentos se dividian en bacilos de

dimensiones normales, no sO0lo fragmentadndose por sus

extremos, sino a lo largo de todo el filamento. Este modo

de "regeneracién" de 1a capacidad de divisibn'celular

establece una interesante diferencia entre el modo de
accién de los complejos antitumorales de platino y las
mostazas nitrogenadas, cuya filamentacién bacteriana soélo
se restituye por los extremos.

La "actividad _liscgénica" de los complejos de platino

antitumorales implica su capacidad de desbloquear el DNA
Eufrico incorporado 21 bacteriawo de la célula infectada que
estaba en cierto modo velado, desencadenando la invasién

virica y la lisis celular.

La "reparacién” _del DNA es un mecanismo que permite a las

células normales protegerse eficazmente de las
platinaciohes en condiciones a las que se afectan las
células tumorales. La capacidad de un tumor pora
desarrollar mecanismos enzimadticos que reconstruyan el DNA

dafiado por complejos de platino explica los conocidos

en términos simples

fenémenos de "resistencia”, al menos

(reacciones inmunolégicas pueden resultar también

operativas).

otros efectos biolbgicos de complejos antitumorales de

platino que evidencian su accién a nivel del DNA, propios

san sobre
también de otros agentes antitumorales que actuan SO

esta biomolécula, como los productos alquilantes del tipo
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del sulfato de dimetilo, con sus

Y__carcinogenicas®-*®*. En efecto, a

Subterapeéuticas, el cis-DDP estimula la aparicién de
mutantes en cultivos microbianos y celulares vy, en tal
sentido, induce la produccién de células precancerosas, que
desarrollan tumores "benignos", que pueden en parte

"malignizarse".

Establecida la correlacién estrecha entre la
reactividad frente al DNA y las propiedades antitumorales (y
otros efectos biolégicos) del cis-DDP y sus analogos, surgen un
‘buen numero de preguntas que, en definitiva, cuestionan <hasta
qué punto la composicién del complejo (i6n metalico y su estado
de oxidaciéon, ligandos labiles y/o inertes, configuracién o
geometria molecular) o de las especies que, en su caso, pueda
originar en sistemas biolégicos, condicionan su reactividad
frente al DNA (y por tanto, SuU actividad antitumoral, su
toxicidad, 1la resistencia relativa de ceélulas sanas Yy/o

tumorales y otros efectos biolégicos)?.

purante bastantes afios s6lo se disponia de unas ideas

basicas, pero muy limitadas, que bosquejaban la(s) respuesta(s)

un abrumador acumulo de

de esta cuestion esencial.

informaciones puntuales puede haber desviado muchas miradas del

; .
camino que hoy se€ entiende como mas simple y directo*=.

Recientemente, los resultados (aun incompletos) mas

o
esperanzadores se han producido en torno a un examen minucios
del antagonismo‘ de la reactividad de los isoémeros cis- Yy
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trans-DDP frente al DNA. Los resultados obtenidos en este

sentido deben racionalizarse sobre las bases inorgéanicas vy

bioldgicas que condicionan tal reactividad.
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Los efectos biolégicos y las propiedades terapéuticas

de los complejos de platino pueden explicarse en términos
"inorganicos", siempre teniendo presentes las restricciones que
a la quimica de los iones de este elemento (y de otros) imponen
los sistemas biolégicos, por sus propias caracteristicas de
temperatura, fuerza iénica y composicién de los electrolitos de
fondo, el pH y su regulacién, la compartimentacién celular
(permeabilidad de biomembranas), componentes quimicos, etc. De
los dos estados de oxidacién mas estables del platino(II y IV)
el moderado ambiente reductor de muchos :istemas bioloégicos

favorece la signficacién biolégica del platino(IIl).

Geometria de los complejos.

La quimica de la coordinacién del platino(II), con

configuracion electrénica [xé]af“Sd', es una de las mejor

conocidas y se caracteriza basicamente por Sus complejos

plano-cuadrados. diamagnéticos, estables desde el punto de

Qista termodinamico y con una considerable inercia cinetica

para procesos de sustitucién de ligandos, Qque permite estudiar

con cierto detalle los correspondientes mecanismos de reaccién.

jemplos con coordinacién octaédrica

Aunque se conocen algunos e

y de pentacoordinaCIOn con geometria de bipiramide trigonal, la

de los complejos de platino(II) son

inmensa mayoria
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plano-cuadrados, tal como cabe es. :r del diagrama de niveles

de energia del campo de los ligandos (figura 5). La inercia de

los complejos plano-cuadrados de Pt(II) y la .inhibicién de la

coordinacién axial respecto de esta geometria se explican por

la marcada extensién espacial de sus orbitales 5d (protegidos
de 1la atraccién nuclear por el subnivel 4f2*“ entre otros
electrones internos) y, también, por ia gran diferencia
energética entre los orbitales S5dusy ¥y S5du®-,* (vacio). Todos
los complejos penta=coordinados de Pt(II), con estructura
quimica conocida, tienen geometria bipiramidal-trigonal, en
contraste aparente con la geomtria de piramide tetragonal
que se prevee a partir de la figura 5. También en los procesos
de sustitucién de ligandos en complejos plano-cuadrados de

Pt(I1) se admite la formacién de 1ligandos de un intermedio

pentacordinado con geometria de piramide-trigonal, en vez de

piramide tetragonal, de Dbase cuadrada. Esta circunstancia se

explica en unos casos por el efecto estabilizante de la

geometria de bipiramide trigonal por coodinacién deal. menos,un

ligando aceptor T ya que los diagramas de la figura S no

tienen en cuenta esta contribucién.
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I—Plana Bipiramidal | piramidal | Octaédrica
cuadrada trigonal cuadrada

i i lejos
Figura 5.- Diagrama de desdoblamiento de orbitales en compi€el

de diferentes geometrias.
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Afinidades platino-atomos dadores

El platino(ll) se goordina con ligandos dadores o y ¢
y ' - 3
\ ~ambien, COn. aceptores T Su comportamiento, en este

sentido, lo clasifica como un i6n de la clase b de Ahrland ¢ un

aci i
ido blando de Pearson, gue prefiere coordinarse con atomos

dadores volumincsos y polarizables, segun la secuencia generai:
SwC)I)Br)Cl)N)O)F

Asi, los sulfuros o tioles ionizados ({(R-5°) vy los

ticeteres (R=S) forman complejos de Pt(II) mas estables que los

cor‘respondientes alcobxidos (R-07) ¥ los é&teres (R20). No

obstante, la estabilidad de sus complejos con los iones

hidrogeno-sulfuro (SH-) e hidréxido (OH-) es comparable, V¥ el

agua y los alcoholes (R-OH) dan complejos de Pt(II) mas

estables que SHz V¥ los tioles (R-SH). Estas aparentes anomalias

g2 atribuyen a los efectos de la protonacion de los ligandos,

nda del azufre dador mas que

que afecta al caracter de base bla

la "dureza" del oxigeno dador.

él

que tienen la requerida

dadores

Ligandos con Atomos

densidad electrOnica en orbitales de simetria apropiada pueden
actuar Ccomo puentes entre dos o mas iones platino(II). asi, el
p—hidroxo—complejos de Pr(ll) eh medics

ion hidréoxido forma

cos © fuertemente alcalinos, dando

moderadamente basi
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e

hidroxo-puentes " zon la
puentes inertes, con las conslgulentes repercusiones

sistemas biolodgicos.

Estabilidad termodinamica

La estabilidad de los complejos de platino se
corresponde razonablemente bien con lo esperado para el
comportamiento de acido blando de sus iones. La formacién de
posibles isomeros geométricos cis-, trans- de Platino(II) estéa
controlada cinéticamente, pero generalmente los isOméros trans-
son mas estables desde el punto de vista termodinadmico que los

cis-. La transformacis#n cis-trans-DDP tiene AH® = -3kcal/mol.

Los quelatos de platino(II) con anillos de cinco o
seis Atomos son generalmente mas estables que los complejos
analogos con ligandos monovalentes, tanto por razones
termodinamicas (entrépicas Yy entalpicas) como cinéticas

(formacién y apertura de anillos quelato).

] g . . " . [} " ¢ "
Aunque las experiencilas in vitro" e "in vivo con

complejos de Pt(Il) & Pt(1IV) no evidencian cambios de estado de

oxidacidn, desde el punto de vista preparativo, en que muchas

i r-%
veces se parte de K=[PtCle]l., los procesos de desproporcién de

de adicioén oxidativa a

Pt(II) a PE(0,IV) ¥ las reacciones
complejos de pt(IV) tienen clerto

complejos de Pt(II) para dar

interes.
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r - 3 s o= e ]
La eSFabllldad termodindmica de un complejo de

latino '
Platino(IIl) estd relacionada estrechamente con su reactividad

fr al '
ente a una eventual reaccion de sustitucién de ligandos, por

las "influencias cis- Y trans-" que, en definitiva, determinan

, aunque sin informar sobre la

cual sera el ligando "saliente"

velocidad del proceso. A este respecto, se sabe que la
“influencia trans-"es siempre mas marcada que la cis- y que,
para compliejos con ;igandos dadores-o , existe una buena
correlacién entre la "influencia trans-" (o tendencia de un
ligando a debilitar el enlace Pt-ligando en disposicién trans-)
y el denominado "efecto cinético trans" o efecto trans-
labilizante (correspondencia que no se observa con ligandos
n-enlazantes). La citada correlacién hace que con frecuencia
las "influencias cis/trans" sean referidas como "efectos

termodinadmicos cis/trans", con el consiguiente riesgo de

inducir a confusion.

sustitucioén

Los aspectos cinéticos de los complejos de piatino,

sobre todo de los plano-cuadrados de Pt(II), tienen una gran

repercusion sobre su comportamiento general en sistemas

biolbgicos vy, e€en particular, sobre el mecanismo de sus

reacciones con DNA .

Los complejos de platino(II) pueden dar reacclones de

i a
sustitucién de ligandos por ataque nucleofilico (dada la carg

111 i able
positiva del metal) ©O electrofilico (por la consider
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densidad zlectronic '
electrénica del eéntro metalico) . Las tres

carla 15 =1 .

O consi 3 ] gleil
derable inercia con que ocurren. la retencion de la

configuraci cis- /
2 cion cils-trans vy el mecanismo asociativo con que

tie - : '
nden preferentemente a producirse a través de un intermedio

pentacoordinado (que se supone con geometria de bipiramide

trigonal). En general la reaccion de sustitucién

PtLaX + Y&=2PtLaY + X

donde X a 5 son los ligandos sallente y entrante,

respectivamente, siguen una ley de velocidad

v (K1 + KalY]) (complejo) con Ka 3 Ki

Ky es la velocidad especifica que refleja la contribucién de un
mecanismo solvolitico ¥ depende del disolvente; Kz es la
constante de velocidad de segundo orden propia de un proceso de

sustitucidn bimolecular y depende de la naturaleza del ligando

entrante Y, segun la secuencia general

= F/AH20 ¢ NHa~Cl™ < Br-< Py { I"{ CN~

que se conoce
orden de establecido en :

ligandos T, . jndicativo de la mayor o

d ccn que sera sustituldo el grugo saliente X (en

menor velocida

trans respecto a 1) por &l ligando entrante Y




1-__ -— -~ -
T=H=20%0H { NHa¥ Py<Cl ¢ Br ¢ 1~ ~NO2{CeHs{H~ & COnCN-~CzHa4

o 5 ci
omo consecuencia del efecto trans-labilizante, se tienen

siguientes reacciones de interes preparativo:

el i S e
[Pt(NHa)a}z’w————b[Pt(NHs)QCl]’—————)Traﬂs-[Pt(NHs)zClz}
- NH3 ot g

+NHa +NHa
[Pt Cl..]""-_—ﬂ—l_»[rPtClg(NHg) . —_C——l;: cis-[Pt(NHa)=2Clz]
dcnde se refleja :ue el ion Cl- dirige al ligando entrante a
posicion trans mejor que lo hace e] amoniaco, a pesar de ser
Cl- mejor grupo saliente (ligando mas l4bil) gue el amoniaco.

Las relaciones entre propiedades de los ligandos VY

el efecto trans no son simples, pero

capacidad de producir

general un ligando T ejerce mejor efecto cuanto mayor €s

caracter de base blanda vy de aceptor-m, y cuanto menor es

capacidad de dador-u

Estas y Otras consideraciones generales de la quimica

la coordinaclon aportan las nociones quimicas inorganicas
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que posibilitan un entendimiento del mecanismo de los efectos

bioldgicos de los complejos de platino, sin mas que

considerarlas en conjuncién con las bases biolégicas de los

sistemas en que deben actuar.
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Los acidos desoxirribonucleicos son las
macromoléeculas de la herencia que contienen el cédigo genético
en las «celulas de la mayor parte de los seres vivos. Las
células procariotas (sin membrana nuclear, como las bacterias)
tienen sé6lo una enorme molécula de DNA, con repeticiones de su
codbdigo genetico; En las células eucariotas (con membrana
nuclear) el ordenamiento estructural del material genetico es
bastante mas sofisticado y forma parte de los cromosomas. En
estas celulas existe también DNA extranuclear, de bastante
menor envergadura, generalmente en formas circulares

superenrolladas, que se denominan plasmidos o plasmidios.

Basicamente, una molécula de DNA consiste en la

asociacion de dos cadenas complementarias de

desoxirribonu cleodtidos. Cada una de estas cadenas consta de

una secuencia de desoxirribonucledtidos que han condensado en

un esqueleto externo de unidades desoxi-ribosa—fosfodlester.

donde cada molécula 2'-desoxirribosa se une por C-1' a una base

; : W
purica (Adenina © Guanina) por N-9 4 a wuna base pirimidinic

La complementariedad de las dos

(Timina ©O Citosina) Ppor N-1.

cadenas de una

molécule de DNA resulta de la asoclacion

: : L (A-T,
emparejada de bases complementarias purlca-plrzmldznlca
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an 12 = ¢ ] ~
repian interna lfel esqueleto de unidades

_‘_ . _.‘ - . p i
1-rloosa=tostodiester. Por tanto, una cadena DNA consta de una

gerie 2 e Es 1 i
1 < ' -desoxi-ribonucledsidos , unidos por

puentes

3',8'-fosrodiester. Cada desoxi-ribonucledtido se une a traves
del hidroxilo-3' de su resto desoxi-ribosa al S'-fosfato del
siguiente desoxi-ribonucleodtido, formandose el puente
', E'-fostodiester v, por repeticién, la cadena
fostato-5'-d-ribonucledsido-3'-fostato-5'-ribonucledsido.. .,
que avanza en el sentido 5'—3'. Una molécula de DNA resulta de
la ascciacién de dos de estas cadenas cc iplementarias (en la
secuencia de sus bases), antiparalelas (en el sentido de su
desarrollo)* y en una doble helice con arrollamiento

plectonémico, (es decir, que no permite separar las cadenas sin

antes desenrollarlas).

En un sentido practico, las moléculas de DNA adoptan

varios niveles de ordenamiento estructural que conviene

distinguir.

6 2'—>»5' de una cadena de DNA es
dos cadenas sé€ hace de f?rma
ene el grupo fosfato-5 €en
fosfato-3' en ese mismo

La descripcion g'—> 3j :
arbitraria, pero la asoc1301op de :
antiparalela, de mane;a que si una ti
un extremo, la otra tiene el grupo

extremo.
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La £structura primaria", que viene dada por la

secuencla de bases. La "estructura secundaria", que corresponde

la asociaclon de sus dos cadenas complementarias vy

antiparalelas, en arrollamiento plectonémico. La "estructura
terciaria”, a "superenrollamiento", que ée da en las
supernelices del DNA circular o plasmidios de células
eucariotas en el DNA de microorganismos (células
procariotas). Este ordenamiento, de enorme significacion
biolégica®*, proporciona un mecanismo de "compresién" que
permite acomodar una molécula de 1.4 mm de longitud

(aproximada) en una ceéelula de alrededor de 1x3um(E.coli). La

"estructura cuaternaria’ corresponde al ordenamiento

estructural que, por ejemplo, se da en el DNA del nucleo de

células eucariotas, donde determinados fragmentos de la doble
hélice =e asocian con 8 proteinas basicas (ricas en lisina)
llamadas "histonas", dando lugar a los nucleosomas, que Se€
repiten a lo largo del DNA como las "cuentas" de un rosario o

las "perlas" de un collar. En células procariotas la molécula

de DNA (unica) se envuelve de proteinas €n estructuras

"nucleosOmicas". procariotas. En las eucariotas, la asociacion

de otras proteinas al DNA rnucleosomico da lugar a la cromatina

y, despues, a los cromosomas.

i DNA
La estructura tridimen51onal de una molécula de

formacion
es sensible a multiples factores, sobre todo a la con |
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que adopt: L : . ;
el el 1w -desoxiribosa, a

las bases v 3 " 3

3 factores externos, entre los que figuran la
salinidad, la te =

a temperatura v el pH del medio. Otros factores que
afect I er '
atectan al ordenamiento estructural del DNA son las interac

(ilones con proteinas y con iones metadlicos. Estas circunstancias
determinan un marcado poliformismo estructural, del que se
tiene un conocimiento razonablemente preciso. Las citasresumen
las caracteristicas de las formas Ay B mas representativas,

ambas dextrogiras (a-helices) y en las ref. 25 y 30 se dan

datos de otras formas (C,D,Z) de DNA.®-2°

La mas frecuente es la forma B, que corresponde a la
conocida estructura en a-hélice de Watson y Crick y requiere
que los restos de desoxi-ribosa adopten la conformacion
c-2'-endo*. En ella los pares de bases complementarias se
asocian en el interior de la a¥he1ice en forma coplanar Yy con

sus planos perpendiculares al eje de la a-hélice. Los planos de

sucesivos pares de bases complementarias resultan superpuestos

a una distanude 3,4 A, de modo que los diez restos por cadena

que contiene una vuelta dan un espaciado/vuelta de 34 A. 5e

generan asi dos tipos de ranuras, e] llamado surco helicoidal

(0 ranura mayor) de 11.7 A y la ranura menor de 5.7 A. Esta

conformacién hace mis accesible el ataque guimico a nivel del

sSurco helicoidal, en las posiciones N=7 % - 0=h (N-6) de las

bases puricas Guanina (Adenina) vy las posiciones 0-4(N-4) de
las bases pirimidinicas Timina {Citosina)‘-‘“.

i ) c-3' resenta
Formacion C-2 endo (o C-3 endo) repres
s 2-2' (o £=3") ¢c= d-ribosa hacia el

¢-1 o el fosfato unido a c-5',
inido por C-a' 6 G=1 .

tpor convenio,
la desviacion del atomo
mismo lado que€ la base unida a
todo ello repectoO al pland def




A surge a partir de
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L 2l e gue anora E i - - p t = 8 A de
. 1

espaciad S i {

paciado, y unas Jlmen31on¢s de amplitud variable para el
surco helicoidal (10-20 |
surco helicoidal (10-20 A) y de ranura menor (n10 &). Los
pares de  bases dejan Qe ser ‘toplanares y mantienen una
inclinacién de unos 20° respecto al eje de la a-helice. La
forma A es mas vulnerable a diversos ataques quimicos que la B.
Las otras formas estructurales del DNA (C,D,Z)son conocidas con
menor detalle v, en concreto, la forma Z surge en situaciones
de elevada salinidad del medio Vv requiere la repeticién de la

secuencia d(G-C)*=.

Por 1o que respecta a los efectos que producen las

"platinaciones" en el DNA y Sus consecuencias biolbgicas,

interesa reccrdar que esta macromolécula desempenia su papel de

"molécula de la herencia", implicada, a grandes rasgos, en tres

funciones biolbgicas esenciales. La "replicaciéon” que, previa

separacioén de parte de sus cadenas y por un conocido mecanismo

de "cremaller- ntrolado por. las DNA-polimerasas, permite la

duplicacién DNA por biosintesis de las cadenas
s constituyentes de la molécula

complementarias a cada una de la

wt+ranscripcion” © copia de una sola cadena del

precursora. La

ONA (paor fragmentos) para dar RNA-mensajero, proceso contralado
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DNA, im J C
portante procesoc que protege la integridad del DNA, que

uede h i i i
p aberse lesionado por distintos caminos. En esta delicada

funci % i i
10n intervienen las enzimas DNA-polimerasas y DNA-ligasas
Propiedades fisico-quimicas=22

Algunas propiedades fisico-quimicas del DNA tienen un
notable interes para los estudios "in vitro” de su interaccion
con iones metalicos o sus complejos. Entre ellas destaca, como
indicativo de la desestabilizacién del DNA, Il liamada
"desnaturalizacién” que corresponde a la separacion de sus

cadenas por rotura de sus enlaces de hidrégeno y de las uniones

por otras fuerzas intermoleculares. La desnaturalizacién puede

ser parcial o total y se logra por calentamiento de una
suspensién de DNA. La renaturalizacién es siempre lenta y solo
resulta posible cuando la desnaturalizacfbn parcial deja al
menos un tramo continuo de 12 pares de bases. Si la separacion
de las dos cadenas de una molécula ae DNA (nativo) ha sido
completa, la renaturalizacién es imposible, pero suele dar

lugar a una falsa renaturalizacién, en gque determinados

fragmentos de una cadena se arrollan sobre si mismos.

La desnaturalizacién del DNA se conoce con nmente

como "fusion”, ya que se€ acompafia de un importante descenso de

la viscosidad del medio (entre otras cosas). El "punto de

de melting (Tm)" €8, entonces, la
de

fusion" o "temperatura

temperatura & la que 3e€ alcanza estadisticamente el 50%
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4 oA R i i 5 =
desnaturalizacién (lo que no debe confundirse con la conpleta

separacion de las dos cadenas en la mitad de las moléculas).

Tanto la "curva" de fusién®* como el valor Tm (de la inflexién)

SOn caracteristicas de cada tipo de DNA. El punto de fusiOn del

DNA guarda cierta correspondencia directa con el contenido de

pares de bases G-C (siempre que se trate de suspensiones de DNA

con igual pH y fuerza idnica del medio). Esta constante es,
ademas, muy sensible a las interacciones del DNA c¢on iones

metalicos, complejos y otras moléculas.

% La "amplitud”de estas curvas se define conv~ncionalmente como
el rango de temperatura que corresponde a una cesnaturalizacion
(20) del 15,8 al 84,2%.
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Gt ied d=]
a propiedad r1sico-quimica que muestra

intere i ¢

i santes cambios con la desnaturalizacioén total o parcial
- - \ b e & &

d D - 3 ] &

el DNA es la l.amada comunmente "cromicidad". Se conoce desde

- + 3
hace tiempo que la rctura de lo. enlaces de hidrégeno y otras

uniones intermcleculares, que implica la desnaturalizacién del

traduce en un aumento del 20 al 60% de su absor: ncila

UV a 260nm, respecto a la absorbancia del DNA nativo a
igual concentraéiOn. Se ha encontrado, en Vcondiciones
fisico-quimicas estrictamente comparables, una buena
correlacién entre la hipercromicidad debida a la
desnaturali- - io6n y el porcentaje de pares A-T de DNAs de
distinta procedencia. También las medidas de absorbancia a 260
nm en funcién de la tempratura se utilizan convencionalmente

como método para obtener las "curvas de fusioéon” del DNA.

Sob-e ia base de esta propiedad espectral, INAGAKI vy
KINDANIZ#? han desarrollado un método de espectrofotometria

diferencial ultravioleta  para el estudic del modo de

interaccién de complejos de platino con 'DNA. El métcdo estéa

fundamentado en qué las bandas a 270 nm y 295 nm que se

e Uv, de DNA tratado

observan en €stos espectraos diferenciales d

con un complejo respecto al DNA nativo, se deben a un cambio en’

la estructura secundaria dal DHA y &8 um cambio en la

distribucion de la densidad electrénica de las bases del acido

] ¢ qu
nucleico. EN este sentido, entr: sus resultados ~oncluyen Qque

' : uede

la relacion de absorbancias (difcrenc1ales) Azvo / Azwo PU
uctura

usarse como una medida del efecto sobre la estruc
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gecundaria del DNA debido 2 la platinacién de sus bases. Este

i

parametro alcanza valores del orden de 2 para complejos de
platino con reconocida actividad antitumoral, como cis-DDP,
m entras que ronda el valor de la unidad para complejos de
p.atino analogos gque no tienen propiedades antitumorales, como

rren=-DPE
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[.4.

La complejidad estructural del DNA se refleja, por
supuesto i ibili

P , en sus multiples posibilidades de interaccionar »

reaccionar con iones metalicos y complejos®"*#. En este

sentido, el prof. Stephen J.

En el estudio de los modos de reaccién de complejos
antitumorales de platino (y de otros metales) con DNA, se han
llevado a cabo una enorme seria de experiencias "in vitro" e

N vivo", generalmente por equipos de investigacion

multidisciplinarios.

