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RESUMEN

Cisplatin, (c/5-[Pt(NH3)2 CI2] ) es la droga anticancerígena más utilizada en los

Estados Unidos particularmente, en el tratamiento del cáncer de los testículos,

Desafortunadamente, efectos adversos acompañan, y  a menudo limitan sus

aplicaciones clínicas. Estas limitaciones inspiran a desarrollar nuevos agentes que puedan

mejorar sus propiedades terapéuticas.

En un esfuerzo por desarrollar nuevos complejos de platino, se sintetizó un

El complejo, nitrato de cw-diaminocloro (2,5-

dimetilbenzotiazol) platino(II) fiie sintetizado  a partir de cisplatin. El nuevo complejo flie

caracterizado por medio de técnicas espectroscópicas tales como infrarrojo y resonancia

magnética nuclear de protón. Todas las señales de protón en los espectros de resonancia

magnética nuclear se desplazan a campo bajo debido a la formación del complejo. Los

estudios de interacción con DNA se llevaron a cabo mediante la incubación del DNA de

timo de becerro variando la concentración del complejo de platino en amortiguador de

fosfato. Los resultados sugieren que el complejo tiene la capacidad de interaccionar

el DNA, desestabilizando la doble hélice.

ovanos y

vejiga.

complejo catiónico de platino.

con
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Capítulo I

INTRODUCCION

El complejo de coordinación clásico cis-diaminodidoroplatino (II), cis-DDP o cisplatin,

es la droga anticancerígena más utilizada en el tratamiento de varios tipos de cáncer en los

Estados Unidos (Hollis et al., 1991). Recientemente ha sido aprobada para el tratamiento

del cáncer testicular y en los ovarios (Hollis et al., 1991). Desafortunadamente, efectos

severos acompañan y limitan las aplicaciones clínicas de esta droga. Efectos adversos

tales como nefrotoxicidad, neurotoxicidad, náusea  y vómito limitan su uso (Prestayko et

al., 1980). Afortunadamente, la mayoría de estos efectos han sido superados; sólo la

neurotoxicidad es aún el mayor efecto que limita la dosificación. Algunas desventajas

adicionales asociadas a la terapia con drogas de platino son el desarrollo de resistencia y

una actividad limitada contra algunas de las comunes y mortales formas de la enfermedad

tales como el cáncer del colon y de las mamas (Cárter et al., 1984). Estas limitaciones

reducen su eficiencia e inspiran a desarrollar nuevos agentes que puedan mejorar

propiedades terapéuticas.

Una alternativa a este problema es identificar nuevas clases de complejos activos

de platino con estructuras diferentes a los análogos de cisplatin existentes. En general la

mayoría de los análogos que muestran actividad anticancerígena son compuestos neutrales

con platino (II) de la forma c/5-[Pt(amina)2X2], donde X es un grupo saliente aniónico

como cloruro, y amina representa amoniaco o una amina primaría monodentada o

bidentada (Figura 1-1) (Cleare et al., 1980). El isómero trans de cisplatin, trans-

[PtCl2(NH3)2)], trcms-DD?, carece de actividad anticancerígena.

Varios estudios han establecido la correlación entre la geometría cis y el grupo

saliente X y su actividad observada. Estas investigaciones sugieren que la actividad

antitumoral reside en la interacción de estos complejos con DNA. Cisplatin y sus

análogos producen lesiones bifimcionales al DNA que son capaces de inhibir la replicación

y transcripción de la biomolécula (Sherman and Lippard, 1987). El aducto más común es

sus
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Pt

A

Figura 1-1 Representación de la estructura general de los complejos neutrales de platino
(II). rá-[Pt(amina)2X2]; X es un grupo saliente como cloruro, y A es una amina
representada como amoniaco o una amina primaria monodentada o bidentada.
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una ügadura transversal a una misma hebra "intrastrand crosslink” entre bases de guanina

adyacentes, que han mostrado que inhiben la síntesis de DNA (Figura 1-2) (Sherman and

Lippard, 1987; Heiger-Bemeys et al., 1990).

Recientemente se logró preparar un deoxinucleótido con doble hélice que contiene

el mayor aducto de cisplatin y se reportó la estructura cristalina (Takahara et al., 1995).

Según estos estudios, la ligadura transversal a una misma hebra "intrastrand crosslink"

facilita el enlace de proteínas que contienen uno  o más grupos de alta mobilidad (HMG).

Cuando este tipo de proteínas se enlaza a cisplatin en la ligadura transversal, éstas pueden

ser separadas de sus sitios de enlace en el genoma y evitar que los aductos se reparen.