La interaccién de complejos antitumorales de platino
(v aniloges) con DMA nativeo "in vitro" produce, €n lineas

generales, unha disminucién de la temperatura de fusién o Tm (a

.l1a gue se produce el 50% de "desnaturalizacibn"), un aumento de

la cromicidad a 260nm (efecto hipercroémico) v, por lo tanto,

una disminucién de la "~cromicidad poOr desnaturalizacihn

tinado. Otras consecuencias son

térmica” del DNA previamente pla

un lilgero efecto batoérOmico (aumentando A masx unos cuantos

de®-*2, Todos estos

)y una disminucién de la viscosida

nanétmetros

s aprecian siempre 4 dosis muy bajas, AQue

fenémencs se
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convencio I me ) IPres: :
nvencionalmente se expresan por S la relacién de platino

{0 dﬁ = ] .L I 1
[ e complejo) por base (0 nucledtico)del DNA (normalmente con

i CES e SE n i i
¢0.05)*°. Se trata, por consiguiente, de compuestos activos ¢

mu e' i 18-20 Tl i, 5
muy tectivos . a1ln embargo, sus reacciones son siempre

lentas, debiendo registrarse los efectos a distintas horas, ya
que los "efectos" mas marcados resultan a las 6, 12 o mas horas
de reaccién®-1°  aAdemas, estos efectos son dependientes de la
conceritracién  ("r") hasta tal extremo que pueden tener signo
;ontrario cuando el complejo se adiciona a dosis bajas o muy
bajas®®. En cualquier caso, los "aefectos"” comunmente observados
sa explican en conjunto como debidos & una desestabilizacion

escructural del DNA, sobre todo a nivel de la estructura

cecundaria.

En la reactividad "in vitro" e "in vivo" de un

complejo' de platino con el DNA existen otros factores de suma

importancia (al margen de su propia estructura) que determinan

de sus posibles

=]

las especies activas. Se trata,en esencla,

reacciones con el disolvente y con otros componentes del medio.

En este sentido, las reacciones de hidrolisis desempefian un

7 | el
papel destacado en medios Aacuosos, entre los que flguran

: . .
plasma V¥ la sangre ©° los fluidos intracelulares. A e85

sdic acuso
respecto la quimica de los complejos de platino en med

por reacciones de hidrélisis

viene Jeterminada, sobre todo,

a ( igociacion de
" (como la sustitucion de cloruro por agua)., e dis
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Jk.;u\ﬁ‘-o]“p = ot o e . I Al = - ) aC N
1 y UD (Ia! a 1 11 l 1Qa QX O« t)l“pl f);’ 4 j‘ A lig i i

{sobre p ' i
todo por formacion de u-hidroxocomplejos dimeros o

trimeros, con ligandos hidroxo-puente)=2=.

Existe una abundante informacién sobre la quimica en

medio acoso de varios compleijos de platino(IIl), entre los que

figuran, por supuesto, cis- y trans-DDP.

En la quimica acuosa de cloro-complejos de
platino(Il) debe tenerse presente gque el ion cloruroc es siempre
un grupo saliente mejor que el amoniaco, pese a que éste ejerce
un efecto trans-labilizante mas efectivo. Asi._los isémeros
cis- y_trans—DDP. que se hidrolizan de acuerdo con el esquema
de la figura 6, con retenci6on de su estereoisomeria, producen,

como primer producto, las especies cis- y trans-

[Pt(NHa)=2(H=20)Cl], mas bien que los correspondientes isémeros

[Pt (NHa) (H20)Cl=z], cis- y trans-dicloro.

Se conocen con bastante precisién las constantes de

los equilibrios de hidrélisis (sustitucién de cl por Hz0) y los

pKa de las acuo-cloro, acuo-hidroxo ¥ diacuo-especies que s€

producen en medios acuosos a partir de cis- o trans-DOP V¥ de

algunos complejcs anAlogos. Estos datos permiten construir los

. : aa
diagramas de distribucion de especies en el sistema, donde

i a
ilustran los efectos de dos importantes variables, el pH ¥ 1

concentracion de Cl (£18- 7). Asi,por ejemplo, los diagramas de

el
distribucion de ¢clE- 0O trans-DDP a la concentracion de Ccl d

i i 4 mM)
plasma sanguineo (103 mM) © del interior de las células (
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Y para distintos valores del pH, revelan dque a . pH fisliolédgico
(LH=7 2 7.4) las especies predominantes en el rlasma son las

hidroxocloro-diaminplatino(II), ambas eléc tricamente
neutras. En el interior de las células, ademas de las especies
no cargadas clorohixodroso-, dicloro- y
dihidroxo-diaminplatino(II), existen cantidades significativas

de las formas catidnicas acuchidroxo- y acuocle-

ro-diaminpliatino(II), que deben ser mas reactivas.

[F’t (NH_)

31
T . T Pt (NH_) Cl(OH)]o
[Pt(NH)z(HO)C i s | A

H.0).1% 55, [Pt (NH,), (H,0M0HI]*
[F’l (NH3)2 ( 2 2] ?_._.—L_'—:‘—‘! 32" 3

pKa-7,3

K. =

[Pt (NH,), (oH),]°

-

( de cis- V¥
Figura 6.- Esquema blislis

general de hidr

trans-DDP




fesis Docto L. Gonzal
Joctoral. M.L Gonzalez Moles. Pag. 50

PL. ASMA (NHy)y P1X Y

SANGUINEO [c1) = 103 mMm
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'
1
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Figura 7.- Diagrama de distribucion de especies €n la

hidrolisis de pDpDP, en plasma sanguineo Yy €en el interior de las

células.
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Estos r s I
08 resultados revelan, =n general jue el i
g b e ion

glordra  inhi ' :
¥ ibe de e
C torma etficaz los procesos hidroliticos de

L.i;.::"‘ b4 {]‘31151—k .\'. Q- L F‘e S ae i 05 Cccmo
j.l e T compl Qs j‘ ‘lﬂ an(IIJ en m6d1

el plasm
P a sanguineo, dJeesde donde las especies no cargadas deben

difundir con facilidad, a traveées de las membranas biolégicas,
#al interior de  las celulas. E medios intracelulares, las
especies cargadas deben ser ‘las formas mas activas ya que,
ademas de su carga positiva, tienen al menos una molécula de
agua Qque se comporta como un excelente grupo saliente. Por el
contrario, los grupos hidroxo no son buenos ligandos salientes
y, de hecho, s6lo se sustituyen con facilidad tras protonarse

para dar sus correspondientes acuo-complejos.

Existe, ademas, wuna complicacién adicional debida a
que el lon hidroxido unido a platino(II) es un buen nucledfilo
y puede actuar como grupo-puente, dando dimeros y trimeros que,

en bastantes casos, Se han podido cristalizar V¥ caracterizar

estructuralmente por difraccion de rayos X. También los

espectros RMN de Pt-195 revelan la formacién de un dimero y un

trimero en la hidroélisis de bis(nitrato)

(trans—l—2-diaminociclohexano) platino(II)}, [Pt(dach)(NOs)zl.

Este tipo de

que han sido aislados Vv caracterizados (filgura 8).

u—hidroxo—complejos de platino son relativamente estables

frente a la protonacién V¥, por tanto, aun mas inertes que los

hidroxocomplejos monémeros. For su considerable carga iodnica VY

por su extraordinaria inercia quimica, Se€ les hace responsables

de la nefrotoxicidad del ~{s-DDP (Y complejos analogos) ., el

mayor inconveniente que plantea su Uuso clinico.




Toria Dasta y
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e hidroxocomplejos en la hidrélisis

Figura 8.- oligamerizacioén d
de {Pt(trans-dach)(H:OJz] =

Dach = 1.2—diaminociclohexano.
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El hecho de que ambos isémeros cis- y trans-DDP

experimenten el mismo esquema hidrolitico (conservando su
esterioquimica cis/trans), no implica que las especies "acuo" e
"hidroxo" resultantes sean igualmente activas o inertes. Existe
una abundante evidencia experimental, "in vitro" e "in vivo",
que revela sustanciales diferencias cuantitativas y
cualitativas‘en la reactividad de ambos complejos o de sus
productos de hidrélisis. En una experiencia tipica se seguia la
incorporacién de los derivados tritiados 34-Leucina, 2H-Uridina
y ®H-Timidina como indicativos de la capacidad de sintesis de
proteinas, de RNA (transcripci6on) y de DNA (replicacién),
repectivamente, en un cultivo de células amniéticas humanas
(figura 9). La presencia de 5.0 uM de cis-DDP en el medio puso
de manifiesto una ~’ectiva inhibicion de la replicacidn a las
pocas horas, mientras que la sintesis protéica o de RNA no se

afectaba significativamente (hasta bastante después). En otra

experiencia representativa se pone de relieve que el porcentaje

de inhibicion de la replicacidn del DNA del virus (SV40) en

~élulas renales de mono por accion de c¢is-DDP Y trans-DDP

(figura 10) depende de la concentracién de complejo de platino

en el medio, s{endo mucho mas efectivo el cis-DDP, Qqué€ detiene

iones
la accién de las DNA-polimerasas por completo a concentracl

del orden de 50 uM A dosis mayores ambos isomeros l1legan a
e S

sintesis

inhibir 12 replicacion, la transcripcion ¥ la

protéica.




IH - Thymidine

incorporacibn relativa

0 246 10 7an

tiempo de incubacibn

Figura 9.- Efectos de |1 i
L 3 : . ncubacién del cis- -
cultivo de células amniéticas humanas*®. soEF A

REPL ICACION
(% control)

Platino(mM)

(7) de replicacion del DHNA viral pev
a distintas ~concentraciones ( DNA

Figura 10.- Inhibicion

de cis- VY trans-DDP

accion !
lulas renales de mono

viral SV40 en ce )
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La diferents eficacia biclégica del cis- y trans-DDP

debe tener su origen en su distinta capacidad para reacc¢ionar

cott. el DNA v oobr tanto, en e 'desigual modo en Qque sus

corresponcientes "especies activas" interaccionen con los

grupos funcionales del DNA como ligando. A este respecto, se

admite con caracter general que los puentes,3'-5'-fosfodiester
del esqueleto externo del DNA, por su polaridad negativa,
ejercen una atraccioéon electrostatica sobre las especies
catiénicas complejas de platino, si bien depues, por ser un

ligando incluso mas labil o saliente que el agua, cede

facilmente los restos Pt(NHa)=z** (0 anadlogos) a otros grupos

dadores del DNA ( o al medio intracelular). También los
oxigenos del resto de d-ribosa son labiles y, de ellos, los

oxigenos 0-3' Yy 0-5' sb6lo pueden coordinarse con impedimiento

estérico.




'es1s Doctoral. M.L Gonzalez Moles. Fag. 55

A D g o isi i
PH neutro ¢ tisiclégico. (72,8~-7.4) 1a% bases

1t o
genadas del DNA aportan los Erupos coordinantes mas

apropias ' i
propiados. Numerosisimos estudios con compuestos modelo que

van desde las bases Adenina (A), Guanina (G), Timina (T) ¥

Citosina () 0 derivados sencillos hasta oligo- y

Plinucleodtidos de cadena simple o doble, con platino(II) vy con

otros iones metalicos. han aportado una abundante informacién
de reactividad Yy estructural, que revela unas marcadas
tendencias preferenciales. Salvo circunstancias puarticulares,
las posiciones de coordinacién preferentes de las bases de DNA
son los atomos de nithgeno N-7 de las bases puricas (A y G) ¥
los N-3 de las bases pirimidinicas (T y C), aunque también
existen otros Atomos O grupos con opcién a la coordinacidn,

como son el N-1 de Ay Gy el 0-6 de ésta ultima 72,

Una observacién importante es la secuencia de
nucleo-filicidad estab'ecida para los nucleésidos-
s-monofosfato, donde las posiciones mas avanzadas corresponden

a la Guanosina-monofosfato (GMP) v adenosina-monofosfato, en

este orden, seguidas de lejos ¢ 'r CMP y mas aun por TMP. Esta

secuencia acentua mas, si cabe, la afinidad entre restos como

cis-[Pt(II)(NHa)=2]"* V¥ los Atomos N-7 de G y A.

Como ~onsecuencia de ]-5 estudios de compuestces

modelo se han postulodo una cerie de posibles modelos de

interaccion ~is-DDP-DNA, razonablemente aceptables para

compuestos analogos.
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-

Juelacién "N-7-0-6"
Guanina. Este modo es

bompatlble‘ con preferencia de cis-DDP vy complejos

ar i
nalogos por DNA rico en pares de bases complementarias

~ ~

G-C. i ] i ]
Este tipo de quelacién ha sido varias veces sugerido

en base a prc¢. .edades (ma&s Qque estructuras) de compuestos
modelo. aunque los resultados cristalograficos de mas de
diez complejos de plat ' no conteniendo guanina nc aportan el

deseado apoyo experimental. ©-°

inter-cadenas. Este modo de union se
supuso inicialmente entre grupos amino N-6 de Adeninas de‘
distinta cadena del DNA (suficientemente préximas), aunque
no encontré evidencia experimental en compuestos modelo. Se
sape, sin embargo, que una pequefiisima fracci6on de las
“platinaciones” del DNA son puentes intercadenas que seé
supusiercn responsables de la irhibicién de la replicacion,
hipétesis que cada vez reulta ma dificil de mantener. otros
ccmpuestos modelo, del tipo cls- © trans- [Pt (NHa)=2GC1**
(donde G y C indican, en tal caso, guanina y citosina <con

y N-1, respectivamente, bloqueados por

sus nitogenos N-9

metilo o etilo, en vez de d-ribosa) sugieren que tales

puentes pueden formarse entre N-7 de G ¥ N-3 de C, siendo

ademas previsible que la perturbacidn estructural del DNA

sea considerablemente

causada por el resto cis-[Pt(NHa)z]z+

mas significativa que la debida a la correspondiente forma

los complejos tipo

trans. De hecho, en todos

cis~[Ft(NHs)zAB] de ~structura conocida, las bases A Y B
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forman siempre ¥ ‘
slempre grandes aNgulos iiedros mientras que

bases e = i i
S en el catlion trans-{FPt(NH.)2GC]=* =son coplanares

QUE Laclion-puente intra- .dena. Este tipo de

platinaciones

puede llevarse a cabo particularmente implicando a los

atom s de dos bases puricas (guanina vy/o adenina)
adyacentes en la misma cadena del DNA. El atractivo de este
tipo de irtefacciOn reside, . re todo, en que sélo puede
llevarse a cabo por la forma cis-[Pt(NHa)=z]**, ¥y no por la
trans. Ademas, es. evidente que lal quelacién-puente
intra-cadena de una agrupacién cis-[Pt(NHa)=z]** como esta
requiere grardes‘ angulos diedros entre las bases
implicadas, por lo que causara una gran pertubacion
estructural del DNA. .nteresantes estudins de compuestos
modelo, que se comentan mas adelante, apoyan este modo de
interaccién como la principal lesion que los complejos

antitumorales de platino causan sobre el DNA.

Existen otros posibles modos, como la union
monovaiente (Pt-base) o las uniones puente DNA-Pt-proteina

que, si bien deben afectar menos a la estructura del DNA,

1
muy posiblemente ocurran como etapas iniciales de la

reaccién de cis-DDP vy sus anc logos ~on DNA. Datos obtenidos

en el analisis de los productos de hidrélisis enzimatica de

DNA tratado con cis— Y trans-DDP, Yip vitbo: e 1 vivo".

la ing cion
apoyan estas ideas.En la Tabla I se resume .Ia informacl

deducida de ensayos de hidrelisis

r " H ' - Ci"‘
nucleasas) del DNA pla.lnado con s
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posterior purificacid
pC 10r puriticacion cromatografica (HPLC) de los aducto
s

cis- (] i i
= trans-diamin-platino(II) con diversos

desoxiribonucledtidos. que se caracterizan por RMN

Los datos de la Tabla I revelan que el isémero

activo <c¢is-DDP forma abundantes aductos por quelacién

intra-cadena, dando puentes de tipo-1,2 con el fragmento

cls-diaminplatino(II) qgquelando a dos guaninas adyacentes o
a una base adenina y otra guanina, también adyaccntes, en
secuencias de (ApG), de la misma cadera polinucleodtidica,
siendo mucho menos frecuentes otras formas de platinacion,
como las quelaciones-puente intra-cadena de rango superior
(puentes tipo-1.3 y otras), las quelaciones inter-cadena,
las platinaciones monofuncionales o] los puentes
DNA-proteina. Por razones estéricas, el isémero inactivo
trans-DDP no puede formar puentes intra-cadena de tipo-1,2,
con el fragmento trans-diaminplatino(II) quelando a dos
bases adyacentes, aunque si origina puentes tipo -1,3 sobre
secuencias de (GPNpGpPNpG), Qqueléandose a dos guaninas

dejando un nuclestido interpuesto N (adenina, citosina o

timina). Ademas, el isémero trans-DDP origina quelaciones

puente inter-cadena Yy uniones puente DNA-proteina con mayor

profusiéon que el cis-DDP.

Los referidos estudios vcartograficos” de DNA

"platinado" con cis-DDP revelan una clara preferencila del

sobre secuencias con dos o mas

isomero activo para actuar

i A.
restos de guanosina adyacentes, de la misma cadena del DN
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Las correspondientes quelaciones-puente tipo-1.2, de corto

'ango, se consideran responsables del desenrollamiento que

promueve el cis-DDP sobre el DNA superenrcollado, va que tal

tfenomeno es independiente de la precencia del bromuro de

etidic (como agente de intercalacién). En contraste, la

accion del bromuro de etidio inhibe el acortamiento de la
doble hélice del DNA por reaccién con cis-DDP, por 1lo que
se piensa que tal acortamiento estA asociado a la formacioén

de otras uniones cis-Pt(NHa)=-DNA de rango mayor, como los

puentes tipo-1,3.
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Tabla 1.- Analogias vy diferencias en la reaccion de cis- vy

trans-DDP con DNA, deducidas por analisis de los "aductos"

producidos por hidrélisis enzimatica del DNA "platinado"*=,

C1S-DDP

- QUELACION-PUENTE INTRA-CADENA: PUENTES TIPO-1,2

CON FRAGMENTOS d(Gpe) 65%
d(ApG) 25%

- QUELACION-PUENTE INTRA-CADENA DE RANGO MAYOR
PUENTES TIPO,1,3 CON d(GpNpG) Y OTROS

"IN VITRO" | |- GUELACION-PUENTE INTER-CADENAS 108

- COORDINACION MONOFUNCIONAL

|- UNITON PUENTS ONA-PROTEINA

- QUELACION-PUENTE INTRA-CADENA SOBRE d(GpG) 35%
"IN VIVO" - QUELACION-PUENTE INTER-CADENA 0.2
- UNION PUENTE DNA-PROTEINA 0.2%

-QUELZCION PUENTE INTER-CADENA  Mejor que cis-DDP
-UNION-PUENTE DNA-PROTEINA

-QUELACION PUENTE INTRA-CADENA:
PUENTES TIPO-1,2  Imposibles
PUENTES TIPO-1,3  Abundantes, sobre
d(GpNpGPNpG) con
Nz=A,C,0 T.




hechos cltados
nion de

nan podido confirmarse

stalograficos con &cidos

aunque =2 tiene cierta evidencia de

union monotuncicnal de cis-DDP en

de un dodecamero "duplex" con estructura de tipo

«llas localizadas en la ranura mayor vy

proximas : nucleosidos guanosina. No obstante, ze dispone
de valicsa informacién, =n este sentido, aportada por
minuciosos estudios e RMN con dinucleétidos v
oligonucleétidos (de cadena simple y doble) y, también, por

los resultados cristalograficos de los productos de

reaccién de cis-DDP con un dinucledtido.

LIPBARD v cols. ®* han establecido, por difraccion

de ravos £ con cristal unico, la estructura cristalina V¥

molecular del aducto cis-[Pt{NHa)=2{d(pGpG}], qgque s€

considera actualmente como representante 4el principal

aducto producido por reaccion del cis-DDP con DNA. La

3 g ! de las cuatro
figura 11 muestra la estructura de una

moléculas cristalogquimicamente independ;entes que

i 3 1 ‘ va
onstituyen el cristal del citado aducto, donde se€ opbserva

‘ : -is-di ' atino(II) los
coordinacilon del grupo Cl1S diaminpl

dos guanosinas adyacentes jel




tosto-5'-guanosina)

ont i gurandc n nillo qguelato de 17 miembros

lon tipo 1,2). formacion de este puente tipo-1,2
intracadena ejerce una compresion que induce al cambio a la
configuracion C3'-endo =n la desoxi-ribosa del nucleédsido

-aracteristica de la forma A del DNA, menos estable que

forma B con configuracién C2'-endo en sus anillos de
i-ribcsa. Ademas., las o Lases guanina, lejos de estar
paralelamente superpuestas, quedan completamente ladeadas,
formando angulos diedros de 76,2° a 86,7°, para las cuatro
moléculas independientes de aductc en la red cristalina.
Los enclaces Pt-N(7) de guanina tienen distancias de 2.00 a
2.04 A, dentro del rango normal en compuestos analogos. Es
interesante notar el enlace de hidrogeno entre un atomo de
oxigeno del grupo fosfato s'-terminal v un ligando amino
del grupo cis-[Pt(NHa)=]="*, que estabiliza el gquelato. Otro
detalle curioso de esta estructura es la orientacion cara a
cara de los atomos 0-6 exociclicos de las guaninas, ambos

al mismo lado del plano de ~oordinacién del platino,

blogqueando €1 &acceso de un posible gquinto ligando.®*

Los resultados de este estudio cristalografico

son particularmente interesantes por cuanto la geometria

=stablecida para dicho compuesto €N estado solido es

estudios
sustancialmente 1a misma 4Jue ES€ deduce en Otros st
reaccion del

(RMN) en disolucion para 2] producto

i tales
~is-DDP coOn ripe- ¥ desoxi-ribonucleotlcos analogos, tale




ructural para

formacién de anillos quelato intra-cadena

por coordinacion de cis-[Pt(NHa)=]2* a los Atomos
guaninas -~dayacentes 2 ha puesto de manifiesto

cligonuclétidos de cadena simple o doble.

ha establecido, por difraccion de rayos

B oH ] ] ac ] intra-cadena tipo-1,2 producida por
cis-DDP con d4(GpGpG) es estructuralmente muy similar a la
representada en la figura 11 con d(GpG)®®. Este tipo de
estudios revela que tal quelacién debe ocasionar una
considerable V4 persistente perturbacidn local en la
estructura del DNA, probablemente 2 modo de un pliegue en
el eje ia doble hélice de unos 40°-70°. Dado que esta
lesion nDo puede ser ~ausada por el isomero inactivo

trans-DDP, se considera que puede ser la principal causante

da la actividad antitumoral del cis-DDP Vv, en particular,

capacidad para inhibir persistentemente la

de su

replicac.on del DNA a dosis muy bajas. a las que el isémero

trans resulta inactivo.




molecular de aducto

- Estructura de una unidad
red cristalina,?! donde
moleculares ligeramente distintas.
indica el enlace entre un
ligandos

Fipura 11.
cis—[Pt(NHg)z{d(pGpG)}] en su
existern cuatro unidades
Con linea de trazo discontinuo se
oxigeno del Erupo fosfatoS'—terminal y uno de 1os

amoniaco.
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Lo 3 i IPG
S ftragmentos GpG no son los unicos que pueden

originar quelaciones puente tipo-1,2 con Cis-[Pt(NHa)=])2*
- =2 .

La reaccion de cis-DDP sobre la secuencia (ApGpA) de una
doble cadena conduce a la coordinacién puente-1,2 con el
fragmento ApG, pero no con la parte GpA. Esta circunstancia
se racionaliza admitiendo la platinacién inicial sobre el
N-7 de G(2), que deja al &tomo metélico am3 & del N-7 de

A(3). con todo, la formacién de puentes-1,2 sobre

fragmentos GpG se realiza , con caréacter general,

preferentemente que sobre la secuencia ApG.

Recientes investigaciones con el trinucleétido
d (GpAPG) revelan que el cis-platino forma también
quelaciones puente tipo-1,3 con las dos guaninas (80%),
ademas de puentes tipo-1,2 con el fragmento ApG(20%). No
obstante, se sabe que éste (y otros) tipo(s) de quelato-1,3

son menos mutagénicos que los puentes-1,2 citados.

Aspectos _estructurales de los aductos_de DNA_con

trans-DDP

| Siguiendo las ideas seflaladas anteriormente por

Rosenberg, la necesidad de diferenciar 1la reactividad de

cis- ¥ trans-DDP frente al DNA ha llevado a investigar

también, con semejante metodologia, la interacciéon del

isémero inactivo frente 2a oligonucleotidos con cadena

En 1.986, REEDIJK y cols. informaban del

simple © doble®.
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sorprendent e ] 2
= nte resultado de un estudio de RMN vy de técnicas

Sl et . .
de digestidn enzimatica que revelaba la capacidad par
a

guelar del grupo trans-[(Pf(NHa)z]®* al trinucleétido

d(GpTpG) 2=, M i
uy recilientemente, LIPPARD®= y cols. han

ampliado estos resultados al trinucledtido d(GpCpGp) y al
hexanucledttido de doble cadena [d(ApGpGpCpCpT)]Jl=z]. Los
citados trinucledtidos contienen el grupo
trans-[Pt(NHa)=]1%" guelando a la secuencia d(GpNpG),
formando puentes tipo-1,3, mientras que el hexanucleétido
produce un derivado platinado de cadena sencilla con
quelacioéon de trans-Pt([(NHs)]= al fragmento d(ApGpG), Segun
se esquematiza en la figura 12.'La informacién estructural
diponible, en este caso®®, revela la formacién de un gran
anillo quelato, de 23 miembros, por coordinacién puente
tipo-1,3 de platino de trans-Pt(NHa)=2* a los nitrogenos
N-7 de la adenina 8" o All) ¥ de la guanina G(3), dejando
la guanosina G(2) como nucledsido interpuesto. Parece claro
que este tipo de puente-1,3 produce el cambio de

conformacién de c2'-endo a C3'-endo en la d-ribosa de G(1)

o A(1) cuando esta formado por trans-Pt (NHa) 2%, aunque la

constitucién de tal puente por cis-Pt(NHa)z** no requiere

que tal cambio conformacional sea completo®=. Este debate

estructural debe estar relacionado con la diferente

tendencia de los grupos cis- Yy trans-Pt (NHa)=2*%" para dar

uniones quelato puente-1,3, que resulta favorecida para

tans-DDP. A este respecto se€ ha comprobado que los quelatos

son mas mutagenicos que

1.3 formados pdr trans-Pt(NHa)zz’

: : .
los analogos formados por cis-Pt(NHas)22". No obstante,




las SXperiencias s

2RC1as € sabe tamblen gue lo=
ANti-nucleosidos rec

208 ldos  reconocen zignificativamente

DNA  trans-I o
trans-DDP modific

" icado que al N i
] é A clis-DDP
modificado, a re ] i y
relacione o j
iones (compleijio/nucledsido)

relativame il
lativamente bajas (rg0.02)°=

del fragmento d(ApGpG~) plantinado en
(N?—A(l).N7—G(3). El anillo
la formacion del puente
del metal del

la
G(2)

Figura 12.- Esquema
trans«[Pt(NHa)21ApGpGpCpCpT)}]
quelato de 23 miembros surge de
tipo-1.3 intracadena por coordinacion
fragmento rrans-(Pt(NHa)2*" alos atomos N7 de
adenosina-5" V¥ de la guanina G(3), dejando la guanina

como nucleosido interpuesto.
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Tambien = b :
e ha -OmMProbade  recientemente  que
=L L e qu

trans-DDP produce plat] '
Produce platinaciones de DNA monotuncional
ono clonales =n

mayor numero \y ¢ 1 i
o -on mas Largo tiempo de persistenci
2 2 =i a

Promedio que el jg
: lsomero active by
& il c1s-DDpP=2= Del mi
- ismo

estudio se de [
Se dJdespresnde que también el trans-DDP tiene mayor
probabil i :
gl s ilidad a dar wuniones con DNA Yy un segundo ligando
ajeno :
jen a aste, cComo puede ser la unién

DNA-trans-DDP-proteina.

Estado actual

Los mas recientes avances en el estudio de Ila
reactividad de cis— y trans-DDP frente al DNA revelan que
la distinta capacidad de ambos isémeros para producir el
desenrollamiento y el acortamiento de la doble heélice del
DNA esta relacionada, cuanto menos, con la diferente
regio y estergoc especificidad con gque los grupos cis ¥y

trans-Pt(NH9?* se unen a las bases de las cadenas

polinucleotidicas. Sobre estabase, gue requiere evidencia

‘experimental adicional, se entiende que el cis-DDP resulta

un agente antitumoral activo a dosis para las que Su

isémero trans no lo es. No obstante, mayor esfuerzo

la diferente actividad del cis-DDP sobre células normales

~ancerosas, lo que no puede entenderse por la distinta

=] DNA de ambos tipos de

reactividad del complejo sobre

células, sino que parece estar mas bien relacionado con la
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mayor etficaci ] lé
: icacla de las celulas sanas para reparar las

-t

1 T 3
esiones del DNA platinado frente a un defectuoso o

ineficaz ' g
flcaz mecanlismo reparador del DNA en las células

tumorales, siempre menos diferenciado. Es bien conocido que
la integridad del DNA en las <c¢eélulas normales esta
protegida por sistemas de enzimas reparadoras, que
presumiblemente pueden ser mas eficaces que los de células
tumorales. Los datos disponibles sugieren, también, que la
accién de los mecanismos .de reparacién del DNA pueden
también colaborar en la diferenciacién. de la actividad de

cis- y trans-DDP sobre el DNA "in vivo", es decir, formando

parte de la cromatina en los cromosomas.

En segundo lugar, admitiendo que la toxicidad
renal y para otros Organos, del c¢is-DDP y - complejos
analogos de platino es fundamentalmente debida a los
oligo-u-hidroxo-complejos, cargados y muy - inertes,

producidos en sSu hidrélisis, ademas de la prehidratacién

del p aciente O de la administracion simult#nea de otros

compuestos (dietild-tiocarbonato, tiosulfato)®=, cabe

pensar en cambiar sustancialmente la estrategia de sinteslis

del complejo antitumoral. En este sentido, una de las

posibilidades que mas esfuerzo investigador requiere €s la

de ensayar complejos analogos al cis-platino, Pero con

otros metalesyapropiados ligandos l4biles o inertes, de

forma que result n sistemas mas dinamicos VY. de ese modo,

: : ey a
se pueda evitar la formacion de €s€ tipo de U hidrox

complejos inertes, dentro ¥y fuera de la celula.
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multiples posibilidades que pueden
practicarse en la busqueda de analogos del cis-DDP como
agentes antitumorales (antifungico, antivirdsico o]
parasiticida), dos directrices guardan directa relacién con
el presente trabajo: la sustitucion de platino por paladio'
y la utilizacién de amincacidos 2 sus ésteres come agente
gquelantes que, en complejos de platino, actuan también como
"ligandos inertes". En este ultimo sentido, particularmente
amplia y significativa ha sido la contribucién del Prof.
Wolfgang BECK y cols.®4-3% en la preparacién y estudio de
las propiedades antitumorales de complelos de platino(II)
con glicina y sus oligopéptidos, como tales o comc ésteres
etilicos. Sus resultados incluyen datos de IR para la
caracterizacioéon de los complejos investigados, sefialando la
ausencia de apreciables diferencias en las frecuencias
vibracionales de los grupos caracteristicos en los

correspondientes isomeros cis- vy trans-Pt(ClzL=), donde L

es glicina (GlyH), glicinato de etilo o glicil-glicinato de

etilo coordinados al platino por el grupo amino-terminal

{como ligandos monodentados) .

Por su directa relacién con el presente trabajo,

especial atencién merece un estudio bastante reciente de

INAGAKI, KIDANI vy cols.2? scbre la reactividad frente al
o complejos de

DNA y la actividad antitumoral de cis-diclor




1N
S0 _i_;jnli no 7}\:-'::‘pift5ni’;’:;

wa=dlaminosuce . nies
on sus orrespondientes aesreras aetilicoes
Los resultados de este trabaje
el aislamiento de los complejos,

datos analiticos (C,H.N) v de IR para su caracteri '
3 S = cterizacioén
quimica v una interesante informaciéon sobre su reactividad
(obtenida por espectroscopia diferencial V)

actividad antitumoral frrente a la leucemia

ftumor P-388.

NH2 NH

- Cc1
/ CH—COOH \ o Z\CH
e | Pt [ ke

o CH— COOH o
o Cr/ \\Nﬁz//’ C2Hs

NH,

Pt (dasH=)Cl= Pt (daskt=)Cl=

E objetivo principal del referido estudio de
INAGAKI y cols.®? es investigar los efectos de la carga de
los complejos de platino{(II) indicados, sobre su
reactividad frente al DNA nativo vy frente a tumores il

vivo". En dichos complejos el diamincacido o su éster

etilico en cuestion actuan ~omo ligandos inertes,

coordinando Sus dos grupos amino al platino., dando lugar a

un anillo gquelato de cinceg o =e1s miembrecs, de reconocida

estabilidad. Tal quelacién impone la coordinacion cis-de

los dos iones cloruro, como ligandos labiles.

La figura ia2 muestra los espectros diferenciales
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UV de i 1 ¢ ~ 1
le disoluciénes de DNA de timo de ternera (en tampon de
fosfato

i -~ - -
0.01 M con pH=6,8 y NaCl 0.01M) tras la incubacieén

La J0=C ( £ { :
g=c durante 4 diag) con distintos complejos de

platino, registrados frente a una disolucion de DNA nativo

comeo reterencia. De acuerdo con los resultados de otro

estudio publicado por INAGAKI y KIDANI2?, en los espectros
considerados se observan tres contribuciones, una banda a
295 nm atribuible al cambio en la distribucién electrénica
de las bases, inducido por los procesos de platinacién, una
banda con maximo a 270-272 nm que se asocia principalmente
a los cambios en la ‘estructura secundaria del DNA,
inducidos pcr la platinaciédn, y una absorciédn hacia 248 nm
que parece reflejar tanto la distribucién electrénica en

los restos de guanina como la estructura secundaria del

DNA. Sobre esta base, la figura 13 a-c muestra la banda a

272 nm, mas intensa para los complejos con el diaminoacido

es*erificado que para los correspondientes analogos no
etilados, lo que se interpreta coOmo una clara evidencia de
que los productos' neutros {con el diaminoacido
esterificado) reaccionan con mas intensidad frente al DNA

nativo. Con todo, la semejanza de la forma de los espectros

de la figura 13a-c se explica admitiendo que, en lineas

generales, los complejos cargados Yy neutros tienen el mismo

modo de reaccién frente al DNA "in vitro" y que, por tanto,

la carga negativa que deben tener los complejos con el

e.
diaminoacido no esterificado a pH=6,8 debe ser el origen d

su menor reactividad.




TTO50 20 3000 2S00 280 410
(nm)

Espectros diferenciales UV de varios sistemas

Eigtra  13.~=
INAGAKI y cols

platino-DNA (rz0.1) a pH=6,8, segun
(reproducidos de la ref. 37).
DNA 2.36%10-*M; Incubacién previa = 302 C,. 4 dias

L

3)—Pt(dasEtz2)Clz; —¢— Pt (dasH=z)Cl=

b) —Pt(dapEt)Clz; —.— Pt(dapH)Cl=
c) —Pt(dabEt)Cl=; i o e PE (daDR)ICla
d) —=cig=DOP; s e T ANS=0DF

[Pt(NHa)=sCl1Cl
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Los re

sul cados espectrofotometricos de INAGAKI

Y
cals??  pay
evelan ademas que los efectos de los complejos de

platino investigados sobre e} DNA nativo dependen también

de la is [
dosis, observandose una creciente interaccién lineal

complejo-DNA cuando la relacién platino/base r ¢ 0,07.
Ademas, tanto los productos con el diaminoacido
esterificado como sus analogos no esterificados conducen a.
una relacidén 13 Az2»2/ AAz2es proéxima a dos (para r<0.1),
caracterzsﬁica del sistema cis-DDP/DNA y comunmente

observada para otros cis-dicloro-complejos de platino con

actividad antitumoral.z®7-37

La direferente intensidad de reaccién con el DNA
que muestran los cis-dicloro-complejos de platino(II) con
diaminodcidos y con sus correspondientes ésteres etilicos
se acentua con los resultados de su actividad antitumoral
"in vivo", aportados por INAGAKI y cols.®7. Asi, ratones
hembras CDFs, inyectados intraperitonealmente con 10"
células de la leucemia L-1210 ¥y tratados con complejo (dias

1, Sy 9; dosis de 6.25 a 200 mg/kgs/dia) o sin este (lote

control) revelan que los productos con el diaminoacido no

esterificado son inactivos (T/C(%)4125) mientras que sus

analogos etilados tienen una actividad antitumoral

significativa (T/C(%)2125), aunque generalmente inferior a

la de otros complejos de platino de reconocida eficacia,

o Pt(l.2-diaminociclohexano)Clz. T/C(%)

como cis-DDP o© com

se entiende, en tumores liquidos, como el tiempo medio de

e tratado con complejo

supervivencia de los animales del lot
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r ~+ 0 1o C -
respectc al lote control, =Xpresado en porcentaje®@®. Estos

resultados 'y otros datos conocidos son  atribuidos por

INAGAKI v cols®? a los efectos de la carga de los complejos
inactivos « la neutralidad de los complejos activos

(2sterificados) asociada al ligando no saliente o inerte

(diaminocacido), ya que se entiende que la carga eléctrica

negativa del grupo carboxilato en el ligando inerte debe

dificultar seriamente la penetracién del complejo (no

esterificado) en la células, al reducirse su permeabilidad
a traves de las membranas biolégicas. Un efecto de este
tipo puede no observarse cuando la carga eléctrica del
complejo es debida a un ligando labil, y a que éste puede
ser facilmente reemplazado "in vivo" por otros ligando no

cargados.
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I1. COMPLEJOS

Dado e i i
2l estrecho paralelismo existente entre la

uimica ] = i o8] . ] i
q de la <coordinacién del oplatine y del paladio,

diferenciable esencialmente sélo en sus aspectos cinéticos

se comprende que la actividad antitumoral de los complejos
de paladio(Il), analogos a los de Pt(II), comenzé a
investigarse poco después del descubrimiento de estos
ultimos. Sin embargo, resultados contradictorios. cuando no
adversos, generaron una desalentadora opinién acerca de la
posibilidad de disponer de complejos de paladio con
suficiente actividad antitumoral, lo gque se fundamenté en
la idea de que se trataba siempre de compuestos demasiado
lAbiles como para preservar su integridad estructural hasta
llegar al lugar de accidn, es decir, al DNA de las
células=-2°, El hecho de que la cinetica'de sustitucion de
ligandos en complejos de paladio(II) sea unas 10® veces mas
rapida que para los analogos de platino(II) ha permitido
usar los primeros como un sistema mcdelo para el estudio de
estos ultimos®®. Ademas, recientemente se replanteo, con
amplias, la posibilidad de preparar complejos de

miras mas

paladio(II) con actividades biolbgicas diversas

; ; : : e
(anti-bacteriana, - cancerigena, -fungica ¥y -virasica) v

se han llegado a preparar complejos de este ion metalico

con semejante © superior actividad que el cis-platino

frente a determinados tumores=®
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o

L : .
os primeros estudios de complejos de

- :
paladio(II), andlogos a los de Pt(II), frente al sarcoma

S180 i
y al adenocarci mioma ADJ/PC6l, no revelaron una

activi i i i fi
ividad antitumoral significativa Y, aunque algunos eran

bacteriostaticos a bajas concentariones, no se observé la
filamentacién de E. coli. DURING y cols obtuvieron indicios
de filamentacidén del colibacilo en medio "C" con dosis casi
letales del (Pd(en)Cl=z], donde en  represants @ 14

etilendiamina=°.

GRAHAM y WILLIAMS*? seflalaron que el
cisf{PdClz(NHa)z] reducia el sarcoma S180 y el tumor

ascitico de Landschutz en un 827%, resultado puesto en duda

al conocerse que también el isoOmero trans-[PdCl=z(NHa) =]

reducia el citado tumor ascitico en un 45%, aunque era
inactivo frente al sarcoma S180%°. KIRSCHNER y cols.*#* han
demostrado que el complejo cis-[PdCl=(N=H4)=2] induce la
filamentacién de E. coli vy actla como un potende inhibidor

de la sintesis de DNA en cultivo celular del tumor standar

L1210.

En ciertos casos, s€ ha in' estigado la actividad

antitumoral de complejos de paladio(II), previamente

aislados © presuntamente formades "in situ", conteniendo

ligandos de conocidas propiedades antimetabolicas ©

anticancerigenas, lo que conduce a resultados que depen
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¢ (]lll.e p argse QI e erva - lU \I(; ()NE
1 i

prepararon
Y €ensayaron complejos de 6-mercaplopurina vy

tioguanina 2- ' P
(2-amino-6-mercaptopurina) con Pd(II) activos

frente al t
umor L1210, aunque experiencias control

revelaron que su eficacia era incluso inferior a la de los
propios ligandos, lo que sugiere la posibilidad de que tal
actividad se deba al ligando liberado del paladio en
interior de las células. Analogamente, CHARLSON y cols.
informaron de la actividad de la mezcla equimolar
tetracloropaladato(IIl) de potasio y L-glutamina frente a
tumor leucémico (P388) en hembras de ratén. En este caso,
aunque no se dispone de datos control de la actividad de

L-glutamina, se sabe que la L-asparaginasa y L-glutaminasa

muestran actividad antitumoral.

Los resultados aqui referidos llevaron a CLEARE Yy
cols.*-2° a la consideracién de que la sensible labilidad
de los complejos de paladio(II), respecto a sus andlogos de
PE{Il),; podria ser responsable de su escasa o nula
actividad antitumoral. Esta opinién parece haberse dejado
sentir en la bibliografia del tema, hasta que a finales de
la décéda de los aflos setenta se empezb a pensar que los
estructurales de los complejos de

requerimientos

paladio(II} con propiedades antitumorales no eran

necesariamente los mismos establecidos para sus analogos de

s3® en un interesante

platino(II). Asi, GRAHAM Y WILLIAM

"screening” de la actividad biolégica con complejos de
una variada serie

paladio(II.IV) y niquel (II), investigan
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de compuestos que comprende

entre  otros, complejos de

paladio(II) = \ s i i
zon Y sin ligandos nitrogenados { NHa

cicle il- =3 i i
pentil- vy ciclohexil-amina, aminoacidos como serina

‘aspa i ' i
paragina, glutamina vy D-penicilamina), un compuesto

crganometalico (m-alil-Pd-Cl)a, v algunos complejos de

paladio(IV). La determinacién de la actividad antitumoral
de los productos investigados incluye experiencias "in
vivo" con el sarcoma S180 (tumor sélido) y el tumor
ascitico de Landséhutz (como tumor liquido), aportandose
datos del porcentaje de inhibicién (T/C)x100 y de indice

terapéutico (T.1.%Dea/llva].

WILLIAMS vy cols., sobre la base de sus
resultados, sefialan que los compuestos de paladio
antitumorales, a diferencia de los de platino, no requieren
la presencia de ligandos nitrogenados en su composicién y
que la sustitucién de platino por paladio en un complejo
antitumoral dado afecta a la selectividad del tipo de tumor
frente al que se muestran activos. Ademas, WILLIAMS y cols.
sefialan que los complejos de paladio sin ligandos guelantes
pueden experimentar fAcilmente la isomerizacién cis-trans y

diversos procesos de sutitucién de ligandos en los fluidos

biolégicos, donde los compuestos de Pd(IV) deben ser

rapidamente reducidos a especies de Pd(1l1). Estas

circunstancias explican que la electroneutralidad requerida

para los complejos antitumorales de platino no sea un

requisito para que complejos de paladio, tales como

tes
[PdCle]l=" ¥ [PdCla] "% se comporten como agen
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antitumorales.

-
.

Ademads de una serie de estudios sobre los
productos de reaccién de complejos de paladio(II) con
nucledtidos, nucledsidos y bases, que revelan una vez mas
el paralelismo entre la quimica de la coordinacién del
platino(II) y del paladio(II), en c¢uanto al numero de
coordinacion, geometria y afinidad por los distintos tipos
de ligandos, pese a su notoria diferente estabilidad
cinética, D-S. GILL*® ha realizado una amplia e interesante
investigacion sobre la actividad anticancerigena de una
variada gama de productos de paladio(II) frente al sarcoma
ascitico-180J, que merece ser considerada con detalle por

su relacién con el presente trabajo.

con conocimiento de las mas destacadas

correlaciones estructura-actividad biolbgica en complejos

de platino y de la escasa, nula o dudosa efectividad

antitumoral revelada en anteriores estudios con compuestos

de paladio, GILL se propuso preparar e investigar

compuestos de paladio(II) con propiedades antitumorales

sobre la base de moderar la labilidad de los grupos

salientes. En este sentido, desarrolla o modifica la

n
sintesis de compuestos que sé€ agrupan convenientemente ¢€

cuatro categorias:
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l.- Quelatos de cis—dicloropaladim(ll} con diaminas aliciclicas

VClS=" 9 tPams-1 9 —diaminociciohexano. cis-/trans-dach) o

alifaticas (etilendiamina, en: 1,3-diaminopropano, pn):
PdClz(cis-dach)

PdCl=(trans-dach)

PdCliz(en)

PdCl=z{(pn)

2.- Quelatos de dinitrato-paladio(II) las referidas

diaminas:
Pd(NOa)=(cis-dach)
Pd(NOs)=z(trans-dach)
Pd(NOa)=(en)

Pd(NOs)=z(pn)

3.- Un producto oligomeérico con  grupos hidroxo-puente
(probablemente trimero) de férmula [(Pd(1,2-dach) (u-OH) ]n,
resultante de la hidrolisis alcalina (pH=6.45) de
Pd(i.z-dach)(NOa)z. La reaccion de este producto con

concentraciones fisioldgicas de ion cloruro (~0,1M)

requiere unas dos semanas.
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Bis-quelatos A - Bl Rl
- tos de paladio(Il) ternarios, con una iiamina d
- . , o ( d a e

las citadas Y i i
da y un licarboxilato (oxalato tartrato

malonato, glutarato. o ciclobutano—l,1—dicarboxilato):
Pd{diamina) (ox)
Pd(diamina) (tar)
Pd(diamina) (mal)

Pd(diamina(glut)

Pd(diamina (CBDCA)

Los ensayos de la actividad antitumoral realizados
por GILL, en grupos dé seis ratones hembras ICR,,
consistian en la inyeccién intraperitoneal de 4x10€ ceélulas
del sarcoma ascitico-180J por ratén (lote control negativo)
y de &sto mas una dosis del complejo de paladio disuelto
0 en suspensién (en cada lote problema). Ademas, como
control positivo se usé un lote de ratones inyectado de
células tumorales y una dosis de cis-DDP(7mg/Kg) . Los
resultados de la actividad antitumoral se estimaron por el

indice %2ILS, que representa el porcentaje del incremento en

calculado

el tiempo de supervivencia "increase life span")

como el dia medio de muertes en el lote problema menos el

dia medio de muertes en el control negativo, dividido por

éste ultimo y todo ello multiplicado por 100. E1 valor

estimado para el cis-platino fue de 2ILS=60-75.
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Los resultados de GILL revelan gque, a las dosis

indicadas en la Tabla II, los complejos de paladio(II) con dach

tienen un efecto anticancerigeno comparable .al del cis-DDP,
ensayado a una dosis estimada como la mitad de su valor de
LDso(=13mg/kg). Asimismo, otros datos aportados por el auter en
la ref. 40 muestran que, a las dosis ensayadas, los
dinitratos-complejos de Pd(II) con diaminas alifaticas (en y
pn) tienen una actividad antitumoral similar o supe;ior a la'
del <cis-DDP, mientras que [Pd(NOa)=(NHa)=z] es inactivo (dosis
10-80 mg/kg) frente al tumor ascitico usado. Estos resultados
indican el interés que tiene el empleo de diaminas quelantes
que impidan la isomerizacién cis—>trans éue deben sufrir los
complejos de paladio(II) con ligandos monodentados en
disolucién. También se dispone de evidencia experimental de la
.nfluencia que tiene la estabilidad del anillo quelato
diamina-paladio(II) o platino(II) en la actividad antitumoral.
Asi, los datos de la Tabla III muestran que los quelatos de

paladio(II) con trans-1,2-diaminociclohexanc son mas activos

que los analogos con cis-dach, de acuerdo con la mayor

estabilidad termodinamica del anillo Pd(II)-trans-dach (con los

sustituyentes amino de la misma categoria axial/ecuatorial en

del anillo ciclohexano) Qque del

la conformacion tipo silla

quelato Pd(II)-cis-dach (con ambos grupos amino de distinto

_tipo, uno axial y otro ecuatorial).

El estudio de GILL revela también gque los complejos
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de paladiol(Ii) con dos ligandos amino &n VeEz de Luna

diamina-quelante sen 1inactivos =i los ligandos labiles son

también monodentados pero, sin embargo, resultan activos los

compuestcs de diamin-paladio(II) con un ligando labil quelante,

como los aniones dicarboxilatos, oxalato, malonato, glutarato,

ete,

Estas circunstancias se explican por la rapida
isomerizacién cis—strans de los complejos de Pd(II) con
ligandos monodentados (labiles e inertes) que puede impedirse
por el caréacter quelante de un ligando dicarboxilato apropiado.

(TablalV).
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TABLA L= Actividad antitumoral de compleios de paladio(I1)

-on 1,2-diaminocicliohexano frente al sarcoma 180-7J

Complejo

[Pd(daCh)OH)]n(Noaih

Rd (dach) (NOa) =

Pd(dach)(ma;)

TABLA III.- Actividad antitumoral de complejos de Pd(II) con

cis- o trans- dach.