Este tipo de actividad sensibiliza a las células con respecto a cisplatin y contribuye a sus

propiedades citotóxicas. Los resultados sugieren que, al enlazarse cisplatin al DNA, se

distorciona la geometría de coordinación de platino (Takahara et al., 1995). Otro estudio

en donde se reportó la estructura de cw-DDP y su ügadura transversal a las dos hebras del

DNA"interstrand cross-ünk" mostró inesperado y es que el puente de cw-DDP reside en el

surco "groove" menor del DNA en lugar de el surco "groove" mayor (Huang et al., 1995).

Una mínima variación en los ügandos podría tener efectos significativos en la

la toxicidad de los compuestos de platino. En la droga deactividad antitumoral y

platino ideal el grupo saÜente es un anión que debe de tener un enlace de fortaleza

en

intermedia a Pt (II). Complejos con aniones lábiles son inactivos, en algunos casos la

disosiación de estos aniones son activados "in vivo" (Cleare, 1974). Ejemplos de aniones

efectivos son CE, SO42-, citrato (3-), oxalato (2-) y otros residuos de ácidos carboxiücos.

Al menos uno de los dos ügandos aminos cis debe de tener un grupo N-H. Compuestos

que no tienen esta propiedad han sido encontrados inactivos. El grupo N-H es requerido

como función de donar un enlace de hidrógeno; además; el efecto estérico podría ser

importante (Lempers and Reedijk, 1991).

La búsqueda de nuevas clases de drogas antitumorales de platino ha permitido el

descubrimiento de nuevos agentes que parecen tener propiedades químicas y biológicas

3





G NH3

\ /

G NHs

Figura 1-2: Representación esquemática de el aducto más común formado por cisplatin
en DNA. Ligadura transversal de una misma hebra “íntrstrand crosslinking” entre guaninas

adyacentes.
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diferentes a las de cisplatin. Complejos catiónicos triamina-platino de la forma cis-

[Pt(NH3)2(Am)Cl]+, donde Am es un ligando amino heterocíclico derivado de piridina,

pirimidina, purina, piperidina o anilina, han sido encontrado activos activos en tumores de

células de ratón y humanos (Figura 1-3) (Hollis et al., 1991). Estos complejos poseen

propiedades químicas deseadas como alta estabilidad y solubilidad en medio acuoso.

Como estos complejos triamina-platino especies catiónicas que contienen tres

donadores de nitrógeno y un solo grupo saliente, no se pueden considerar como análogos

clásicos de cisplatin. Ha sido demostrado, en contraste a cisplatin, que estos complejos

son

no

producen el tipo de ligadura transversal en una hebra "intrastrand crossUnks” del DNA,

característico de cisplatin y sus análogos. Estos complejos de platino catiónicos forman

aductos monoñmcionales en el DNA (Figura 1-4) en lugar de eliminar NH3 o Am para

producir lesiones bifimcionales (Hollis et al., 1991). Este descubrimiento sugiere la

posibilidad de que los ligandos aromáticos planares puedan intercalarse entre los pares de

bases de DNA adyacente al sitio de coordinación de platino, formando un aducto

pseudobifimcional capaz de inhibir la replicación (Sundquist et al., 1990). La presencia de

ligandos planares parece ser esencial en la actividad antitumoral de los complejos triamino-

platino y trans.

Recientemente, ha sido reportado que la presencia de ligandos planares tales como

piridina aumentan la citotoxicidad de la estructura trans (Van Beusichem and Farrell,

1992). La citotoxicidad de los complejos de platino trans de la fórmula estructural trans-

[PtCl2(L)(L')], donde L= L— piridina o tiazol, o L= quinolina) (Figura 1-5) fue estudiada

en líneas de células antitumorales (Farrell, et al., 1992). Los resultados confirman que

utilizando ligandos planares se aumenta la citotoxicidad de estos complejos en

comparación con írawj-[Pt(NH3)2Cl2]. En algunos casos la citotoxicidad fiie equivalente

Estos resultados son muy importantes porque complejos

estructuralmente diferentes a cisplatin y sus análogos podrían tener diferencia en actividad

a  la de cisplatin.
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higura 1-3: Representación de la estructura general de los complejos caliónicos con

tnamina con actividad aiilituinoral demostrada. 0‘.v-[Pt(Nll3)2 (Ain) CI]^, Am es un

ligando amino heterocíclico derivado de piridina, pirimidina, purina, piperidina, o
anilina.
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NHa

Pt NH3

N

Figura F4: Representación esquemática de el aducto monoflincional formado por los
nuevos complejos catónicos de platino, cis-[Pt (NH3)2 (Am)Cl]"^, en DNA.
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o citotoxicidad. Los factores determinantes en citotoxicidad pueden no seguir el mismo

patrón encontrado para cisplatin y sus análogos (Farrell et al., 1992).

Estudios en los pasados años han demostrado que otros complejos de platino con

citotoxicidad aceptable envuelven a ligandos aromáticos con anillos planos. Ligandos

heterocíclicos derivados de imidazol, tiazol y oxazol han sido utilizados en la síntesis de

nuevos complejos. Estos nuevos complejos poseen una citotoxicidad significativa (Muir

et al., 1990).