Pd(dach) (NOa) 2
Pd(dach) (ox)
Pd(dach) (CBDCA)

Pd (dach) (mal)




Tesis Doctoral M.L. Gonzalez Moles

. Fag. b/

-‘ . v o J\P 1 r1aa Iy C
HB].A (e R i\vj.ddd &ll'l,luum 2 e l 'je 'jf:]mple 3 j
A e 8] ( !3

\jl 1 4 -

bidentados (dicarboxilatos)

complejo

Pd(NHa)=Cl=
PAd(NHs)=2(NOa) =
Pd(NHa)=z(0ox)
Pd(NHa)=(glut)

Pd(NHa)=z(mal)

Los datos aportados por GILL revelan que, <con

caracter general, no existe una estricta correlacién entre las

propiedades antitumorales de dinitrato complejos de paladio(II)

y de platino(II) (Tabla V). En particular, GILL sefiala que la

la moderada labilidad de los

electroneutralidad del complejo vy

ligandos, requerida en complejos de Pt(II) antitumorales, no

siempre se observa éen complejos analogos de Pd(II) activos.
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V=g [ ¢ 5
mparacion de la actividad antitumoral de

complejos s
Y Sus analogos de platino(Il).=e

M(en) (NOa)=2 Marginalmente activo
M{pn) (NOa)= Activo Marginalmente activo
M(trans-dach) (NOa)= Activo Activo
[(M(dach) (OH) ]~ (NOa)~ Activo Activo

M(2,2'-bipy) (NOa)= Activo Inactivo

M{(NHa)2(NOa)=2 Inactivo Marginalmente activo

De los resultados aportados por GILL se desprenden

importantes observaciones de caracter general relacionadas con

el presente estudio. Sin duda, la mas significativa es la

viabilidad de desarrollar complejos de paladio(II) con
aceptable actividad antitumoral. En este sentido, GILL
considera que los compuestos antitumorales de paladio pueden

ser activos incluso frente a tumores gastrointestinales, para

los que complejos andlogos de platino(II) se muestran inactivos

o, mejor, quedan inactivados por las altas concentraciones de

cloruro (~0,1M) de los jugos gastricos. Ademas, es evidente la

necesidad de usar al menos un ligando bidentado quelando al

paladio(II) y, a este respecto, parece mejor usar una diamina

apropiada, que imponga la configuracién cis- a los ligandos mas

labiles (nitrato, cloruro). La formacién de hidroxo-complejos ¥

impedir la accién de

sy posible oligomerizacién no debe
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complejos de paladio Y, ademas, la aparicion de espeacles

cargadas no representa nsecesariamente la inactividad de los

compuestos de paladio, dada la mayor rapidez c¢on que se

interconvierten con especies eléctricamente neutras respecto a

derivados inertes de platino. Sobre esta base, el presente

estudio tiene interés por ampliar los horizontes marcados por
el trabajo de GILL en el sentido de incorporar diamincacidos y
sus ésteres etilicos ( en vez de diaminas no fislioldglcas) y de
aportar datos sobre la actividad de los complejos investigados
frente al DNA ("in vitro” e "in vivo") y también resultados
microbiolédgicos, parasitolégicos toxicolébgicos, no

contemplados por el citado autor.
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r

l.

nopropionato de etilo,

Se prepardé tratando a reflujo, durante 24'horas. una
suspensién en etanol absoluto saturado de HCl, de S g (2,8mmol)
de dap.2HCl con agitacién constante. La disolucién resultante
se deja reposar a temperatura ambiente, durante 24 horas,
obteniéndose un polvo blanco, que se filtra y se lava repetidas
veces con etanol, se seca en corriente de aire y después a
vacio sobre P40io. Rendimiento: 99%, punto de fusién
Pf (descomfj=160=C. Analisis calculado para CsHi4ClzNz0=:
C=29,29%, H=6,88% y N=14,00%. Encontrados: C=29,37%; H=7,25%;

N=13,67%. PM=205,07.

1.2. Dicigrihidrato__de D,L-2,4-diaminobutirato__de

etilo, (dab-Et.2HC1) .

Se siguidé un procedimiento de sintesis idéntico al

descrito en el apartado anterior, obteniéndose un sélido blanco

con un alto rendimiento: 99,2%; Pf(descomp) = 182°C; analisis

: = : =12,76.
calculado para CaeH1&Cl2N20=: C=32,82; H=7,34; N=1

Encontrados: C=33,06; H=8,02; N=12,81. PM=219,536.
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1.3,

Para esta sintesis, y las que se deseriben a
continuacion, se siguid, con ligeras modificaciones, el método
descrito en la bibliografia para complejos de platino(II)
con diaminocarboxilatos y sus ésteres etilicos. Las condiciones
experimentales son las siguientes: Se disuelven 0,89 g (Smmol)
de PdCl= en wunos 100 ml de HCl-0,1N, con calefaccidn y
agitacién constante. La disolucién obtenida se hace reaccionar
con 0,70 g (Smmol) de ligando (dap-H). HCl, que se adiciona en
pequefias proporciones hasta obténer una disolucién de colof
amarillo claro que se deja en reposo a temperatura ambiente
durante 24 horas. Se obtiene asi un polvo amarillo palido que
se filtra vy lava repetidas veces con agua muy fria, hasta que
el ensayo de cloruros con AgNOa sea negativo. A continuacién se

lava el precipidado con etanol y se deseca a vacio sobre P«0io.

Rendimiento: 93%, Pf (descomp) = 2352C. Analisis

calculado para PdCaHeCl=2N=20=: C=12,80; H=2,87; N=9,95 ¥

Cl1=25,20. Encontrado: C=13,10; H=2.55; N=9.74; Cl=26,34.

PMesor=326,47, PMaxe=327,96.
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Loy :-Tis“ji‘:l'?r‘f}

Se  si 10 e ' '
guid =l metodo anterior, wutilizando en 1la

con imi

C rendimiento del 94%. Pf(decomp) = 238°C. Analisis

calculado para PdCaH10C12N202: C=16,26; H=3,41; N=9,48

Cl=24,00. Encontrado: C=16,32; H=3,09; N=9.09; Cl=24,39

Pm acr =29 5 . | |
S 5, 45, F’Mex

p_=300,12_

Se hacen reaccionar 2 g (11,3mmol) de PdClz disuelto,

en caliente, en 50 ml de HCl 0,1 N, con 2,20 g (11,3mmol) de

dap.Et.2HCl, agitando hasta disolucién completa. El pH de la

disolucién se ajusta entre 6 y 7 con bicarbonato sédico y se

deja reposar durante 24 horas a temperatura ambiente. Se

obtiene asi un polvo amarillo claro que se filtra, se lava

primero con agua muy fria hasta que dé negativo el ensayo de

cloruros y despues con etanol, secando el producto en corriente

de aire y después a vacio sobre P4Oi0. Rendimiento: 83,87%. Se

descompone sin fundir. Analisis calculado para PdCsH12C12N20=2:

c=19,41; H=3,91; N=9.05; cl=22,91. Encontrado: C=19.51; H=3,91;

N=9.18; C1=23,90; PM=309,47.

I.6;
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Se i iz =
sintetiza como el cis-[Pd(dap-Et)Cl=a],

o i :
bteniendose un polvo amarillo claro, que se deseca a vacio

sobre P40io. Rendimiento: 88.7%. Se descompone sin fundir

Analisis calculado para PdCeHiaN=20=2: C=22,28: H=4.36: N=8.66:

Encontrado: C=22,30; H=4,32; N=8.25: Cls20 39,

I1.7. Productos reactivos.

Los clorhidratos de los acidos

D,L-2,3-diaminopropiénico (dap.HCl) vy D,L-2,4-diaminobutirico

(dab.2H20) fueron suministrados por la firma Sigma Chemical
Company y el acido cloroacetico usado en la sintesis por Merck
Darmstadt. El resto son de pureza analitica y el siguiente
origen o caracteristicas: PdCl= (BDH,Albus); HCl conc. KOH,

AgENOs, alcohol absoluto, alcohol de 96° y H250< (Probus,

Panreac) NaHCOs (Merck)
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I1.1. 1.

El estudio conductimétrico se realizé con un Equipo
Valorador Radicmeter RTS 622, compuesto de Autobureta ABU 12
({bureta B 220 de 2,5 ml), pH-metro 62,Registrador Servograph
REC 61-Titrigraph - REA 160, modulo de derivacién REA 260 yl
médulo de valoracién TTA 60, con vasija de- valoracién
termostatica v 535 (50ml) acoplada a un bafio

termostato-criostato de circulacién Celecta.

Se usaron electrodos Radiometer de vidrio (G 2040C) y

de calomelanos (K&4040).

La calibracién del equipo potenciométrico se hizo por

doble ajuste tampén, con tampones Radiometer de pH 7,00 £ 0,01

(51326) y 4,01%0,01 (S51316) a 25.00°C ¥0,05°C en la escala NBS.

Para las valoraciones conductimétricas se utilizoé el

mismo Equipo Valorador del estudio potenciometico acoplado a un

Conductimetro Radiometer CDN 3, con célula de medida PP 1042.

Todas las valoraciones sé hicieron con disoluciones

exentas de CO=, €N atmosfera inerte de Nz, purificado de CO= VY
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Oz VY presaturado de vapor de

agua. Para las valoraciones

potenciomn 1Ca ilizar ]
ometricas se utilizaron disolucicnes on fuerza lonica

ajustada I=0,1M(KCl).

El reactivo valorante fue una disolucién de KOH 0,1M
preparada por dilucién de una disolucién patren (5,611 g KOH/1)
con agua desionizada exenta de COz. La titulacién de este

reactivo se hizo frente a hidrogenoftalato potasico, patrén

primario, desecado (120°C 6 horas).

II.1.2. Valoraciones_potenciometricas.

Se han realizado valoraciones de todos los ligandos,
asi como de los complejos s6lidos. Todas las disoluciones se
prepararon diluyendo con agua bidestilida (exenta de COz) 25 ml
de una disolucién madre 8.10°2 M y 25 ml de KCl 0,4M hasta un

volumen de 100 ml, para que la concentracién fuera del orden de

2.107"M.

Se han valorado disoluciones {2.10-"M) de los

ligandos y de sus complejos so¢lidos de Pd(II). Con objeto de

apreciar mejor las variaciones de conductividad en el curso de

disoluciones acuosas (exentas de

éstas valoraciones, se usaron

CO=z) sin ajustar la fuerza ioénica del medio.
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Disoluciones patron de KOH (5,611g) Titrisol (Merck)

hidrogenoftalato potésico patrén primario (Merck) KCl P.aA

{Merck) .

1I1.2. Espectros IR.

————_—————n

I1.2.1.
Las muestras sélidas se comprimieron con 150 mg de
KBr (Urvasol,Merck) a una presién de 9.5 Tm/cm=, aplicando alto

vacio.

Los espectros se registraron usando un comprimido de
150 mg de KBr como referencia, por lo que el rango espectral
util se extiende desde 4000 a 400 cm-*. En todos los casos se

utilizé un espectrofotometro Beckman IR-4260.

Se han registrado los espectros IR de muestras

s6lidas (~img) de dap.HC1, dab.2HCl, dap-Et.2HCl vy dab-Et.2HCI.

Se han registrado, asimismo, los espectros IR de los

siguientes complejos: cis-[Pd(dap-H)Cl=z], cis-[Pd(dab-H)Cl=2],

cis-[Fd(dap—Et)Clz] y cis—[Pd{dab—Et)Clzl.
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La estabilidad térmica de los compuestos preparados

se investigd en muestras sélidas ( ~5mg) usando un Sistema de

Analisis Teérmico Rigaku, serie Termoplex, equipado con
Termobalanza, Sistema de Analisis Térmico Diferencial de
Barrido (ATD/DSC), unidad de proceso de datos y registrador de

tres canales.

Los puntos de fusién (descomposicion) de los sélidos
investigados se determinaron en un aparato Electrothermal

Melting-Point.

Los analisis de los productos sélidos obtenidos, en

; , ' :
cuanto a su contenido en C,H,N, se han realizado en e

Instituto de Quimica Bio-Organica (C.8.1.C.) de Barcelocona.

Para el anaiisis de cloruros se siguid el método de

(o]

. . . 'd Vv 1

idos.
en cada una de las muestras de solid
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Se han utilizado cepas de Escherichia coli K-12, del

laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Farmacia de
Granada, en donde se llevaron a cabo los cultivos

correspondientes.

Como medioc de cultivo se ha utilizado el medio "C" de
Roberts y Cols.*®, con glucosa al 0,2% como fuente de energia,

s6lo y adicionado de distintas concentraciones de complejo.

La composicién del medio "C" es la siguiente:

NH4Cl e

NazHPOas 6 B

KH2PCa 3 B

NaCl 3 E

MgCl= 0.01 g

Na=250a 0,026 g

H=0 destil. c.8.p, 1:000 ml

En la preparacién'del medio "Cc®, y a fin de evitar la

i de
precipitacién de los componentes del medio en el proceso

prepar6é por separado en un matraz lar

200 ml de agua

esterilizacién, Se€

disolucioéon de ios fosfatos (NazHPO«+ Y KH=PQ«) €n
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Yy an 2l traz 1 |
o matraz el resto de 108 componentes del medio

disueltos en 800 ml de agua vy

adicionados de glucosa. Ambas

disoluciones se esterilizaron en autoclave a 112°C durante 30°'

Uriad vez  frias las disoluciones, se mezclaron Yy se

procedid a su reparto, con pipeta estéril, en tubos de ensayo

esteriles a razén de 5 ml/tubo.

A partir de una disolucién madre, en medio acuoso, de
los complejos, de concentracién 10-2 M, se afiadieron 0,5 ml a
cada serie de diez tubos, para dar una concentracison final del

complejo de 10, 25, 50, 75 y 100 uM de complejo en cada serie.

Se inoculé 0,01 ml de un cultivo de 18 h. de
Escherichia coli previamente adaptado al medio "C" en cada
serie de tubbs con distintas concentraciones de complejo (0,

10, 285,.-50, 75 % 100 gM) .

Los tubos inoculados se incubaron en estufa a 37°C y
periédicamente se tomé un tubo correspondiente a cada
i 1

concentracion ensayada Y se midiod su D.O. en e

espectrofotometro a 450 nm.

2
Los tiempos de lectura fueron 0, 2,

30, 36 y 48 horas.

i 1126
Simultaneamente, VY en los mismos riempos, se reail
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a

de Gram de cada tibo v
8 i€ cada tubo, ¥ una o bservacisn B foaacs
on e resco .

Esta experiencia se realizé por triplicado

Tripanosoma cruzi €s un protozoo flagelado hematico
perteneclente & la familia trypanosomat idae. En su wvida
bioldgica Jtiliza como hospedadores definitivos, animales

mamiferos Yy, como hospedadores intermediarios y vectores,

especies de insectos hematéfagos de la familia Reduviidae.

Este protozoo es el responsable etiolégico de la
"enfermedad de Chagas" o "tripanosomiasis americana", afeccidn
que representa el mayor problema sanitario humano en América

Central y Sudamérica, causando altos indices de morbilidad y

mortalidad.

El T. cruzi presenta cuatro formas mortolégicamente

distintas de acuerdo con el tipo de hospedador Yy localizacidn

en el mismo.

cada una de las formas adoptadas por este parasito

tiene unas caracteristicas determinadas que resumidas son:

sanguineas: 3¢€ encuentran en el

- Formas tripomastigotas

torrente circulatorio de los vertebrados parasitados. son
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Péquenas y alargadas (10

};' a - t 1 t A t t m t 1 t t
n

el interi ] =
rior de las células del hospedador vertebrado sufren
una ' i
reorganizacion estructural dando lugar a las forma
s
am i S for ' |
astigotas. Son formas ovoides que miden aproximadamente 4

de diametro mayor.

Formas epimastigotas: Tienen diferentes lugares de
lecalizacion:
a) Intracelularmente, en el hc __.dador vertebrado

b) En el intestino del hospedador invertebrado.

Formas tripomastigotas metaciclicas: Son formas que se

producen en el extremo posterior del ‘ntestino del insecto

ramatéfago, a partir de una transformacién de las formas

epimastigotas.

Las formas epimastigotas son las estudiadas frente a

los complejos de este trabajo.

Las experiencias realizadas se llevaron a cabo en

Departamento de Parasitolégia de la Facultad de Farmacia

Granada, con una cepa de T.cruzl de gran virulencia, aislada

a al Departamento éen 1.974 por

U caso clinico ¥ QuUE fue donad

la Divisidn de Malariologia Y Sanidad Aambiental del Maracay
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L=H r o l- ,- S ~ - o = e .
PRLUNCES  S& ha nmanterido medisnre pases

€N raton albino cepa BALB/C.

Los cultivos de los tripanosomas se realizaron en el

i = : . : :
medio LTM (medio ilquido  tripanosoma) cuya composicién es 1la

siguiente:

Solucién Hanks
Lactoalbumina hidrolizada
Extracto de levadura

Hemoglobina bovina

Este medio estad suplementado con un 10% de SBF

inactivado a 56°C durante 20 minutos. El pH se ajusté a 7,2.

Una vez preparado el medic se esteriliza por

filtraciéon a traves de una membrana (sartorius) de 0,45 um de

diAmetro de poro y tras comprobar su esterilidad se reparten en

tubos Roux (Nunc) de 10 ml en cada tubo.

Composicién de la solucidn Hanks:

NaCl

KCl

caCl=
MgS047H20

NazPOaH.2H=20
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KPO4H=

NaCOaH

Neomicina

Rojo fenol ml

H20 bidestilada 1,000 ml

-pH final de la disolucién = 3.

1

La concentracién 6ptima de parasitos debe estar entre

560.000 y 1.000.000 de parasitos/ml.

Los complejos metdlicos ensayados se disolvieron en

agua bidestilada, ligeramente acidulada con &cido clorhidricc.
Se prepard una disclucién madre, para las posteriores

diluciones, con una concentracién de 2 mg/ml.

Para llevar a cabo esta experiencia se emplearon como
frascos de cultivo tubos Schott de 10 ml de capacidad,

previamente esterilizados al autoclave a 120°C durante 20

minutos.

Se wutilizaron concentraciones de los complejos de

100;: 10 y 1 us/ml, afiadidos con microjeringa Hamilton. Para

cada concentracion se efectuaron dos replicas Y ademas un

control para comparar los resultados obtenides, asi como un

Lampit®, tambiéen a

testigo, utilizando como tal el

concentraciones de 100; 10 y 1 pg/ml.
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Una vez adicionados los complejos se procedid ‘& unsy

Agitacion orbicular de todes los tubos, llevandose después a

lneubacién a 28=C.

Posteriormente se analizaron los efectos de los
complejos sobre los tripanosomas. observandose el porcentaje de

inhibicién de crecimiento a las 24, 48 y 72 horas, respecto al

control, utilizande para ello la camara de recuento

hemocitometrica de Newbauer.
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,
de

obtener informacién preliminar de la
potencial actividad antitumoral de los éuelatos de
dicloropaladio(II) con acidos a, w —diamindcarbéxicos ¥ con sus
gsteres etilices, se Investigdh Ila reactividad de tales
compuestos, "in vitro" e "in vivo", frente a DNA de diferentes
procedenc;as. tantec nativo como integrado en la cromatina o en
estructuras cromeosomicas. Con fines comparativos, siempre que

se estimdé oportuno, los ensayos "in vitro" se llevaron también

a cabo con cis-DDP.

V.1

La capacidad de los complejos de paladio considerados

para ihteraccionar con la estructura secundaria del DNA se
estudi® mediante experiencias "in vitro” con DNA nativo de
esperma de salmon sonicado, de origen humano o de Streptomices
sp. éste ultimo conteniendo un 80% de pares

(guanina—citosina). Estos ensayos comprenden los estudios

los espectros diferenciales ultmvioleta, la determinacioén

las curvas de desnaturalizacién (o fusion) y analisis

renaturalizacién. 5e realizaron también algunas medidas

desnaturalizaciéon con cromatina de eritrocitos de pollo con

complejo [Pd(z.é-dabEt)Clz]. Todos los datos V¥ espectros

ensayos se obtuvieron con un

necesarios en estos

equipado con un programador

Espectrotfotometro Beckman Acta 11T,
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I. '.—, - /
ealizaron con DNA (de esperma de salmér.. humano y de

Streptomices) en medio saiino 0,1x55C (S85C=0,15M NaCl 0,015M

CIlErato sd6dico) a pH= 7,2, mientras que los ensayos de

renaturalizacién se llevaron a cabo

en tampén de fosfato
(0,26M) de pH= 7, 2.

Los espectros UV se registraron entre 220 y 320 nm,
estudiando la absorcién del DNA en presencia o en ausencia del
complejo en cuestién (espectrofotometria diferencial). Las
muestras tratadas con complejo se incubaron a dos tiempos, de
15 minutos y de 48 horas. Ademas, los complejos se investigaron
a S5 dosis diferentes, cuantificadas por la razén molar
"r"(relacién molar entre la cantidad de complejo y el numero de
bases o de nucle6ttidos de DN..) 0,0005, 0,0010, 00,0015, 0,0020 ¥y
0,0025. La concentracion de DNA utilizada fue de 1,56x107*M.
Los espectros asi obtenidos permiten estimar los datos de
longitud de onda de maxima absorcién, A max., la variacion de la
absorbancia (efectos hipercrémico H(%) © hipocrémico) y otros
interés, como el cociente entre la variacién de

parametros de

absorcién a 270 y 295 nm ( AA2vo0/dAzes) O la amplitud media de

la banda (2 0).

DNA,

j i tir
en presencia 0O ausencia de complejo, se han obtenido a par

ivo.
de medidas de absorbancia a A =258nm= .\ max para el DNA nati

e aumento
El incremento de temperatura Se programoé con un
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constante desde

Ei-{-To > < I .
<=2"C a 90°C. Las mezelas adicionadas de

complejo se pre 3 3
prepararon para valores de razén molar "r" de

0,0005, 0,0010, 00,0020 v 0 0025, Antes de proceder al estudio

de desnaturalizacién, las retferidas muestras fueron incubadas a

2526 en 0,1xSSC durante 15 minutos y 48 horas.'La concentracion

de DNA se mantuvo constante, correspondiente a una densidad

optica De=1,0, a A1=258nm. Las concentracicnes de complejo

investigadas varian entre 10°% y 10-°M,

Los ensayos de desnaturalizacién se extendieron
también a la cromatina, que se aislé de eritrocitos de pollo.
Tales ensayos se llevaron a cabo en disolucién 1mM de tris-ClH,
0,5mM de EDTA y pH=8, con concentraciones de complejo entre
10-* y 10-?M, y una concentraciéon de cromatina constante,

correspondiente a Do=0,4 a 258nm.

Los resultados de los estudios de desnaturalizacidn
del DNA y de cromatina han sido convenientemente tratados

mediante un programa de derivadas por un computador HP9816.

esperma de Salmén sonicado (fragmentos entre g.5 ¥ 1 Kbl

desnaturalizacion. en baﬁb a 100°C durante 20 minutos, llevando

g tura
a cabo la renaturalizacion en bafio de arena a una tempera

5 1 de
10°C por debajo del wvalor de la temperatura de fusién

"Melting", Tm.
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Los ] i i i
ensayos "'In vivo" (accion sobre el DNA asociado a

proteinas (DNPs) vy sobre la transcripcién) se han realizado con

el sistema modelo .onstituido por las larvas de Drosophila

hydei, que se eligieron invariablemente en el tercer estadio de

desarrollo y presentando, ademas, un peso corporal de 4 mg.
Tales larvas fueron tratadas por el método de la
microinyeccion, con dosis de 0,5 upl de una disclucién de
complejo [Pd{(2,4-dab-Et)}Cl=] 107®M, Los efectos de este
complejo sobre la estructura de 1los cromosomas © Sobre la
transcripcién se investigaron transcurridas 4 horas desde el

momento de la inyeccién.

para el estudio de la estructura cromosémica, las
glandulas salivares fueron extraidas de las larvas por
diseccion en solucién fisiolodgica de Ringer, siendo prefijadas
en etanol-acido acético (3:1) durante 10 minutos, en &cido
acético al 50% vy luego aplastadas entre el cubre- Yy

portaobjetos. Inmediatamente después de ésto fueron congeladas

en nitrégeno liquido, se retiro el cubreobjetos y Sé

sumergieron €n etanol absoluto, donde se mantuvieron por un

periodo de tiempo definido, de acuerdo a 1los tratamientos

posteriores, Y seguidamente se secaron al aire. Para observar

los posibles efectos del complejo sobre la estructura de los

ytilizé la técnica de tincién con orceina

hibridos DNA : RNA

cromosomas Se€

lactoacetica. Para la dJeteccion de los
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cromosomicos se siguié el metodo descrito por ALCOVER vy

colg.*®  oObtenidas las glandulas salivares fueron fijadas y

aplastadas en acido acético 45%. Después de la deshidratacién

con etanol absoluto por cuatro horas, 1los cromosomas . fueron

secados al aire. La induccién de los hibridos DNA:RNA se
realizd por desnaturalizacién del DNA cromosomico en 0,1x8SC, a
90% durante 30 segundos y posterior incubacién de los
cromoscmas en 100 ml de S50% formamida: 2,5xSSC, a 25°C durante
10 minutos. Después de ser lavados los cromosomas en tampoén de
fosfato (PBS) se incubaron con 10 ul de una solucién de un

anticuerpo anti-DNA:RNA por espacio de una hora. Después se

incubaron con 20 ul de IgG de conejo anti-IgG de cabra marcado

con fluoresceina en una dilucién 1:50 en PBS. Las preparaciones

fueron finalmente enjuagadas intensamente con PBS.

Los portaobjetos fueron montados en glicerina-Tris
1M(9:1) a pH=8 y los cromosomas se fotografiaron en un

microscopio Zeiss de fluorescencia epiiluminado, utilizando una

pelicula de 35 mm Tri-XPm (Kodak).
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Con objeto de obtener informacién sobre la posible

toxicidad de los complejos de paladio(II) investigados, se

realizaron diversas experiencias preliminares encaminadas a la
determinacién de dosis letales y al estudio histopatolégico de
todos los J¢rganos de ratones hembras de raza swiss albina,

tratados con el complejo [Pd(2,4-dab-Et)Cl=] y con cis-DDP.

V.1. Ensayos_toxicolégicos.

Por razones de la reducida solubilidad de los
complejos de paladio(II) investigados en suero salino (NaCl 8,5
%.,.) v del limite de volumen (0,5 ml) que de tal solucién puede
inyectarse intraperitonealmente a un ratén de unos 20 g de peso
corporal} sin que resulte por su propia magnitud letal o
nocivo, resulté inviable el calculo de la dosis letal al 50%

(DLso), Segun se desprende de las siguientes experiencias

preliminares o de tanteo, realizadas con el complejo

[Pd(2,4-dab-Et)Cl=].

Se administré una dosis D-1 de 13 mg/Kg de

peso del complejo [Pd(2.4-dabEt)C1=] en suero salino (NaCl al

8,5%s) lo que supone la administacién por via

in*raperitoneal de 0,26 mg del complejo/0,5 ml para cada uno

i
de los seis ratones ytilizados con 20 &8 de peso corpora
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horas, s 1
S€ procedid a una segunda experiencia con una dosis

cuarro veces superior a la ensayada.

e e 1 i
Z: Se administré a un {ote de seis ratones con 17

g de peso corporal una dogis D-2 de 13x4=52 mg/Kg de peso de
animal, lo que representéd la administracién por via
intraperitoneal de 0,884 mg/0,5 ml de suero salino a cada
raton. No habiéndose producido muertes en el transcurso de 24
horas, se procedi¢ a la siguiente experiencia, con una dosis

de seis veces la inicial (experiencia 1).

ratones de
17 g de peso corporal equivalente a 13x6=78 mg/kg de peso de
animal lo que corresponde a la administracién intraperitoneal
de 1.326 mg/0,5 ml de suero salino a cada raton. Tampoco se
produjo defuncién alguna en las primeras 24 horas,

procediéndose a la experiencia siguiente.

Se administré una dosis D-4 a dos ratones de

17 g de peso corporal igual a 13x8=104 mg de complejo/Kg de

peso de animal, que representa la inyeccion intraperitoneal

ada raton.

de 1,786 mg de complejo/0,5 ml de suero salino a

Tampoco se produjo la defuncién de ninguno de los ratones éen

24 horas, resul tando inviable el ensayo de disoluciones mas

concentradas, lo que llevo a la decisién de no determinar el

parametro Dlso.
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con objeto de obtener informacién sobre posibles

lesiones tisulares de los parénquimas renales, hepaticos vy

esplénicos, se procedio al tratamiento de lotes de diez

ratones hembras Swiss albinas con el complejo

[Pd(2,4-dabEt)Cl=] v con cis-platino, que se sacrificaron a

los cinco dias para proceder al estudio histopatolégico. Dado
que el cis-platino se viene uvsando a dosis ter_.péuticas de
50-100 mg de complejo/90 Kg de peso corporal 2n pacientes
humanos, se procedié a ensayar dos dosis, una (d-1)
equivalente a 240 mg/90 kg de peso corporal y otra (d-2) diez
veces superior a ésta. La dosis d-1 equivale a la
administracién de 2,66 mg de complejo/Kg de ratén o bien a la
inyeccién intraperitoneal de 0,077 mg de complejo/0,5 ml de
suero salino para cada ratén de 29 g <2 peso corporal. La
dosis d-2 corresponde a 26,6 mg de peso/Kg de ratén o 0,77 ml

de complejo/0,5 ml de suero salino para cada ratén de 29 g de

peso corporal.

Una vez sacrificados los animales (de 1los

diferent->s lotes) se procedi6é a la extracc’ Je rifiones,

pbazo e higado y a su posterior fijacidon con formol al 10%

durante 24 hc as.
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Las musstras, va fijadas. fueron incluidas

paratina y cortadas en laminas de u de espesor, sobre

queé se practicaron las siutgientes tinciones:

hemaloxilina - eosina
tricromico de Masson

PAS (aAcido periodico de Schiffs)

en

las

La observacién fue . realizada con microscopio

foténico (Olympus).
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PARTE C:
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i

con tfines de identificacion vy caracterizacién de

] e : s
108 dlaminoacidos, en su forma comercial, dap H.HCl y dab
H.2Z2HCL, v de los diclorhidratos de sus ésteres etilicos dap
Et. 2HCl y dab Et. 2HCl, se procedié al estudio de sus

propledades acidas y esquema de disociacién en medio acuoso y

al examen de su espectro infrarrojo, en estado sélido.

G0

El esquema de disociacién de los referidos

productos se investigd mediante el analisis de sus curvas de

valoracién potenciométrica (con fuerza iénica ajustada I=0,1

M KCl) vy conductimétrica (sin ajuste de fuerza iobnica).

De acuerdo con la férmula de 2,3-dap

CHz - CH - COO~
l !
NHa  NHs

+ +

sus curvas de valoracisén (figura 14) muestran soélo dos etapas

correspondientes a los grupos aménicos, a-NHa™ V¥ 3-NHa*, de

moderada y escasa fuerza icida , repectivamente, entre

inte: ralos de pH=4,5-8 g.10.3. En las curvas del
diclorhidrato 2. 4-dab H.2.HCl (figura 15), con férmulas
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S d &l - i 11 i
€ aprecia, en primer, lugar la neutralizacion del grupo

a-carboxilico en la regién &cida (pH=2,75-6,5), separada

netamente de las etapas de valoraciéon de sus grupocs amdnicos,

+ +
@-NHa vy F-NHa, mucho mas débiles, fundamentalmente en medio

alcalino (pH=6.§—9 y 9-10,8). Estas observaciones conéuerdan
con los resultados aportados con anterioridad 4?-S° sobre las
propiedades &acidas y esquema de disociacidn de éstos y otros
miembros de la serie homéloga de los Acidos
a,-diaminocarboxilicos, que han sido revisados por R.B.

MARTIN“7 y por nosotros =%,

Las curvas potenciométrica y conductimétrica de los
diclorhidratos de los ésteres etilicos, dap Et. 2ZHC1 (figura

16) v dab Et. 2HCl (figura 17), con férmulas.

CH= CH - COO - CH=2CHa

I |
NHs  NHa

+ +

CHa - CH = c00 - CHaCHa
?Hz = | 0=

NHs NH,

+ L

| i al
muestran, como cabria esperar, un comportamiento analogo

i 61
descrito para el monoclorhidrato dap H. HCl, debido a que s0l0

_ g 1

s -' ' . ( S ¥ amen

comparado de las curvas de valoracién de 1




SUS correspondientes ésteres etilicos revela que para estos

Ultimos los grupos aménicos fe valoran a intervalos de pH

menores v con pendientes de susg tramos conductimétricos menos

positivas, lo que corresponde a una m2nor fuerza acida de sus

grupos disociables. Esta observacién concuerda también con

los valores de pKa, aportados por R. W. HAY y P. J. MORRIS*®,
para  los ¢ -diaminoacidos y sus ésteres metilicos (ver
tabla VI) que, en todos los casos, representan una mayor
fuerza 4cida de los grupos amébnicos en los productos

esterificados.
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onductimétrica de dap
(0, 1024y, & 2ceC y fuerza
a.

Figura 14.- Curvas potenciometrica WG
H.HCI (2. 6ixl0" ) frente a KOH
iénica I=0,1M (KCl) en la wvaloraclion potenciometri::




DAB. 2HC!

conductimetrica de dab
(G, 1028} a 2HTC. Vvaloracidn

curvas potenciometrica y
frente a KOH
[=0,1M(KC1) .

Figura 15.
H,2HCI (2. 2 anlo" M)
;Gtencicmetrica con
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potenciometrica v conductimetrica de dap
ZHC1 o 10x10” M) frente a KOH (0,102M] a ZESE
jes con 1=0. IM(RCL ],

Figura 16.- Curvas

Et.
Valoracion potenciometr
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Yy conductimetrica de dab

curvas potenciometrica
0.1028) a8 2475

(1,96x10°°M) frente a KOH
potenciometrica con 1=0, IM(KC1).
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La Tabla VI muestra los valores de pKa calculados

POr nNOsotros, por métodos descritos en la bibliografia=t-s=

para lcs esteres etilicos dap Et. 2HClI v dab Bt . SHEI &

partir de los datos de sus curvas potenciomeétricas, junto

a los datos de pKa de las 1,n-diaminas alifaticas®2, los aw
-diaminoacidos*?-=° y sus ésteres metilicos*®, aportados por
la bibliografia. De su observacion se desprende que, en las
cuatro series homologas de compuestos, los valores de pKi(N)
y pPK=z(N), crecen con el numero de Atomos de carbono de
la cadena interpuesta entre ambos grupos aménicos, como
consecuencia de la separacién progresiva de ambos grupos

aménicos por una cadena polimetilénica con caracter

electrén-donante (efecto + I).

También se observa, con caracter general, que los
valores de pKa (N) y de pPK=(N) para compuestos

correspondientes de estas cuatro series homologas varia segun

la secuencia general:

pK(N)diamina alif. > pK(N)diaminoacido > pK(N)eéster etilima)

pK(N)ester metilico

Esta secuencia se explica en base a argumentos gue

i ~aracter
conducen a la secuencia de sustituyentes por Su car
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electron-atravente:

a-C00Ea-CO0-CH2CH2{a-CO0-CHa

La disociazién de los ETrupos amonicos de los diaminoacidos se
correspondz con la de estos grupds en las diaminas sometidas
a la accidon del sustituyente a-carboxilato, con un efecto
inductivo negativo (-I) Qque prevalece sobre el efecto

mesomero positivo (+M), resultando un grupo electrén

atrayente (moderado) que, por su posicién debe actuar con

+* *
mayor eficacia sobre el grupo a-NHa*® que sobre el w-NHa
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En los ésteres netiilcos. pap ejemplo, el EIrUupo

a-carboxilato de los diaminocacidos Se reemplaza por el grupo

a-metaxicarbonilo, -CO-OCHs, no cargado negativamente

donde su

efecto -1 esta ahora mucho menos compensado por su efecto +M,

resultando ser éste ultimo un grupo electroén-atrayente mucho

mas efectivo que el grupo a-carboxilato*®. En consecuencia, los
Erupos aménicos de los esteres metilicos son mas acidos (tienen
pK(NJ menores ) que los correspondientes de los iones
diamonjocarboxilatos. Una compensacién analoga, f[=2ro menos
efectiva, se debe dar en el grupo etoxicarbonilo -CO-OCHz-CHa,
de los ésteres etilicos, ya que el grupo etilo es mas dador que
el metilo, de modo que los valores de pK(N) de los ésteres
etilicos resultan menores que los correspondientes iones
diamoriocarboxilatos, pero algo mayores que los de sus
respectivos ésteres metilicos, tal como se aprecia en la Tabla

VI, con la secuencia general :
PK(N)diaminoacido » pK(N) éster etilico) pK(N) éster metilico

Es importante n . tar que la magnitud de pKa(N) ¥

pK=z(N} en los compuestos de la Tabla VI no guarda una relacioén
=

a de las especies que sé€ disocian, ya que la

directa con la carg

' i i caso,
carga negativa del grupo a-carboxilato debiera, e€n ral

i =1 ue
flejarse €n valores de pK(N) de lo- diaminoacidos mayores g
refle =

~ - -..4-_,' =] ’ s Ue iz

- l( ASI iS O 'j_.- e U ar l ¢
cont 3 f . [

i .n las diaminas y en los ésteres
disocian los Brupos amonicos ¢
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ety licos

los diaminoa&cidoz tie l &
acldos tienen la misma

carega iodnica,
valor de pRypil) v PK=(N) es

cons de )
[ 2N < = S on E"S! s e 1 os

respecto . di ‘ = i
0 las diaminas correspondiemtes. Otra circunstancia a

tener en cuenta es que en las diaminas alifaticas ambos grupos
améonicos sic pre equivalentes, mientras que en los
derivados con un grupo a-carboxilato o a-COO-R dejan
necesariam~nte de serlo en ~3azén de la asimetria molecular que

tales sustituyentes introducen en el esqueleto molecuiar de las

diaminas progenitoras.

Unaprimera aproximacidénse que tenga en cuenta la

proximidad del sustituyente a-C00~ o a-CO0-R al grupo a-ﬁHa

puede llevar 1 asignar el menor valor de pKi(N) de los
diaminoacidos y sus esteres a dicho grupo aménico y el valor de
pK=(N) al grupo aménico term;nal. referido, en general, como
w—ﬁHa. mas distante del sustituyente electroén atrayente (a-CO0~

a a-CO0-R). $Sin embargo, esta asignacién de valores de pK(N)

es incorrecta porque no +iene en cuenta la interaccién mutua

que ejercen los grupos amonico/aminico entre 5i. Para ilustrar

tales efectos, la Tabla VII muestra l1a diferencia entre los

valores de pKa, A PK(N), de los Brupos aménicos en las diaminas

alifaticas, €n los diaminoacidos Yy e€n ~us ésteres etilicos ¥
i £ { ¢ d
metilicos, que se€ representan n la figura 18 en funcion del

numero de stomos de carbono interpuestos entre ambos en el

salvedad de los datos relativos a

esqgueleto molécular. con




S wsteres

- itina
~ A S e m -~ :
-ont irmarse de compuestos

JDserva,

una disminucion
avanzar =n

Tabla VI Diferencia

(N), de los grupos aménicos
l1.,n-aiaminas 2n los diclwthidratos de
a-w-diamnoacidcs sSus

icos v metilicos (ver Tabla

-

Ar<(N) ApK(N) Comp  ApK(IN)
3. 09 3. 44 dapMe 3.84

1. 98 3.15 dabMe 2.79
1,45 - OrnMe 1.82(?)
0. 94 - LysMe 3.29(?)
0,90




DIAMINAS ALIFATICAS
DIAMINOACIDOS -
ESTERES ETILICOS
ESTERES METILICOS

Iigura 18. Representacion de ApK(N) frente al numero de atomos
(le carbono interpuestos entre los grupos -ﬁHa de las diaminas
11ifaticas vy los correspondientes diaminodcidos y sus esteres
stilicos v metilicos.

En las diaminas alifaticas el wvalor de APpPK(N)
desciende, pero manteniendose por encima de 0.6 . el valor
estadistico para la diferencia de pKa de dos grupos egquivalentes

y no interactuantes, lo que significa gue los Erupos amonicos

del ién etile ndiamonio son los mas interactuantes y tal

interaccion decrec svanzar en la cpTie de diaminas, sin

llegar a desaparecer el ion 1,8-diamoniooctano.

En los diaminoacidos V¥ sus esteres la presencia de

i 5 Z a
suscituventesa—carbox;lato o a-C00-R, anul

a de sus EBErupos amonicos peroe cabe

la posibilidad de equivalenci

N




mpuestos deben tambiéen actuar

amonicos., "r—NH-_—. Y 1.5—[1\}}-{3_

alifaticas. A tales

los efectos electrén-atrayentes de

1~-COO-R. El analisis de las

de equilibrio entre los

la conclusién de que sus especies

la forma [a-NH=z, w—§Ha] en un 50%

90% para Orn v Lys. Esto significa

gErupos a—ﬁHa.y B—ﬁHa en 2,3-dap es

practicamente la misma, mientras que la acidez del grupo q—ﬁHa
de 2,4-dab y los miembros siguientes de su serie homéloga es
cada vez mayor. La escasa (aparentemente nula) diferencia de
acidez de los grupos amoénicos en 2,3 dap se explica por el

moderado efecto electron atrayente del sustituyente a-Co0-,

4
respecto al efecto del mismo signo (-I) de sus grupos -NHa, que

se estima sels veces superior.

En los esteres etilicos y metilicos el efecto

alectron atrayente de los grupos a-CO0-R (con R=-CH=CHs,-CHa)

es también fuerte, por lo que los productos esterificados deben

+
tender a .disociar preferentemente el grupo a-NHa antes que el

Erupo aménico terminal. Esta tendencia debe ser mas acusada en

los esteres metilicos que en los etilicos, ya queé el efecto +I

del grupo metilo es menor que el del 8rupo etilo, por lo que
i oA _
parece razonable pensar Qque en los esteres etilicos, <£.,% dap-Et

n 4-dab-Et, el grupe a—ﬁHa debe ser el principal. pere no el
SR = G ’

i e
unico responsable del valor de pKa(N), mientras que el valor d




mpuestos reflejaria mayoritariamente la

ErUpo amonico terminal. La cuantificacien de

requiere la determinacioén de las constantes

108 correspondientes procesos de disociacion,

que no puede abordarse con los datos potenciométricos aportados

en el presente estudio.

Espectros de infrarrojo.

Las figuras 19 a 22 muestran los espectros IR de los
clorhidratos de los diaminoacidos y sus ésteres etilicos que se
investigan en el presente estudio. Las frewencias de los grupos
funcionales caracteristicas de estos compuestos se incluyen en

las Tablas VIII y IX.




(comprimido de FBr)

IR de 2,3-dap H.Hel

Figura 19.- Espectro




(comprimido de KBri.

Espectro IR




dap-Et.2HCl

,._.4.’-‘\,\

3-dapfi2HC1 (comprimido de KBr) .

Figura 21.- Espectro IR de 2,




..g___g A._é _2 L

B e S U

Figura Espectro IR de 2.4—dat~Ft-2HCl (comprimido KBr)




Frecuencias L
S ST ) ~aracteristicas en

2 i

2,3-dapH.HCl v 2 4-dabH-2HC]

2,4-dabH. 2HCI

p(C=0) (-COOH)
law (COQ) (-COOT) 1610
4 H y i
da(NHa) 1590 1575
i 1540
d=(NHa) }1480 {1520
t(C-0)+6(OH) (-COCH) - T
patCO0 ™) 1385 o
B(OE} {~COOQOH) - 5
Pr(NHa) 835 1332
760 770

Tabla IX. Frecuencias (cm~!) caracteristicas en log espectros

IR de 2,3-dapEt-HCl ¥y 2.,4-dabEt .ZHCIl.

v(C=0) (éster)
1595 ~1600

bd(ﬁHa)
1575

1500 {ISOO(h)

. 1475h 1480
pr (NHs 850 845

+
bw(NHa)

Los espectros IR de 1los clorhidratos de los

diaminoacidos , dapH-HCl V¥ dabH-2HCl, muestran una intensa

absorcion entre 3200 vy 000 cm™*, con una serie de picos

caracteristicos de muchos aminoacidos conteniendo el grupo

+ .
amoénico primario R-NHa. En ambos espectros se apreclan,
bandas debidas modos de

generalmente bien, diversas
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"_I:‘M"l‘nL-" L 2 % :
s Siaien 0 ne, asimétrica; 8, simétrica; Pr, balanceo) de
¥ e cec e

este grupo funcional, destacando el desdoblamiento de las

banda - 3 g e S N \
das e ¥y Pr de los grupos a-NHa y w-NHa, fenomeno sefialado

por BELLAMYS= para la banda b= de los A4cidos a,

B-diamino-propiénico vy -butirico. Debido al estado de
monoclorhidrato de 2,3-dapH y al diclorhidrato de 2,4-dabH, sus
espectros IR difieren en la presencia de las bandas
caracteristicas de su grupo carboxilato o carboxilico,

respectivamente (ver Tabla VIII).

Los espectros de los diclorhidratos de los ésteres
etilicos, 2,3-dapEt-2HCl y 2,4-dabEt.2HCl muestran también las
absorcicnes debidas a sus grupos a-ﬁHa y w-ﬁHa. con
desdoblamiento de al menos la banda de absorcién del modo

a.(ﬁHg). En estos espectros se aprecia una muy intensa absorcién
del modo w(C=0) del grupo funcional éster (a 1742 y 1735 cm=
respectivamente). En el espectro de 2 ,4-dabEt-2HCl (figura 22)

no se observan las bandas de los modos p (C=0)+8(0OH) (1415 cm™*)

y & (OH) (1235cm~-*) del espectro del diclorhidrato del acido

(figura 20), donde esta ultima se reconoce fiAcilmente como la

absorciérn mas intensa de la regién de 1200-1300 cm—*. Ademas, la

comparacion de estos dos espectros de estos compuestos revela

el l1igero desplazamiento hacia frecuencias mas altas que se€

ocasiona en la banda v(C=0) al pasar del &cido carboxilico al

aster etilico lo que es debido al efecto +1 del sustituyente

i 1 geno
tile amortiguado por el caracter electronegativo del oxige
e

al que se une.




-

2l

diclorhidratos

interpretacioéon

originan en su
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cnocimiento de los espectros IR de los

de lisandos constituye una valiosa ayuda para la

de los espectros IR de los complejos que

reaccion con diclorurc de paladio.




punto de vista gquimico, los complejos de

paladio(II) incluidos en el presente estudio han sido

caracterizados en estado solido (por sus espectros IR y su
estabilidad térmica) vy en disolucién (por sus valoraciones

potenciométrica y conductimetrica frente a KCH).
IT .1,

Las figuras 23 y 24 muestran los espectros IR de los
diclorocomplejos de paladio(II) con los diaminoécidos 2Z,3-dapH
V4 2,4-dabH, respectivamente. En la Tabla X figuran las
asignaciones de las frecuencias de estos espectros a los modos

vibracionales correspondientes.

En relacién con los espectros IR de los clorhidratos

de los ligandos 2.3-dapH.HCl (figura 19) vy 2 ,4-dab-H.2HCI

(figura 20), los espectros de los complejos de ambos

a.w-diaminoacidos con dicloruro de paladio(II) muestran entre

9300 y 3000 ~m-* tres picos definidos debidos a modos de

tensiéon asimetrica ¥ csimétrica de grupos amino (-NHz), en vez

La presencia de grupos -NH= en los

o :
de grupos amonicos (-NHa).

complejos [Pd(Z.B—dapH)Clz] y [Pd(2,4—dabH)C123 se manifiesta

también en estos espectros  por la presencia de bandas

torsion (f),

asignables a los modos de deformacion de tijera (p).

y balanceo (p,)de los grupos amino. Ambos solidos

aleteo (AJ
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dan, ademas, una btanda definida del modo de tensién F(C=0) del

Brupo carboxilico del correspondiente diaminoacido, pero no las

bandas de tensién Yag (COQ) v rs(CO0) que, por ejemplo, se

registran en el espectro IR de 2,3-dapH.HCl (figura 19 y Tabla

V1T




09 .

cis- [Pd(dap-i)c1 ]

[Pd(Z,S—dapH)Clz]

Espectro IR del complejo

Figura 23.-

(comprimido KBr) .




v

e

\\

)

2]

cis-[Pd(dab-H)C1
6

N

o
°

Figura 24 .- Espectro IR del complejo [Pd(2‘4—dabH)Clz]

(comprimido KBr).
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Tabla X.- Asignacién de frecuencias caracteristicas en los

espectros IR de [Pd(2,3-dapH)Cl=] y [Pd(2,4-dabH)Cla].

Modo vibracional

I = {NH=2) 3100
v (C=0) (-COOH) 17680 (17257 (1715) %=

8 (NH=) L1578 (15801 {1588)""

P« (NH=2) {1195

1150
Pry(NH=z) 1080
) (NHz) 730
v(Pd-N) &560
520, 500

v (Pd-C1) ~300

‘[Pt(2.3—dapH)Clz] en ref. 37

7.
i [Pd(2.4-dabH)Clz] en ref. 3
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Ea  Tabls & g L e
e muestra las frecuencias de bandas muy

v

*(Pd-N) debidas a la coordinacioén de los 8rupos a-NHz y w-NH= al

paladio(II). Estas bandas pueden compararse con la registrada a

550 c¢cm~* en el espectro IR del complejo trans-bis (glicinato)
paladio(I1), trans-{Pd(gly)=]*. Pese a la absorcién del
diluyente (KBr), por debajo de 450 cm~* en los espectros de los
complejos [Pd(2,3-dapH)Cl=z] vy [Pd(2,4-dabH)Cl=z], se observa una
absorciéon hacia 300 cm~* que debe incluir las dos bandas del
modo de tensién v (Pd-Cl) esperadas para la agrupacién

cis-PdCla. El  iéon [PdCls]l*®— plano-cuadrado da una banda

v(Pd-Cl) a 310 cm~* del modo simétrico v, .®*

En la Tabla X se indican también, como referencia,
las frecuencias de los modos v (C=0) de -COOH y & (NH=z) de los
complejos de platino(II) analogos a los complejos "4cidos" de

paladio investigados. Aunque la comparacion de tales

frecuencias debe ser dependiente de la estructura cristalina y

molecular de dichos s6lidos, por el momento desconocida, en
general se observa que los complejos de Pt(II) absorben a

frecuencias ligeramente mayores que los analogos de Pd(11), de

acuerdo con la esperada estabilidad relativu de estas

combinacicnes, gue debe ser algo mayor para los derivados de

platino(II).

Los espectros IR de los complejos [Fd(Z.B-dapEt)Cla]

i i neas
(figura 25) ¥ [Pd(2,4~dabEt)Clz] (figura 26) son, en line

de sus analogos con el

generales, comparables a los
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diaminoacido no esterificado, sobre todo en lo relativo a los

modos de tensién y deformacién de los grupos'amino{a~Nszu»NHz)

y de tensidn de los enlaces Pd-N y Pd-Cl (Tabla XI).

En los espectros de los complejos con el diaminoacido

esterificado, la frecuencia del modo v (C=0) de la funcién
éster aparece a 1735 cm~*, valor muy proéoximo o igual al que
aparece la misma banda en los complejos andlogos de
platino(II). 27 El mismo wvalor se observa en el espectro del
clorhidrato 2,4-dab-Et.2HCl, aunque esta banda aparece a 1742

cm—* en el espectro de su homélogo inferior 2,3-dapEt.2HCIl.
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Figura ZE = Espectro IR del complejo

[Pd(2,23-dapEt)Clz]

(Comprimido KBr).
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Figura 26.- Espectro IR del complejo [Pd(z.é-dabEt)Clz]

(Comprimido KBr) .
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Tabla XKI.- Asi
Xl Sl1gnaciédn de &
N de 1tfrecuencias caracteristi
Bristicas en |
= 0s

pectros IR ie. ;OS

complejos (Pd(2,3-dapEt)Cl=2] vy

(Pd(2,4-dabEt)Cl=]

3200

3120
v(C=0) (ester) : 1735
(1732)**
8 (NH=) l
1565 (1602)**
A (NH=)
1270,1250
v(C-0) {éster)
1215
A NHz) '
1085
p (N
r( H=) ~700
v =
(Pd-N) 530

510

v(pd-Cl) (300
-

‘[Pt(2.3«dapEt)Clz] en ref. 37.

£ [Pt(2,4—dabEt)Clz] en ref. 37.

La presencia de bandas debidas a los grupos a-NHz Y

Ww-NH=2 y de locs modos de tensioén v (Pd-N) V¥ v (PG-Cl) en 1los

de los productos de reaccién de dicloruro de paladio

espectros
y de los aminoacidos (2,3-dapH V¥ 2.,4-dabH) y Sus ésteres

2,4—dab-Et) concuerda con lo esperado

etilicos.(2.3—dap£t y
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para la uelacion
quelacidén de los Erupos amino de tales ligandos

organicos al paladio(II) en complejos de formula

[Pd(diami ido)C -
(diaminoacido)Cla] Y (Pd(diaminoacido -Etilo)Clz]

respectivamente.

Las curvas de TG-ATD de los cis-diclorocomplejos de
paladio(II) con diaminodcidos 2,3-dapH y 2,4-dabH (figuras 27 y
28, respectivamente) y sus ésteres etilicos 2,3-dapEt vy
2,4-dabET (figuras 29 y 30, repectivamente) son poco
reveladoras por el marcado solapamiento de las pérdidas de peso
en el curso de su descomposicién térmica. Con todo, el analisis
termogravimétrico de los cuatro sélidos complejos de
paladio(II) pone de manifiesto que se trata de compuestos de
considerable estabilidad térmica, ya que inician su
descomposicién pirolitica entre 220°C ([Pd(2,3-dapH)Cl=2]) ¥

245°C ([Pd(2,4-dabEt)Cl=]).

El residuo final de tales descomposiciones

piroliticas debe ser PdCl=. Asi, por ejemplo, la descomposicion

de [Pd(2,3-dapEt)Clz] deja a 600=C un residuo del 46%, algo

menor que el calculado para la formacion de PdCl=(57%), lo que

resulta aceptable si se tiene en cuenta las pérdidas que debe

producir la pirolisis del ligando orgénico. La estabilidad

térmica de los complejos de paladio(II) investigados es, desde

luego, un factor de considerable valor practico en orden a la

compuestos como sustancias

posible utilizacién de tales

i i i icas
medicamentosas, Ya que facilitaria las operaciones técn

i ili i osterior
necesarias para su desecacion, esterilizacion Yy P
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Figura 29.- Curvas de TG-ATD de [Pd(2,3-dapEt)Cl=] (4,35 mg).
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de TG-ATD de [Pd(Z,Q—dabEt)Clzi

Figura 30.- Curvas
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La caracterizacién de los complejos de paladio(Il)

investi 5 e i gitn |
stigados en disolucién incluye su valoracién frente a KOH

) . !
0,1M por técnicas potenciométricas (con electrolito de fondo

KCl 0,1M) y conductimétricas (sin ajuste de fuerza iénica del

medio), de modce qQque se obtenga una informacién preliminar de
las especies mas abundantes qgque tales complejos de paladio(II)
originen en funcién del pH, en medios ricos y pobres en

cloruro.

Las fliguras 31 y 32 reproducen las valoraciones
potenciométricas y conductimétricas de los complejos acidos
[Pd(LH)Cl=z], donde LH représentan genéricamente a las especies
dap-H y dab-H protonadas en su grupo carboxi y quelando al

paladio(II) por sus grupos amino.

Las de los complejos

[Pd(LH)Clz}. que en medio 0,1M deben ~ existir

fundamentalmente como diclorocomplejos, muestran tres etapas de

valoracién frente a KOH 0,1M, que consumen cada una de ellas un

La etapa inicial, con

equivalente de base por mol de complejo.

zona de tamponamiento en la regioén moderadamente dcida (2,8 € pHS

<4,8) debe corresponder a 1a salificacion del grupo carboxilico

del ligando aminoacido quelado al paladio(II). La valoracion

carboxilico no debe esperarse para los

del protoéon del grupo
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compleios con e ‘ i
el diaminocacido esterificado v o)
= Y, Por carecer de

5 1 ] 3 1 d
os

correspondiendo al procesoc general:

P -~
(PA(LH)Cl=2]+KOH #&==2[Pd(L)Cl2] +K*+H=0("Etapa H")

Figura 31.- Valoraciones potenciometrica y conductimétrica de
[Pd(LH)Cl=] (2.02x10-2M) con LH=dapH frente KOH (0,102M) en

medio de KCl (0,1M). §=Eq.KOH/mol de complejo.
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Figura 32.- Valoraciones potenciométrica y conductimetrica de
[PdgLH)Clzl (2,02x10-2M) con LH=dabH frente a KOH (0,102M) en
medio de KC1(0,1M). a=Eq.KOH/mol de complejo.

En estas valoraciones potenciométicas (figuras 31 VY
32) las dos etapas restantes deben corresponder a los procesos
asociados a la sustitucién de los ligandos ‘"cloro" (grupo
saliente) por iones hidréxido (grupo entrante). Es interesante

notar que, pese a que tales sustituciones deben afectar
R

formalmente a la carga de los complejos, por tratarse de grupos

saliente y entrante monovalentes anidénicos, ambas etapas

ocurren marcadamente separadas originando una Zon: de

region moderadamente &cida © ligeramente

tamponamiento en la

alcalina.4,7-<pH<:8.0 (Etapa 12) ¥y otra en la zona marcadamente

alcalima 8,0 £PH £ 11, (Etapa 228). Esta separacion del proceso

puede atribuirse a la posibilidad de que la formacicn del

Etapa 12 conlleve un segundo

monohidroxo—complejo en la
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on e :
eaiii librio que conduzca a la formacidn d
( C1lcC ae

| ik . :
M-dinidroxo-complejo. Las reacciones generales de la Etapa

seran:

K{Pd(L)Cl=2]+KOH &==2K[Pd(L)Cl (OH) ]+KCl
N

lT (Etapa 1)

1/2[Pd=(L)=(0H)=]°+KCl

- La formacién del u,u-dihidroxocomplejo neutro
(Pd=2(L)=2(0OH)=] supone el predominioc de su conocida estabilidad
termodinamica frente a los efectos de inhibicién que ejerza la
considerable concentracién de iones cloruro en el medio, ya que

la dinuclearizacién se acompafia de la formacidn de KCl.

Sobre lo dicho, la Etapa 2 representaria la
sustitucién de ligandos "cloro" por "hidroxo" en K[Pd(L)leOH)]
o la adicién del ligando hidroxo al complejo dinuclear
(Pd=(L)=2(OH)=], consumiéndose un equivalente de KOH por mol de
paladio para dar finalmente la sal potasica del
dihidroxocomplejo monomero K[Pd(L)(OH)=] y KCl. La Etapa 2

corresponderia entonces a las reacciones:

R[Pd(L)Cl(OH)]+WN4$==K[Pd(L)(OH)=]+KCl

:Ei 1?;;§§£L (Etapa 2)

1/2[szL)2(OH)z]°+KCl‘ +KOH

las valoraciones

La interpretacion de

los complejos "4cidos", hechas con

racién de cloruro (sin ajuste de

disoluciones pobres en concent

vacuaciéon” doble

puede hacerse considerando la

fuerza ionica),
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‘je . ( ] ' 1
-4z E:a =] .J"I Ii li L.l ae p-l S id

rea 3 Qn I(:’ % re= { = (=] = 5
: .

"Etapa H", para Ugagl

[Pd(LH) (H20)=2)2]Cl2+KOH &=2[Pd (L) (H20) 2]C1+KC1 +H=20

para 1¢ag2

[PA(L) (H20)=2]Cl+KOH®&=2[Pd (L) (H=0) (OH) ] ®+KC1+H=20
i &

!

Rl

1/2[Pd=2(L)=2(0OH)=2]°+H=20

para 2gag3

[Pd(L)(%ﬁQ)(OH)]°+KOH &==K[Pd(L) (OH)=2]+H=20

I .

I/Z[sz(L)z{OH)2]°+H20+KOH

Por comparacién de 1as Etapas 1 y 2 (Tabla XII) puede

apreciarse que el wuso de una concentracién de cloruro alta

(potenciometrias) o baja (conductimetrias) representa

referencias significativas en la carga de los complejos

implicados e€n la Etapa 1 y de los productos de partida para la

Etapa 2. Asi, con fuerza iénica ajustada de KCl1 0,1M(val.
potenciometrica} la etapa 1 representaria partir del complejo

aniénico [Pd(L)ClzJ“ para dar el anioén [Pd(L)Cl(OH)]" en
equilibrio con la especie dinuclear no cargada {Pd:(L)z(OH):]“.
ambas, productos de partida de la Etapa 2. De otra parte, sin
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KCl como electrolito de fondo (val conductimetrica) la Etapa 1

representaria transformar la especie catioénica [Pd(L)(Ha0)=]*

para dér [Pd(L)(H20)(OH)]® y su

correspondiente especie

dinuclear [Pd=a(L)z2(0OH)=2]°, ambas no cargadas y productos de

partida de la Etapa 2. En etta ultima situacién la especie

cationica (Pd(L)(H20}=z]*, producida en la Etapa 1, debe ser
responsable del marcadc solapamiento de las dos etapas 1 y 2 en
las valoraciones conductimetricas (separadas en las

correspondientes valoraciones potenciométricas), pudiendo

justificar incluso la leve desviacién positiva de la linealidad

de las representaciones conductimetricas entre a=1 y a=3.
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.
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oracione

Las valoraciones potenciométricas y conductimétricas
los complejos "esterificados" [Pd(L)-Et)Cla]l, con
L-Et=dap-ET o dab-Et, se muestran en las flguras 35 v 34. La
comparacion de estas curvas potenciométricas con las
analoges Co 6 "adcidos" muestran la ausencia en
primeras ¢ 1 ) & ., debida a la esterificacién del grupo
carboxi de ligandos aminocarboxilicos. También puede
apreciarse gque las curvas potenciometricas de los complejos
[Pd(L-Et)Cl=] muestran su Etapa 2 (entre a=1 y a=2) a valores
de.pH sensiblemente mencs alcalinos (del orden de una unidad de
pH) gue sus correspondientes complejos acidos [Pd(LH)Cl=]. No
obstante, las mayores diferencias se obervan al comparar el
comportamiento conductimetrico de los complejos (Pd(L-Et)Cl=z] o,
si se prefiere, [Pd(L-Et)(H20)=]%" (entre a=0 y a=2) con el de

los analogos [PAd((LH)Clz] o,si se quiere, [Pd(LH) (H=20)1=* (en

tales casos a=l y a=3).

de los complejos

KC 0 : ueden
esterificados [Bd(L-Et)Cl=2], Kel . 0, 1M p

explicarse por las siguientes etapas:

(pH$8,2:

yC1 (OH) ] 2+KCl

|

l/Z[FdzxL—Et)z\OH)z]

[Pd(L—Et)ClzJO*KCﬁ{z:iFPd(L—Et

25401~
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donde debe notarse que se parte de una especie no cargada para

obtener otra, también no cargada, pero que debe dinuclearizarse

para dar el cation divalente [Pd=(L-Et)(OH)=]2*, en contraste

con la neutral idad de (Pd=z(L)=2(OH)=2]°, su especie

correspondiente producida con el diaminoAdcido no esterificado.
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Figur = :

EPg(Légifél ga%grgglfgeiM)potenciometrica v conductimétrica de
i 2,00x107 con L-Et=cap-

en medio de KC1(0,1M). L-Et=cap-Et frente a KOH(0,102M)

a=Eq.KOH/mol de complejo.

{Pd(DAB-ENICly ]

conductimetrica de
02M)

iones potenciometrica %
~on L-Et=dab-Et frente a KOH() .1

Figura 34.- Valorac
[Pd(L—Et)Clz](2.63x10”3M)
an medio de KC1(0,1M).

a=Eq. de KOH/mol de complejo.
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Para 1gag2 y 8,24pH<10,3:

(PAd(L-Et)Cl(OH) ]°+KOH &= [Pd(L-Et) (OH) 2] ®+KC]

=

o : }il ,;;,,,f//f’
1/2[Pd=s (L-Et)=2(0H)=2]2*+Cl - +KOH

donde las especies resultantes (en equilibrio) de la Etapa 1

dan lugar a la formacidon de otra especie monémera neutra.

Es importante notar que los complejos "esterificados"
[Pd(L-Et)Cl=] en KCl 0,1M pueden dar un predominio notable de
especies no cargadas en todo el rango de pH correspondiente a
la adicién de 0 a 2 equivalente de K.{. Ademas, la posibilidad
de formar la especie dinuclear dicatiénica [Pd=z(L-Et)=(OH)=]="
en la etapa 1 explicaria, por su afinidad con los iones OH™, el
que los complejos "esterificados" den la Etapa 2 a valores de

pH menos alcalinos que sus analogos "no esterificados”.

de 1los complejos

[Pd(L-Et)Cl=], en medio pobre en concentracioén de cloruros. por

no ajustarse la fuerza iénica con el electrolito de fondo,

deben reflejar el comportamiento frente a KOH 0,1M de sus

correspondientes diacuo-complejos (Pd(L-Et) (H=20)=2]1%", que se

explica por los siguientes equilibrios:
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para l'w\<§$1

[(Pd(L-Et) {HaO) ]2*+2¢
I 1B+ 20] = —
+KOHEZ [PA(L-Et) (OH) (H20) ] *+2C1~+K*+ Ha0

i,

1/2[Pd2(L-Et)=2(0H)=2]2*+H=20

2, para 1gagd

[Pd(L-Et) (OH) (H20) ] *+C1~+KOHEZ—Z[Pd(L-ET) (OH)=2]°+H=20+KCl

A4
A
1 2"+H20‘+ KOH /

1/2[Pd=(L-Et)=2(0H)=2]

Etap

[PA(L-Et) (OH)=]+2KOH [ Pd (OH) 4 ]*7+2K*+L-Et

Sobre la base de los equilibrios propuestos puede

entenderse el comportamiento conductimétrico de los complejos

[Pd(L-Et)Clz] o, si se prefiere,de [Pd(L-Et)(H20)2]12* (entre 3 =

gy a=32a) ¥ EU desviacién respecto & lo propuesto para la

valoracioh potenciometrica correspondiente de [Pd(L) (H20)=2]"

entre a = | Yy & % 3)., asi como la Etapa "adicional" que se
aprecia sélo en el comportamiento conductimeétrico de los

productos "egterificados”.

En efecto, la Etapa 1 de la valoracién

conductimetrica de un compliejo "esterificado" parte del cloruro
4e un cation divalente para dar el cloruro de un catién
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monovalente {(gque p : 41 e ' (
qjue puede dinuclearizar en (Pd2(L-Et)=2(QH}=2]2*)

mas cloruro p« j.c c
Oruro potasico, con un claro aumento de la conductividad

n la Etapa correspondiente de valoracion de un compleio

3;1do £e partia del cloruro de un catién monovalente para dar
especies neutras (mono- y di-nuclear) mas cloruro potasico,

registrandose un aumento de conductividad menos pronunciado.

de wvaloracién potenciométrica de los
productos esterificados conduce a la transformacion de especies
catidnicas (mono- y di-valentes) a KCl y la especie neutra
(Pd(L-Et)(OH)=]°, que por su electroneutralidad y por la menor
capacidad complejante gque debe esperarse de L-Et respecto a L™
es susceptible de dar la "Etapa adicional” sustituyendo L-Et

por 2 ligandos OH~™.

En contraste, la Etapa 2 de la valoracién

potenciométrica de los complejos no esterificados representa la
transformacién de especies neutras (mono- y di-nucleares) en

KCl vy la sal potasica del complejo aniénico [Pd(L)(OH)=]", con

un aumento de conductividad mas pronunciado que el tramo

correspondiente de la valoracién del producto esterificado.

Ademas, la carga negativa del complejo anioénico [PA(L)(OH)=2]" ¥

la mayor capacidad quelante de L- respecto de L-Et hacen que no

se registre la hidroélisis correspondiente a la "Etapa

3 i i i L~
adicional”, con formacién de [PA(OH)a1%" ¥ disociacién de

También para los complejos esterificados
ios ricos en cloruros

{Pd(L-Et)Clz]. 2] comportamiento en med




Tesis Doctoral M.L. Gonzalez Moles. Pag. 165

AN = i0Metrlco) © p = , - U¢ l[[e' gl (2
e QD = Q 28
"“‘1! - ) ) } res =N Y I1ros e ) d
1K Q)

st - . .
stancialmente distinto, sobre todo en lo relativo a la carga

iénic Q i
nica g la neutralidad de las especies implicadas en las

= ;
tapas 1L y 2 (Tabla, ZXIII). Notese aque, salve la especie

dinuclear [Pdz(L-Et)=(CH)=2]2*, los demas complejos que
participan en las Etapas ! y 2 de valoracioén potenciométrica
(KC1=0,1M) son no cargadas. En contraste, las etapas 1 y 2 de
las correspondientes valoraciones conductimétricas (en medios

pobres en cloruro) implican equilibrios entre especies

catidnicas que conducen al complejo no cargade [Pd(L-Et)(OH)=].

El examen de las curvas de valoracién potenciométrica
de complejos [Pd(LH)Cl=] V¥ (Pd(L-Et)Clz] revela que, eéen
condiciones fisioloégicas de pH=7,2 - 7,4, debe producirse el

predominio de las especies formadas para valores de a

(equivalente de KOH/mol de paladio © de complejo) préximos a 2

' v al, respectivamente, correspondiendo a los puntos fina;gs de

las "Etapas 1". Tales especies se incluyen en la Tabla XIV

junto con las correspondientes a una situacion de concentracioéon

pobre en cloruros (1€1~]1 £ 5-10°7) 'deducidas del estudio

conductimétrico.
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I = ab . ~ 3 1
La Lservacion de la Tabla X1y .glere que los

"3cidos” [Pd(LH)Cl=z] deberan existir, en un medio

ie pH y rico en cloruros, como el anién
(PA(L)Cl(OH)]~ (en forma de sal potasica, por ejemplo), pero
que tal complejo salino puede dinuclearizarse en una especie
neutra u,u-dihidroxo, [Pdz(L)=2(OH)=2]°. Aunque la formacién de
tal especie dinuclear debe ser poco importante en medios ricos
en cloruro (vya gque su formacién éroduce también cloruro), el
caracter no cargado de la especie dinuclear puede favorecer su
difusidon a traves de membranas bioclégicas hacia el interior de
las células, donde las cohcentraciones de cloruro son mucho mas
bajas (~4x10-2M). Alli, tal especie puede acuarse disociandose

en [Pd(L)(H=0)(0OH)]® que, pese a su electroneutralidad, puede

ejercer cierta reactividad debido al caracter "saliente" del

ligando "agua".

Los complejos "esterificados" [Pd(L-Et)Clz] deben
existir en un medio rico en cloruros como especies neutras
[Pa(L-Et)(Cl) (OH) 17, cuya dinuclearizacién a la especie

catisénica [(Pd=(L-Et)=(0H)=2]%", que libera cloruros, debe

también estar reprimida por el electrolito de fondo. En tales

condiciones cabe esperar una buena difusién de dichos

: ' i i hacia el
complejos a traves de las membranas bioldgicas

donde la baja concentracién de

interior de las ceélulas,

cloruros (v 4x107°>M) debe favorecer la acuacion de

ie catiébnica
[Pd(L—Et)(Cl){OH)JD en la espec

L2 n el
[Pd(L—Et)(H:O)(OH)J*. Este cation puede dinuclearizarse €

i , en un
[sz{L-Et)z{OH)sz . formando agua

catién divalente
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desfavorecido por la dilucién propia del medio

intracelular. Por consiguiente, cabe

esperar que los complejos

"esterificados"” resulten reactivos en las condiciones

fisioldégicas de pH.




Tesls Docto

boctoral M.L. Gonzalez Moles. Fag.170

En los términos gue se indica en el punto III.1 de la

parte B de esta memoria, se ha investigado la actividad de los
complejcs de paladio(II), incluidos en el presente estudio, en
Su capacidad para inhibir el crecimiento de Escherichia coli
(cepa K-12) en medio de cultivo standar "C" (conteniendo 2 g de

NHsC1, 3 g de NaCl vy 0,01 g de MgCl= por litro), a cinco

concentraciones diferentes para cada complejo, de 10 a 100 uM.

Los resultaucs obtenidos en este sentido revelan que
los cuatro complejos de paladio(II) investigados ejercen un
marcado efecto inhibitorio sobre el desarrollo de un cultivo de
E. coli K-12 a concentraciones de orden »25uM, dando inhibicio-
ne§ completas a concentraciones de complejo de 50 a 75 uM. Asi,
la figura 35 ﬁuestra las curvas de crecimiento de E. Coli no

tratado Yy tratado a distintas concentraciones de

[Pd(dab-Et)Cl=], donde se observa la inhibicibn completa del

crecimiento bacterianc para los cultivos tratados con complejo

75uM y 100uM.

Una observacién al menos curiosa, obtenida en el

curso de estas experiencias microbiolégicas, es la formacién de

formas anormales, multinucleadas, de aspectc filamentoso, de E.

coli en el cultivo tratado con [Pd(dab-Et)Clzj a concentracioén

i i i ién
souM (figura 36). Este indiclo de tendencia a la filamentac
ir la
dosis un PpPoOcCoO menores que las capaces de produc
a do
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Tiempo(horas)

inhibitorio del complejo :Pd(dao—Et)Cl ]

(cepa K-12).

de Escherichia coll







~apacidad inhibitoria 4

e

~onuiderados sobre cultives

¥

Tripanosoma cruzi

(@)
=
e

. dpartade ] .2, observandose
ocomplejos de paladia(ll) inhiben completamente la
multiplicacién (por muerte) del parasito (100%) a dosis de 100
A menores dosis, los resultados obtenidos indican
ctividad parasiticida mehor y dependiente de la dosis vy
que la inhibicidén producida por el complejo
racide ser menor, <comparable o mayor que la de su
correspondiente complejo esterificado, segun la dosis y segun
el tiempo transcurrido desde la adicion del compuesto (ver

Tabla ®V). En cualquier caso, es evidente que los productos.

investigados poseen una clara actividad parasiticida frente al

Tripanosoma cruzi, que llega a ser completa a dosis de s6ln 100

g por ml.

i ~ ¢ 9
actividad parasiticida de los compleios
frente al Tripanosoma cruzi es tambien conocida

y otros complejos de FLaﬁno(II) con propiedades

& ai bien los datos de la Tabla ¥XVI sugieren que,

i ] nhibitorios para el T. cruzi
ipropiadas, | inhibi B

: y [Pd(dab-Et)Cl=], Pper
por cis-DDP=% L

' e t{ampo. E
mplo, evolucionan de

iatos pueden explicarse

] mecanlsmo




TABLA 15. EFECTO PARASITICIDA (% DE INHIBICION) DE DICLORO-COMPLEJOS DE PALADIO(II) SOBRE
- UN CULTIVO CELULAR PARASITADO POR TRIPANOSOMA CRUZI.

Dosis —— 100 wg/ml 10ug/ml : lng/ml

—————

ligando quelato —s dabH dabEt dabH dabEt dabH dabEt

TABLA 16. COMPARACION DEL EFECTO (% INHIBICION) PRODUCIDO POR CIS-DDP Y[Pd(dab-Et)CJ.z]
SOBRE EL PORCENTAJE DE CELULAS PARASITADAS POR TRIPANOSOMA CRUZI.

CIS-DDP(0,5ug/ml) [Pa(dab-Et)C1y] (104g/ml)

49'95
41,27

38,61




C“omo se desprende en el punto V de la parte B de esta

no fue posible calcular la DLso debido a problemas de

En la primera experiencia se administro una dosis
equivalente a la DLs=o del cis-platino y en las tres siguientes,
dosis 4, & y 8 veces superiores a ésta; al querer realizar otra
experiencia con una dosis diez veces mayor que la inicial, no
fue posible solubilizarla, por lo que no se pudo determinar el

paradametro Dlso.

Todo e=sto revela gque el [Pd(2,4-dabEt)Cl=z] es menos

toéxico que el prototipo cis-platino.

V.2.

Can objeta de evidenciar 1las posibles lesiones

-

morfolégicas causadas por el [Pd(2,4-dabEt)Clz] V¥ compararlas

con las producidas por el cis-DDP, se inyectaron a dos lotes de

ratones de cada uno de los compuestos, una dosis (d-1) de 2,66

mg/Kg (dosis terapéutica del cis-DDF) ¥ otra diez veces mayor
(d-2) obteniéndose 1OS siguientes resultados histopatolégicos:

A la dosis de 2.66 mg/Kg de peso, no Se& aprecian
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e

productos.

A la dosis (d-2) diez veces mayor, el cis-platino

produce a nivel corticomedular, destruccién de las ceélulas
epiteliales de los tubulos contorneados proximales, sin
tragmentacién de la membrana basal; asimismo, se observéd una

perdida del borde en cepillo de los tubulcos y formaciédn de

cilindros granulosos e hialinos a nivel de tubulos colectores

sin afectacién de éstos. Los glomerulos se encontraron

indemnes. Todo esto es compatible con el diagnéstico de

necrosis tubular aguda.

Sin embargo, a ésta misma dosis, el tejido renal de
los ratones tratados con [Pd(2,4-dab-Et)Cl=] no mostro ninguna

de las lesiones previamente mencionadas, conservando intacto el

. borde en cepillo.

En el bazo de los ratones tratados con cis-DDP, se

observo una dréstica disminucidn de megacariocitos, asi como

una franca deplexiodn linfoide, a diferencia de lo que ocurrid

con el [Pd(:,a—dabEt)Clz]. que no mostroéd diferencia

significativa con los controles.




e (e

Los ensayos microbiol égicos y . parasitoldgicos

reteridos sugleren que los cis-dicloro-complejos de paladio(II)
con los diaminodcidos, dapH y dabH, y con sus ésteres etilicos,
dap-Et y dab-Et, pueden EJEFCEF.EFECtDS bioldégicos comparables
a los descritos para el ci1s-DDP y para cis-dicloro-compleios de
platino(II) con los mismos diaminpacidos y sus ésteres, aunque
con las diferencias cinéticas que distinguen a la quimica de la
coordinacién de ambos iones metdlicos. Esta sugerencia Eequeria
la investigacién de la reactividad de los complejos de
paladio(II) aqui considerados frente al DNA nativo "in vitro" y
frente a cromatina y cromosomas, descritos en el apartado IV de
la Parte B de esta Memoria, que se realizaron en el Centro de
Biologia Molecular (CSIC) de Madrid en colaboracidn con los

Dres. C. Alonsoc y M. C. Lépez Lopez. Los ob jetivos generales de

estas experiencias consistian en determinar la reactividad de

los complejos de paladio(II) investigados frente al DNA nativo

o integrado en cromatina "in vitro" o "in vivo" y en

estructuras cromosomicas "in vivo", a fin de esclarecer 1la

potencial actividad de tales complejos como agentes

anticancerigenos VY, en lo posible, establecer 10s efectos que

sobre estas propiedades ejerza la esterificacioén del grupo

del paladio(II). En este

carboxi del diaminoacido quel ante

zentido, la informacidn que Se obtenga debera interpretarse con

ferencia a la deducida en los estudios potenciométrlcns y
refe

conductimétricos.
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La reactividad de los complejos de paladio(ll) estudiados

frente a DNA vy cromatina <e investigé, en primer lugar,
mediante experiencias "in vitro" de la reactividad del complejo
[Pd(dab-Et)Cl=2]1 frente a DNA nativo de distintas procedencias
{medidas espectrales, ensayos de desnaturalizacién de
renaturalizacién) y frente a cromatina de eritrocitos de pollo
{ensayos de desnaturalizacién). Las medidas
-eépectrofctnmétricas y los ensayos de desnaturalizacioén del DNA

se extendieron tambieén a los restantes complejos,

[Pd(dapH)Cl=1, [Pd(dabH)Clz] y [Pd(dap—-Et)Clal.

al

La Tablaxvili muestra los cambios en longitud de onda de maxima
absorcién y en hipercromicidad de una disolucién de DNA tratada

Icon cis-DDP (tras incubacién de 25 min. o 48 horas) o con

{Pd(dab-Et)Cl=] {independientemente del tiempo de incubacién)

i i ] e la
asimismo por su interes como pardmetro indicativo d

i bién
potencial actividad antitumoral, en la tabla se incluye tambi

! ¢ 27,
la relacioén AAzro/AAzes propuesta por INAGAKI Y KIDANI




lLos ; :
datos de la TablaxVil indican e Bl Cle LB e

ey
‘-'d-l-!

i, |
utilizado como control

en la experiencia, produce a los quince

mnutos de i1ncubacién con el DNA un ligero aumento de 1
: a

longitud de onda de wmaxima absorcién del DNA nativo

':’j ~
Almax=2Nm) acompafado de un leve efecto hipocrémico (-0.8%Z). A

las 48 h. de incubacién el efecto batocrémico es mayor

Almaw” SnmM) y se ha producido un aumento de intensidad de 1la

absorcién, con efecto hipercrémico de 4.5% a A=258nm. La
relacion entre el incremento de absorcién a 270 y 295 nm
producida por el cis-DDF, en las condiciones citadas de r=0.25,
son de 1.3 a los 15 min. y 2.0 a las 48 horas de incubacidn,
datns concordantes con los aportados por INAGAKI Y KIDANI =27 Yy
por otros =@

Los datos de la tablaXVIF relativos a los efectos del complejo
[Pd(dab-Et)Cl=2], corresponden tanto a 15 min. como a 48 horas
de incubacién, ya que la primera observacién destacable es que,
a las S5 dosis ensayadas (0.0005< r £ 0.0025), la reaccién del
citado complejo de paladio (II) frente al DNA nativo es
practicamente inmediata y se mantiene igual con independencia

del tiempo de incubacién entre 15 min. y 48 horas. Esta

observacién pone de manifiesto que las diferencias cineticas

establecidas para muchos otros complejos analogos de platino

(I1) (inertes) vy paladio (11) (l1dbiles) son, en lineas

generales, validas para las reacciones de cis-DDP vy de

(Pd(dab-Et)Cl=] frente al DNA nativo.
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Tablaxvi Ce
- Y-}
mbios espectrofotométricac o - :
: —= “LasSiuuiduos par

(Fd{(dab-Et)Cl2] sobre £l DNA nativo

DNA nativo

DNA-Fd (r=0. 000%)
DNA-Fd (r=0.0010Q)
DNA-Fd (r=0.001%)
DNA-Pd (r=0. 0020Q)

DNA-Pd (r=0.002%5)

DNA-cis—-DDP (r=0.25) #260 (-0.8)

DNA-cis-DDP (r=0.25) +263 4.5

H:Efecto hipercrémicoc, medido a 25°C y A=258nm

AAzvo/ AAzem: cociente entre el incremento de absorcidén a 270 y
295 nm.

Los valores de H y AA=ro/)Azes vienen expresados respecto al
control (DNA nativo).

#: Tras quince min. de incubacién.

+: tras 48 horas de incubacién.

.

independiente del

NOTA: El1 efecto del complejo de paladio es

tiempo de sncubacidén.
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SUL LaGGE = nwras experien ag
it i 1 c1 L] que se resumen e 1
- n a

reacti 3
ividad frente al DNA nativa de los restantes complejos d
s de

hal adi '
paladio(ll) i1nvestigados vy, ademas, que no existe correlacién

entre la actividad de tales complejos y la esterificacién o no

del grupo «-carboxi del diaminoacidato quelante.

Otra observacién de trascendental significacién que se

desprende de los datos resumidos en la Tablaxvi es que, a
juzgar por la hipercromicidad (H%) o por la relacién A4 A:;qro/
AAzws, 21 compleijo [Pd{dab-Et)Cl=] produce efectos comparaoles
al cis-DDP (tras 48 h. de incubacién) a dosis (r) que son de
100 a 250 veces menores. Nétese que el citado complejo de
paladio con r=0.0025'prnduce un desplazamiento de Amaie ¥ UR
valor de AAz»o0/AAz2ws, similar al cis-DDP con una concentracién
100 veces mayor (r=0. 25), pero siendo el efecto hipercrémico
(H%) del complejo de paladio {22.1) unas cinco veces el
producido por el cis-DDP (4.5) en las citadas condiciones. FPor

lo tanto, el compleijo [Pd(dab-Et)Cl=2] se comporta "in vitro"”

como una sustancia de muy elevada reactividad frente al DNA

nativo. Los datos de la TablaxVvi extienden la validez de esta

observacioén a los restantes complejos de paladio (II)

investigados.

Los datos de la Tabla XVvIil revelan, ademas, que la reactividad

DNA nativo érece de

entre el comple)o [Pd(dab-Et)Cl=] Y el

forma regular (aunque nNO lineal) con la concentracion del

0025 un efecto batocrémico de 4

comple)lo, alcanz andose para r=0.




nm
» Un notable efectn hipercrémico (20170

Y un valor de AAzro/
Azes préovimo a 2

L

(Caractericstico de complejos antitumorales de

platino).

el

. Los datos espectrofotométricos (TablasXxvil yxvil) revelan que

complejo ([Fd(dab-Et)Clz1 {y sus andlogos) interaccionan con la

estructura del DNA de forma mas intensa Yy por supuesto méas

rapida que lo hace el cis-DDF.

Tabla XVIiI, Comparacién de los ~ambios
espectrofotométricos ocasionados por los complejos de paladio
(II) a la mayor dosis ensayada f(r=0.0025) sobre DNA nativo

{(simbolos y aclaraciones con igual significado que en Taula

XVIi).

HY d Az rolifizee

DNA nativo

DNA—[Pd (dapH)Cl=1
DNA-[Pd (dabH)Cl =]
DNA-LFd (dap-Et)Cl=]

DNA-Fd (dab-Et)Cl21

} i VowdvD
La interaccién de un complejo metalico con DNA

; forma que
izacién en extension y
L de desnaturalizac
modifica su curva




10n melalico (parcialment
: e complejado por s
_ sus ligandos 1n
=1 ertes)

co i s I-p p D]"A ven
n os _.” \pos DtE ICldlmE‘HtE‘ C oot dlna“tE: dEI

a C -g - ] n La
Dl

cinetica de 1la desnaturalizacién del DNA por un comple ¢
]

metalic
1co se 1investiga por comparacién de las -curvas de

desnatu--lizacidén térmica del DNA nativo y de sus mezclas con

agistintas relaciones mola, ec, r,de c :
ones MOl 80, i , de \.Dmp.‘lE‘j(«ll’hdSH‘ en un medilo

tam 3 i = 1
ponado y salino ¢ ‘erminado, que se incuban previamente a la

desnature’izacidén durante tiempos concretos {por e1., durante
un tfempo corto de 15 min. y duriate otro largo espacic de
tiempo como 48 horas). A partir de cada curva de
des aturalizacién se determinan tres parametros: 1) El punto de
fusién o de Tm (te seratura de "melting" correspondientes a la
inflex*4n de la curva y al 50Z de desn~aturalizacién térmical;
2) El porcent - ie de hipercromicidad producida por la
jesnaturalizacién térmica del DNA native o del DNA tratado con
determinada concentracién de complejo vy previamente incubado
durante un tiempo preestablecido, y 3) La anchura de la
transicidén (desnaturalizacién), 2¢ , que se define por
intervalo de temperaturas entre las .ccrrespondientes al 15% y

al 85L de desnaturalizacién termica.

A titulo ilustrativo, la figura 37 muestra las curvas

de desnaturalizacioén de dieoluciones con igu~1 concentracio6n de

DNA, nativo Yy tracado con (Pd(dab-Et)Cl=1,para rF=0.0010; 0.0020

' £E 3 s con 1ndependencla
y ©.0025, gque resultan esencialmente iguale P

del tiempo de incubacién entre 15 min. 48 horas.




a) DNA nativo
h) DNA-Pd

r=.0010
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En la T : S8
la TablaXix ce recogen los datos de los parametros

de desnaturalizaci én del DNA natiwvo tratad
f O

concentraciones di ferentes de [Fd{dab-Et)Cl=1 o con

cClg —(}I’F \/ en #'5 e | 1m con L ey l':
[ e t lIt f casao daClones e o
O ] (@] 1nc ‘b n d

de 48 horas.

Los datcs de la Tabla X!X indican que el DNA nativo
(con Do=1.0 a 258 nm) tiene un punto de fusi6n de 68.9°C y su
desnaturalizacién térmica representa una hipercromicidad a 258
nm del 33.5%, con una amplitud de la transicién {(entre el ISi y
el BSZL de desnaturalizacién) de 26 =8.8<C. La comparacién de
éstos datos con los correspondientes al tratamiento previoc con
cis-DDP (r=0.25 revelan que los efectos producidos por la
reaccién del cis-DDP con el DNA dependen del tiempo de
incubacién, de acuerdo con la cinética lenta de este proceso.

Asi, tras 15 min. de incubacién, el cis-DDP (r=0.25) modifica

los parametros de desnaturalizacién del DNA nativo produciendo

una disminucién de .2oC en Tm, un aumento del 1.9% en la

hipercromicidad y de {.1eC en la anchura de la transicién 20 .

La misma mezcla DNA + cis DDP tras 48 h. de incubacidn producen

un mayor descenso de Tm (4=C) vy una mayor ampliturd de la

transician 11.39C), pero 00 un cambio de signo en la

37 DNA
cromicidad, que ahora resuylta un S.3%4 menor que @0 el

nativo. Resul ta evidente que los efectos del cis-DDP sobre los

parametros de la desnaturalizacion del DNA nativo (a una misma

: . ia
roncentracion) son dependientes del tiempo, debido a

-a a las reacciones de sustitucién

cinética lenta que caracter1z

de 1igandos de comple)os de_platlno(II).




Los datos de 1a fabla XI1X relativeoe al complejo

[Fd (dab-Et)C1 ] indican que este compuesto afecta a los

parametros de desnaturalizacién del DNA a concentraciones tan

bajas como r=0.0005, para la que reduce la hipercromicidad H en

e L b - - - S
un S5.1% v eleva el val or R en 0.34, aungue nao modifica

sensiblemente la Tn.

Tabla XIX. Farametros de desnaturalizacidén del DNA

nativoe y en presencia de [Pd(dab-Et)Cl=] y cis—[Ft{(NH3)2Cl21]
H{%) 26(=2C)

DNA nativo

DNA-Pd (r=0.000%)

DNA-Pd (r=0.001Q)

DNA-Pd (r=0.0015)

DNA-Pd (r=0.0020)

DNA-Pd (r=0.0025)

DNA-cis-DDP (r=0.25) %

DNA-c1s-DDP (r=0,25)+ 64,9 28,2

Tm: Temperatura de fusién (desnat.S0%) de l1a molécula

Hipercrom1c1dad.
Anchura de transicion
Incubac:dén de 15 min.
+ : Incubacién de 48 h
el compuesto de Fd

-asionado por
Nota: £1 efecto o0caslo p




‘ndependiente de
P del tiempo de incubacién.

[
05 et S :
ectos del complejo de paladio con r=0.0010 son

comparables con los producidos por ci1s-DDP tras 48 hor d
c: as e

1ncubaci éon con r=0,0015 S
v 1. 0015 se observa un fuerte descenso de Tm

(21,1°C) y de la hipercromicidad (del 22.5%)

respecto al DNA
nativo. Con r=0,0020, los efectos del complejo paladio(lIl) son
aun mas notables, destacando el valor de la anchura de la
transici6n (5,4<0) gque e hace menor que en el DNA nativo. A
una concentracidn cien veces menor (r=0.0025) que la usada para
cis-DDFR{r=0,25), el complejo [Pd(dab-Et)Ll1-] produce 1la casi
completa desnaturalizaci6tn del DNA nativo, de modo que por

calentamiento resulta en la practica imposible la determinacién

de los parametros de desnaturalizacidn.

Los datos de la Tabla XX 1indican que los demas

complejos de paladiof(II) investigados ejercen sobre los

parametros de desnaturalizacién del DNA nativo semejantes

efectos a una dosis equivaiente (r=0.0020, tomada a titulo de

ejemplo). A juzgar por estos datos, tampoco <se observa

correlacién entre la actividad de los complejos de paladio(II)

Y la esterificacién o} no del grupo X -carboxi del

diaminoacidato gquelante. Noétese que los datos de las Tablas XVl

i = 1 & de
y XX establecen para los ligandos la misma Secuencia

al DNA: dab-Et >dabHﬁ«dapH:)dapﬂEt. En

actividad frente

espectroiotométr1co5 (Tablas XVl Y

consecuencla, los resultados

; i ten
xviy y de desnaturalizacién del DNA (Tablas XIX y XX permite

2
co |C1Ul| qUE, (=1 [il ‘ er encla dE 10 PStdblF‘CldD pl.:" a CD"IplEJDS
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reactividad frente al DNA nativo

Tabla XX . Comparaci én de los par ametros de

desnaturalizacién del DNA nativo y en presencia de laos

complejos de paladio(ll) investigados a una concentracién
equivalente (r=0.0020). (Simbolos vy aclaraciones con igual

significado que en TablaXiX).

Muestra

DNA nativo

DNA+[Pd (dapH)Cl 21
DNA+[Pd (dabH)Cl =21
DNA+[(Fd (dap-Et)Cl =]

DNA+{Pd(dab-Et)Cl 2]

En su conjunto, los datos de las Tablas XIX vy XX se

interpretan en el sentido de que 10s complejos cis—-DDP y

[Pd(dab-Et)Cl=] reaccionan con el DNA nativo, en las

condiciones ensayadas, afectando su ordenamiento estructural (y

en particular, su estructura cecundaria) produciendo efectos

comparables a una desnaturalizacidn parcial (tanto mas

es la concentracion del complejo de

importante cuanto mayor

incubaci on del DNA tratado con cis-DDP a

paladio O gl tiempo de

| = alE] r r ene ] C nes de
# G = ( ner a]. la‘i dllel‘-lD
r [)‘.__J) ¥ de defJ ql_lE" CC Cd ACtE‘ | ]




DNA tratadas con estos compl
mplejos tienen después menores valor
- B N 25

de Tm v HZL) v ’ ~
‘] . Y L val or GI= w0 MAayQOr que [=n} D“A !ldt_i‘O

lLa +in 38
gura 38 y los datos de la Tabla XX) muestran los

. {.\1 dCl": til’ [ J\-‘rei’ 1eNcl1 A (@] f Ct = j I I
= na = 3 li H 3 ( HH') e 30
[t ta € e s ere o ade

{Fd{dab-E | ¢ =0,002
L dab-Et)Llal (con r=0,0020) <obre la desnaturalizacién de

una muestra de DNA de Streptomices con un B0% de pares de bases
complementarias guanina-citosina. Por comparacidén de estos
datos con los de la Tabla XIX, puede verse que este complejo de
paladio(ll) ejerce <obre los parametros de desnaturalizacién
del DNA ricoc en pares GC efectos tan notables como los
registrados con DMA de esperma de salmén sonicado o humano,
destacando en la Tabla XX] el considerable aumento de la anchura

de la transicién 25(16 ,0=C).

Se han investigado también los efectos del complejo

[Pd (dab-Et)Cl=]1 sobre la renaturalizacién del DNA, obteniéndose

los resultados que Se ilustran en la figura 3I9. Puede

apreciarse en los datos (1) de esta figura que la adicién del

paladio tras la desnaturalizacién térmica del DNA

complejo de

nativo no 1nhibe su renaturalizacidén , que €s casi completa

? g =
incluso cuandao la concentracién del complejo es de r=0,0025.

Sin embargo, los datos (2) revelan que la adicién del complejo
de paladio al DNA nativo previa a su desnaturalizacién produce

de la renaturali1zacion, tanto mas

una ligera inhibicién
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labla 21, Fardmetroe de nguatur&lizac1én (fusiadn)

) > Streptec ge |
del DNA d¢ Streptomices (contenido en GC = B8O0%) en presencia de

Fibs i e Bl e
LFd{dab-Et)Cla] (r=0.0020) para un tiempo de i1ncubacién de 1S

Mmln.

DNA natiwvo

DNA-Fd

Tm: Temperatura de fusién ‘desnat. -
molecula de DNA.
H : Hipercromicidad.

286: Anchura de transiicidén




itmpor tante cuanto ey (QF val or de r f(concentracion del

comple jo de paladio). Los datos () de la figura o9 representan

el aumento de cromicidad del DNA a 2991

por adicidén del

complejo de paladio(ll) a las mismas concentraciones (o lo que

€5 lo mismo, la reduccién de la hipercromicidad del DNA tratado

con camplejo respecto al DNA nativo tras su desnaturalizacién -
ver Tabla XIiX). Fuede verce entonces que el porcentaje de
1inhibic1dén de renaturalizacidén gque <c=e registra para el DNA
tratado previamente a su desnaturalicacién es del mismo orden
que el porcentaje de aumento de cromicidad producido por el
complejo a igual concentracién (r) socbre DNA nativo (25°C).
Esto significa que la reaccion del complejo de paladio(ll)
sobre el DNA nativo produce lesiones que no sélo favorecen su

desnaturalizacién sino que, en la misma proporcién, dificultan

su renaturalizacidén tras su desnaturalizacién térmica.
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(1) [ncorporacion del complejo tras la desnaturaiizacion por

calor.

(2} Incorporacion del complejo previo A la dE’Slldttlr'&llzaclﬁﬂ

poyr C alor.

(%) Valores de aumento de cromicidad del DHA por la adicidén del

comple)lo (T EYs
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la desnaturalizacidn de

En los ensayos de desnaturalizaci1én de 1a Cromatina,

aﬁl&.-.l.ﬂ)'. M= er 1 | i = ;! =
da de eritrocitos de pollo, se ha encontrado que el

complejo (Fd(dab-Et)Cl.] & concentracién 5,8%107*M produce la

precipitacidén de las proteinas cromosomales tras una incubaci én
A una concentracién de complejo menor,

se detectd un aumento del porcentaje de

Jipercromicidad tras la tusi6n del 5% y que la precipitacién de

las proteinas cromosomales tenia lugar al elevar la temperatura

a HO=E Estos resul tados revel an que el compleio

[Fd{(dab—-Et)Cl=] es también activo frente al DNA ligado a

proteinas "in vitro", con una actividad dependiente de la
concentracién de complejo y esta reactividad complejo-cromatina
implica la capacidad del complejo de paladio para afectar al
ordenamiento estructural de las proteinas del DNA

constituyentes de la cromatina.

-

i 1 "4 i " de la actividad
Muchae de las experigncias in vitro

12 =7,2 en
de los complejos frente a DNA se han realizado a pH 75 y

me 1 . = l‘ moaet a dE‘
{J 2 ‘ i 3 l‘}LlE )LlpD 1 i = C 0 d E\C‘l
¥ ) ] ‘ { & S ne \nna ( []r}c‘?ntra n

i

iS50t =M En estas circunstancias, los
cloruro del corden de 5901 1A hs :

] 2 existir
ic = [Pd(L-Et)Cl=] deben
productos ecterificados
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Hal) (OH) 1+, también catidnico. oo i
sl g et 'S que no resulta

sorprendente que se -at e
E L e trate de = & , e
« complejos muy reactivas frente a
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complejos idos [P IS =]
p ) 1dos Bl 2dal G L DI B (5 B : pH fisiclégico y con

concentraci d; lorur
cion de cloruro moder ada, deben existir

Lt 1[‘(1 e © = 4
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fPd(l)E] )3 > l1ibr : ]
Cl (OH) ] en equilibrio con el p.p-dihidroxocomplejo

dinuclear neutro [Pd= (L))o {0OH) 1= ¥ también como el
agua—-hidroxo-complejo eutro [FdiL) (Ha0) (OH) 1=. Esta especie,
que ve favorecida csu formacidén a medida gue disminuye la
concentracién de cloruroc, debe también contemplarse como un
complejo reactivo frente a DNA nativo (y probablemente frente a
cromatina) al no plantear dificultades por la ausencia de carga
iénica vy contener una molecula de agua coordinada que es un
excelente grupo saliente. Ademas, debe tenersc en cuenta que

los procesos de sustitucian de ligandos en complejos de

paladic(II) se estiman del orden de 10® veces mas rapidos que
ios de platino(ll), lo que represanta una notable agilidad de

los equilibrios de interconversidon de los diferentes coomplejos

de paladio(Il) aque -uexister para transformarse en aquella

especle que pueda cer retirada del medio por reaccién con DNA o

= rend
con otras posible biomoléculas. Sobre ecta base, se comprende

no =6lo ' elevada velocidad con Que los complejos de

DNA nativo de distintas

' = : s reacclonan con
pal—_u.‘llﬁ‘.l]i investigados reacclanan

(=

sing qQue también se
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e n al cl

Nal alas
complejos

anal ogos de

o
Elatinmo¢II).

L B o Qn_cramatina y

Las 2teridas EXPEeriencias "in wvitro" aportan
evidencias de 1: capacidad le los complejos de paladios
tnvestigados para reaccionar con  DNA  nativo ¥ con cromatina
aislada. Sobre esta base v con conocimiento de loe  resultados
de los =nsayos microbioldgicos  »  parasitolégicos, antes
referidos, <=e planted 1 conveniencia de investigar. la

capacidad de dicheos comple; s de paladioi(ll) sobre cromatina vy

cromoscmas "in wvive'". Estas experiencias descritas en el
apartado IV-2 de la Parte E de la Memoria, se hicieron para

poner de manifiesto los posibles efectos de una microinyeccién

(0,5¢1) de [Pd(dab—-EtIClz] (10-*M) sobre la organizacién del

DNA cromocomatico cu transcripcién en larvas de la mosca

Drosophyla hydel, examinandose los cromosomas politénicos’

gigantes de sus glandulas salivares (que contienen mas de un

millar de moléculas DNA vuxtapuestas) .

fFigura 40 muestra las fotografias de un cromosoma

normal fcontrol) y de otro tratado {croblema) de una larva

microinyectada 4 horas antes con disolucion del complejo, ambos

. . &t ! arac (e ambas
tedidos con oOorceina lactoacetica. a comparacibon ?

i F1est 1 proceso de col apsacion de
fotografias poNne de manifiesto un proc

"o "
1€ decscondensacl on truffs” tras

zonas tipLad
Fata Euperiencla debe

i = AL comple)o.
microinyeccl i del do omp )




periment al

anple o LHPd {dab !

1t er & c1onar

DNA nativo sino para producar

cierta desorganizacién:

ecstruictural cobre el DNA cromosdmic cobre particul as

nucl sosomat oti-as fracciones del DNA asociadas

proteinas.




microscopic &ptico (foténico) de

Figura 40.- Fotografias de

cromosomas de glandul as =alivares de larvas de Drosophyla

hydel , tenidos con orceina lactoacetica.

L) Cromoscma c ontrol de larva no tratada.

a) Cromosoma de L arva previamente (4 horacs) microl nyectada

(O ,Spl) con [v'"df.niah-(:i_?('.l?} Ul e




HIC q = C [ o
|l f L]t.(' a{ 1as (jE Lin ]
omo -
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e

una larwva ¢
de Drosophyla microinyectada 4 horas antes ccn

disolucion de (Pd(dab-Et)iCl] 180 it ambos tenidos
con

anti-cuerpo- g 1t i
po-fluoresceina, han permitido examinar la formacioén

de los hibridos DNA:RNA. De su examen se pudo concluir que el

citado complejo de paladio(ll) ejercia "in wvivo", en las
condiciones de la experiencla,una marcada inhibicidén a nivel de
la transcripciton, aprecidndcse que el nivel de RNAs transcritos
nacientes en el cromosoma de la larva tratada es
significativamente menor que en el cromosoma control de una

larva no tratada con el citado compleijo de paladiof!l).
VI.Z.

La informacién disponible de las experiencias "in vitro"
indican que los complejos de paladio(II) investigados tienen
una elevada actividad frente al DNA nativo, al que producen una

desestabilizacién conformacional (sobre todo a nivel de su

estructura secundaria) a concentraciones (10—%-10""M) 100-250

veces menores que las requeridas por cis-DDP para producir

efectos comparables. L72S complejos de paladio(Il) son también

activos frente a cromatina aislada. Sobre esta base, la

diferencia ecencial en la reactividad frente al DNA del cis-DDP

y de los cis—dicloro—cnmple;os de paladiD(II) con diaminoacidos

' 1 ineético ue confiere una
y Ssus écteres parece ser de origen cin , 4

agilidad mucho mayor & los equilibrios establecidos por los

1 ) 14n es compatible con
complejos de palad1o(II). Esta interpretacion




Aausencl a de ditfer ey s

s1gni ¢ atiwvas > !
g 1cativas en el comportamiento

de los cis—-dicl: e
os 1s-dicloro-comple jos de paladiof(Il) con los

di1aminodcidos Y z SUus .
= f = con ~Uus respec tivos esteres etilicos que
= b}

contrasta con la distinta reactividad frente al DNA descrita

para los rcis-dicloro-complejos de paladio{ll) con los mismos

diaminoacidos y sus ésteres. La potencial actividad antitumoral

=

de los complejecs de paladiod(ll) xnvestiqadqs e ve, ademas,
resaltada por las experiencias "in vivo" que revelan la
capacidad del cis-dicloro{Etil-2,4-diamincbutirato) paladio(Il)
[Pd{(dab-Et)Cl=], ensayado como complejo representativo de entre
los aqui estudiados, para reaccionar, no s6lo con el DNA, sino
también con las ‘“particulas DNP" en 1la cromatina y con
ordenamientos estructurales de nivel superior como son los

cromosomas, a los que produce una apreciable desorganizacién

estructural que afecta incluso al procesc de transcripcioén,

inhibiendo la formaci6én de hibridos DNA:RNA. Esta circunstancia
constituye un respaldo importante a las expectativas que los

cis-dicloro-domplejos de naladio(Il) con diaminoacidos y sus

ésteres despiertan como potenciales agentes anticancerigenos,

dado que se dispone de creciente evidencia experimental, en

parte relacionada con los mecanismos de reparacion del DNA, que

apunta la posibilidad de que las diferencias entre complejos

[ - p [= = o b . él
iCthOS B 1nat tl VYOS ar a "1 L] NtallIIEIJtD dEl t.éHCEi no = o
2

' s doble hélice
implican diferenclas en su wodo de accién sobre la do

del DNA si1no que tambien afectan 4 su actividad frente a las
L] i :

(histonas, polxmerasas) y sobre el

I g 1 - ~ 5
proteinas 0€ los cromoscma

ti L]Ctp“ al [)tqgi ' OtEIni!aS =4 t-l.a
p DDIO (@] d9|la|l]1 EIItD es A '.. ) de Id ¥ oma

condensada © dispersa.
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electrométrico de disoluciones diluidacs (~10-3M) de 1o
s

complejos 4&cidos [(FA(LH)Cl12] v esterificados [Pd(L-Et)Cl1.] que

difiere, no <sélo por los efectos de la disociacién del grupo

carboxilicoe o de su esterificacién sobre la carga de las
especies en equilibrio, <sino también por 1los efectos que
conlleva la presencia de estos complejos en un medio rico o
pobre en clorurc. En cualquier caso, los equilibrios que se
establecen en disolucidn =son lo csuficientemente rdpidos para
seguirse por via poteﬁcinmétriﬁa y conductimeética,
circunstancia que explica, para ambos 'tipms de compleijos, la
formacién de una o varias especies neutras, a pH fisioiééico y
concentracién de cloruro ~0.1M, capaces de difundir por
membranas biolégicas para, en el interior de las células, donde
la concentracién de cloruro desciende a 3-4x1073M, dar una o
varias especies neutras o catiénicas que, conteniendo un

ligando agua, que se comporta como buen grupo saliente, puedan

resultar activas frente a otros grupos, como ias bases

nitrogenadas de los 4dcidos nucleicos.

Los ensayOs microbiolégicos, parasitolégicos VY de reactividad

frente a DNA revelan que

nativo y frente a cromatina aislada,

los cuatro complejos de paladio(I1I) investigados tienen

; i e
cemejante actividad, & concentraciones siempre comprendida

: 5 ] = beerve en particular la
entre 107*M y 10 *M, sin que Se ob




corre 1:1(_1‘011 ftaminoczacidate

tnactivo, diaminoacido

sete ¢ (= ] 2 (W}
eri1ficadc actiwvo, que lan establecido INAGAKI, FIDANI
‘ . 1 Y

cale. 37 marg ¢ =0
para comple)jns andlogos de platino(II)

Los datos disponit S
P 1les mo permiten, csin embarqgo, analizar con

mayor Jdetaile las pe n 3i i
= pequenas diferencias que, en cada

experier a = \
P 1C1a, e observan para las cuatro complejos

investigados. Fara ahondar en este sentido, seria interesante
realizar un estudio potenciométrico mas exhaustivp'que incluya
las valoraciones de disoluciones de complejué en un intervalo
de concentraciones mads amplio y de menor magnitud (por ejemplo,
de 10-3M a 10-*M) y a fuerzas i16nicas ajustadas con KCl desde
0.15M a 10->M, que permita obtener una informacién mas
detallada vy precisa de las especiaciones que estos sistemas
puedan generar en condiciones "modelo" extra- e

intra-celulares. El uso combinado de medidas de pH y de Cl-

(con un electrodo selectivo apropiada) podra contribuir a un

tratamiento de los datos potenciométricos mas amplio por
métodos de cdélculo, como SUFEFRQUAD, que conduzcan a sistemas de

equilibrios mas realistas. Este tipo de experiencias deberia

también realizarse a temperatura fisiolégica de 37°C.

El presente estudio informa también de la actividad del

i i i de
complelo [Fd(dab-Et)Cl=2] sobre los cromosomas politénicos

gl &ndulas zalivares de Drosophyla, lo que =in duda constituye

i ividad
uno de los datos mas prometedores cobre la potencial activida

;
an t 1 t.LlI“C” a 1 (JE’ é5t{3 Y de ID‘J CjE‘IIléS LD”!plEJDS dE pal adlc‘ \ I I)
:
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ensavos cobre £ facicn d )
paracien del DN cromosémico  de mimales

tratados B2 j il Lal
AC que aporte, “uanto menos, un argumento molecul ar capaz

de just f:car 1los

resultados histopatol égicos obtenidos, qgue

claramente 1ndican la menor toxicidad renal de los complejos

investigados frente a la del cis-diclorodiaminplatino(Il).

Muchas otras experiencias "in vitro" e "in vive" pueden
proyectarse con los complejos de paladioc incluidos en el

precente estudio, pero la informacién que de todas o de parte

de ellas se deduzca deberd necesariamente utilizarse para

disefar el modo de administracién apropiado para ensayar la

actividad anticancerigena que, en potencia, se despfende del
presente estudio, con animales de experimentacién portadores de
tumores liquidos o so6lidos estandarizados. Las diferencias
cinéticas entre complejos de paladio(II) y platino(II) tendran

que contemplarse a este respecto.




CONCLUSIONES
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lLlos diclorhidratos de los compuestos esteriticados, «,

w—di1aminocarboxilatos de etiloc, se comportan en medio

acuoso como Acidos diprdéticos débiles, con valores de pka

que, a 25°C y fuerza 16nica I=0.1M(KCl1), importan 4.88 y
-

8.32 para 2,3-diaminopropionato de etilo y 6.35 y 9.

para 2,4-diamincbutirato de etilo.

La magnitud de estas constantes, que se refieren como
pka (N) y pK=(N) para cada compuesto, ileva a las

siguientes observacilones adicionales:

a) los valores de cada pK(N} respetan la secuencia general

pk (N) diaminoacido » pK(N) ester etilico > pkKIN) ester

metilico, que se explica por la compensacion que sobre el

efectc I del grupo «-carboxi ejercen el efecto +M del

ani 6n x-carboxilato s efecto +I del sustituyente alquilo

tetiloy>metilo) .

b) Los valores de pk (N) de T,:—diaminoprnpinnatm de etilec vy

' ] : tantes
de 2,4—dlam1nnbut1rato de etilo son cons

) : isignan de forma
macroscépicas gue, como tales, <& as1g

la disociacion de sus

preferente, aunque no exclusiva, &

grupos x—amoénico ¥y G-0Y—aménico. Ecsta asignaciotn se apoya
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w—diamonic-carboxilataos correspondientes.

Los espectr ] i
. Spectros IR de los clohidratos de los aminoacidaos,

-

2,3-diaminopropidénico clorhidrato, (dapH.HCl), v
2,4-diaminocbutirico - diclorhidrato, {dabH-2HC1) , y de
los diclcecrbidratos de sus ésteres etilicos, (dap—-Et.Z2ZHC1)
y (dab-Et-2HCl), muestran las absorciones fundamentales
de sus grupos funcionales f{aménicos vy carboxilato o
carboxilico o etoni-carbonilico). En estos espectros:

a) No se observan correlaciones entre las frecuencias de
los grupns aménicos y su  posicion relativa (x,B- o «, -}
en el esqueleto molecular de los compuestos.

b En todos 1los caspos s registra, entre otros, el

desdoblamiento de la banda debida a la deformacién

»*
simétrica de los grupos aménicos, §a(NHs), senal ada por

BELLAMY, para los Acidos u,B-dioaminopropibnica Y

a,B—diamxnabutirica.

c) Los efectos de la esterificacidén se refle;an en la

frecuencia de tension del grupo carbonilo, v (C=0),

ligeramente mayor para 2,4-dab-Et que para 2,4-dabH, de

acuerdo con el efecto +1 del sustituyente etilo

amor tiguado por la electronegatividad del ox igeno

esterificado O protonado.
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reaccion de dicloruro de paladio con los referidos

clorhidr e B i ami i
dratos de los a,w-diaminoicidos o =sus ésteres

ok 1 ,
*tilices, en medios ricos en cloruro, Acido neutro
9

respectivamente, se preparan y aislan los siguientes
cis-diclorocomplejos de paladio(Il):
Dicloro(D,L-2,3-diaminopropidnico)paladiof(lIl),
[Pd(dap—-H)}Clz]
Dicloro(D,L-2,8-diaminobutirico)paladio(ll),

[Pd(dab-H)Cl 21

Dicloro(D,L-2,3-diaminopropionato de Etilo)paiadiniil),

[Pd(dap-Et)Cl=]

Dicloro(D,L-2,4-diaminobutirato de etilo)paladio(Il),

{Pd(dab-Et)Cl =1
En todos los casos se trata de compuestos
policristalinos, de color amaril lo—anaranjado, que

inician su descomposicidn pirolitica sobre los 220<C.

Los cuatro compuestos preparados, los & ,w—diamincacidos

(2,3-dapH, 2,4-dabH y sus ésteres etilicos, Z2,3-dap-Et,

2,4-dab-Et) se coordinan al paladio(Il) por sus

nitrégenos aminicos como quelantes bidentados que, en

; : i j -
consecuencia, 1mponen la coordinacion cis— a4 los ligando

cloro que completan la coordinacion p!ano—cuadrada del

ion metalico.

Ecta conclusion Se apoya en la interpretacion detallada
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estructura nrlana-cuadrada ek
¢ Llos complelos dea

paladiodT ).,

El comportamiento potenciométrica f(en medio de IC1~1>
G.1M) y conductimétrico (sin electrolito de fondo) de los
comp! 2jos "&cidos o ESteriFicadoé", se edplica, en lineas
generales, por =quilibrics que c=e dJdeducen para la
valoracion frente a = 0OH de los diclorocomplejos,
(PdiLHIC1 2], I[Pd(L-Et)C1=2] y de sus correspondientes
diacuo-complejos, [Pd{LH) (H20)=21*, [Pd(L-Et) (H20)=23%*. En
los complejos acidos, el primer proceso (Etapa H, a 2.8<
pH < 4.8) corresponde a la valoracién del grupo
carboxilico, mientras que las siguientes etapas (1 y 2, a
4.7¢(pH{B y B ((pH<11) corresponden a la sustitucién de
ligandos cloro o agua por hidroxo. Los complejos
esterificados <=6lo dan los procesos de sustitucién de
ligandos cloro o aqua por hidroxo {(Etapas 1 y 2, a 4,2¢pHL
8.2 vy B8.2¢pH< 10.3) . En todos los casos, Se postula 1a
posibilidad gque los mono hidroro--zomplejos  condensen

dinuclearizandose en p,p—dihidroxocnmplejos, por

eliminacién de Ccl1— (en medios ricos en este anién) o de

agua f(en medios pobres en clorurol.

. 5 g -
lLos estudios potenciometricos revel an que, en condiclones

fisiolégicas de pi medios ricos €en cloruro, los

3 115t las formas
complelos scidos [PA(LHIC]=2] deben existir en la

aniénicas [Pd(LIC1=21" vy [(Pd(LIC1(OH)YI™ ,y en la especie




~dinucleas & FPdo L) :
ar neutra TR (L) 2 (OH) 21, aunque la formacién de

esta ulti E
‘1ma este reprimida por la elevada concentracién

dp L aruro (1“ ’Pd-L' ae o) t na no -Jb tdi‘tE Le 1a
= 1 L _l -
J 5Ll 2 = 4 q

electroneutralidad de esta especie puede contribuir a la

difusién de estos complejos por membranas biolégicas.

En medios pobres en cloruroc y en condiciones fisioldgicas

de pH, los estudios conductimétricos sugieren que los
complejos A&cidos deben coexistir con la especie catidnica
[Pd{(L) {Ha0)231" y <=obre todo las especies neutras
[Pd (L) (H=0) (OH) 1= ¥ [Pd= (L) {OH)21=. La naturaleza
catidnica de [Pd(L) (H=0)21* y el caracter saliente del
ligando agua en [Pd(L)(HZD(UH}3° deben contribuir a la
reactividad de este complejo frente a DNA y otras

biomoléculas.

| os estudios potenciométricos revelan que, en condiciones
fisiolbgicas de pH vy medios ricos en cloruro, 1los

complejos esterificados, rPd{(L-Et)Cl=21, deben coexistir

como tales dicloro-complejos neutros en equilibrio con el

hidrosxo-cloro—compleio, [Pd(L-Et) (C1) (OH) ], tambieén

' i r catidnica
neutro, Yy la especie dinuclea

[PdntL—Et)2(OH)z]2+, cuya formacién debe es . ar inhibida

por la elevada concentracidn de cloruro. La

5 ! i = e
electroneutralidad de las especies dicloro

di fusidén
hidroxa—clmro-mononucleares- debe favorecer su di

por membranas biol égicas.-




EN inedlos pobres en cloruro v -andi
/ en condiciones fisiolégicas

de 5 es
pH, los estudios conductimétricos revelan que 1
2 los

comple) = Fic
Plejos esterificados deben coexistir <éloc como la
= = s

espec: es catidnicas [P (L-Et) (H=20) 1=+
9

[P (L-Et) (H20) ¢ -~
20) (OH) ] v [Pda(L-Et) = (OH) 212+, i

resultarian reactivas frente al DNA.

C) Scbre la actividad de

10.~ Los cuatro complejos investigados inhiben el crecimiento
de Escherichia coli (cepa K-12) en mecio de cultivo "C"
moder adamente rico en cloruro, a corcentraciones del
orden de S0 a 75 ¥M, induciendo la formacién de fornas
mul tinucleadas, de as, ecto filamentoso, a concentraciones
algo menores que estas, hechos que revelan indirectamente
la capacidad de los cuatro complejos investigados para
atra.csar las membranas bacterianas y afectar a tas

biomolécul as responsables de la multiplicacién celular.

t1.—- La actividad biclégica de los complejos de paladio

investigados se pone también de manifiesto por su

capacidad absoluta, a concentracién de 1o0pg/ml, de

i 1 i 2 Hale d
inhibir la multiplicacidn de formas epimTastl’d tas de

tripanosoma cruzi en cultivos de células Hella (S00. 000 -

1.000.00C narAsites/mli. Esta actividad parasiticxua es

- |
investigados Y comparable

cimilar en 10s cuatro complelos

tambien min platan(II) con el que
am

a la del cis—diclorodia




% +
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cineticas, ra
as, rapidas de 1o '
s cumplejos de paladinill)

ienta d =
1 a drl cis-platino sobre sus

actividades bioldgicas

(parasitolégices).

12.- Les resultados histopalolégicos revelan, ademas, gue a
dosi = equivalentes a 10 veces la LDso del cis-DDF, que
afectan seriamente al rifén (a nivel corticomedular) vy al
bazo, complejo cis-dicloro {2,4-diaminobutirato de
etilo) paladio:ll) no produce lesiones histol égicas
apreciables al microscopio 4ptico, poniendc de manifiesto

s evidente menor toxicidad.

13.- Los ensayos espectrc#ctométriccs, de desnaturalizacion y

de repaturalizacion, indican que los complelos

investigados preducen una perturbac10n del ordenamiento

est,uctural del DNA nacivo, desestabilizando en

estrictura secundarila, de forma

particular S

etica:z euf1cxentemente

practicamente inmediata, oAy

ar iderados sotenciales
peVE15tente como para =er cons g0
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complejos By S 1 ;
’ evelan que la actividad de los complejos de

[ldlﬂli} 4 = g = R = 9
( LNvees t 1 q-‘(lli = ]t e Lil [ H‘u nat 1D O¢ pEllC‘P]‘
en

rerte de su : 1
to modo, de su concentracidn, creciendo la

actividad con cierta regularidad dentro-del intervaloc de

concentracicnes ensaya j 0. 000 2.0C .
cnes ensayado, de r=0.0005 a r=0.0023. Ademas,

1

los complejos de paladiol(ll) investigados ejercen, &
concentraciones 10—*-10-%M, de 100 a 250 veces menores y
de forma inm=ediata, etfectos cobre el DNA nativo
comparables a los producidos por el cis—-platino (r

48 horas de incubacioén).

se observan diferencias sustanciales en la
reactividad de los cuatro complejos de paladio(ID)
investigados frente al DNA nativo y, €n particular, la

rarrelacidn diaminoacido esterifirad’/actividad frente a

d1am1noac1dato/1nactividad observada en

cice diclorocomple]os de platino(ll) con estos guelantes

prganicos no es vAlida para sus analogos de paladio(II).

Fcsta custancial diferencia entre dicloro-complejos de

I diaminodacidos Sus

platino(II} v

dcteres etilicos sE explica en base la influencls de

1 -
3 lenta v rapida, respectlvampnte, cobre l1as

sits C1 net 1CAaSy

especles aue de tales productos coexi1isten en pqurlibrio,
JC > R .

—~ o ey - 5'.’
% pH fisiolbégico Y caoncentracionec de cloruro =levada
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|, 3 (= 3M) 1 -
L o) B, e N POl as

Lalares,  espectivamente.

e s G
demuestra, FPambién, que e complelo cis-dicloro

(2,8 -diaminobutirato de etilao)

paladio(IIl) produce
desna lizacid fea 3 IMa
raturalizacidén de la romatina eislada de eritrocitos

]
de leaD g caoncentracilones del orden 10—7-10—4M
L My

indicando que, en = dicien =AYy & j
jue, en 1 condiciones ensayadas, el complejo

1 - e | v N & ;
de paladiodll) afecta al UMA  asociado a proteinas en la

e

cromatina.

Los ensaycs "in vive" con larvas de la mosca Drosophyla

hydei revelan, ademas, la capacidad del complejo dicloro
(2,8-diamincbutirato de etilo) paladio(llﬁ para producir
cierta desorganizacién estructural sobre el DNA de los
cromosomas politénicos de las glandulas salivares y/o
sobie particulas nucleosémicas y otras fracciones del DNA

asnciadas a proteinas. Esta actividad del complejo sobre

la cromatina y los cromosomas "in viwv 0" se acocmpana de

una marcada capacidad para inhibir la transcripcion,

fenémenos gque constituyen un importante respaldo para las

espectativas que l1oe cie-diclorocomplejos de pﬂad}o(ll)

con diaminoacidos vy sus ésteres despiertan come

potenr1aleg agentes antitumorales.
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