Entre los efectos del enlace de platino a la estructura de DNA se encuentra el

aumento o disminución de su punto de fusión, Tm. Cuando se aumenta la cantidad de cis-

{Pt(NH3)2} se desestabiliza la doble hélice del DNA, resultando en una disminución en su

temperatura de fusión. Por otra parte, varios reportes indican que el /r<ms-DDP estabiliza

el DNA aumentando su temperatura de fusión ya que establece ligaduras transversales a

dos hebras (Sherman y Lippard, 1987).

Teniendo esto en mente se sintetizó el complejo catiónico de la forma cis-

[Pt(NH3)2(A)Cl]+ donde A es 2,5-dimetilbenzotiazoI (Figura 1-6) y se llevó a cabo su

caracterización mediante estudios espectroscópicos ultravioleta-visible, Infi-arrojo y

Resonancia Magnética Nuclear de protón (IH-NMR). Se espera que el mecanismo de

acción de este compuesto sea distinto al de cisplatin. También se hicieron varios

experimentos de Tm utilizando complejos que contienen 1-metilimidazol y 2,5-

dimetilbenzotiazol como ligando para compararlos con cisplatin y se estudió su interacción

con DNA.
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Figura 1-5: Representación de la estructura general de los complejos trans-p\aúno
citotoxicidad demostrada. 7raw5-[PtCl2(L) (L’), L=L’=piridina o tiazol, o L=quinolina.
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donde

A=2,5 -dimetilbenzotialzol

(4)
H

(5) CH3

CHj (2)

S

(7)

Figura 1-6: Representación de la estructura general del complejo
c/5-[PtCl(NH3)2(2,5 dimebt)]N03 sintetizado.
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OBJETIVOS:

El propósito principal de este trabajo fue desarrollar un nuevo complejo catiónico

de platino, del tipo cw-[PtCl(NH3)2A]N03 que contenga

dimetilbenzotiazol como ligando. Se evaluó la capacidad de interacción

en su estructura 2,5-

que posee este

compuesto con DNA. El complejo fue sintetizado utilizando métodos reportados en la

literatura para la preparación de compuestos relacionados. Para llevar a cabo nuestro

propósito se siguieron los siguientes objetivos:

1. Caracterizar el nuevo complejo mediante la realización de análisis elemental

tales como % de carbono y % de hidrógeno, y documentar propiedades físicas

punto de fusión.

2. Caracterizar mediante estudios espectroscópicos ultravioleta-visible, Infi-arrojo

y Resonancia Magnética Nuclear de protón (IH-NMR).

3. Examinar si puede interaccionar con DNA y alterar la estructura de la

macromolécula. Se utilizó espectroscopia ultravioleta-visible para detectar cambios en las

propiedades electrónicas del DNA que haya sido expuesto al complejo.

4. Realizar experimentos de temperatura de desnaturalización de DNA para ver

cómo se afecta con el nuevo complejo y comparar con el efecto de cisplatin, y un

complejo catiónico relacionado, utilizando distintas razones de Pt/DNA.

como
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Capítulo n

TRABAJOS PREVIOS:

Rosenberg et al. (1965), mientras estudiaba el efecto de un campo eléctrico en el

crecimiento de bacterias utilizando electrodos de platino, descubrió que un producto de la

electrólisis inhibió la división en las bacterias. Las bacterias crecieron en forma de

filamentos largos, pero no habían degado de dividirse. Los agentes que produjeron este

efecto fueron identificados como c/j-diaminotetracloroplatino(IV)  y su complejo

correspondiente de platino (II), c/5-diaminodicloroplatino(II) (cisplatin) (Rosenberg et al..

1967). Como los compuestos activos de platino suprimieron la división de las células sin

matar la bacteria, se pensó que podían inhibir el crecimiento de células cancerosas.

Rosenberg y sus colaboradores demostraron que dicha actividad si ocurría (Rosenberg et

al., 1969; Rosenberg, 1980), y en 1972, se empezó  a utilizar cw-DDP en pruebas clínicas.

En 1979, la Administración de Drogas y Alimentos "Food and Drug Administration"

)  (FDA) aprovó el compuesto, y hasta ahora es una de las drogas anticancerigenas más

utilizadas alrededor del mundo.

Cis-DDP ha sido exitoso en el tratamiento del cáncer en el pulmón, cabeza, cuello

(Rosenberg, 1980; Loehrer y Einhom, 1984) y especialmente, en el cáncer testicular y

ovariano. Desafortunadamente, efectos severos (Reedijk, 1992) acompañan el uso de este

compuesto y limitan sus aplicaciones clínicas. Otras limitaciones son su baja solubilidad

en soluciones salinas, su resistencia inherente a ciertos tipos de tumores, y el desarrollo de

resistencia, reducción en su eficacia a través de la repetición de tratamiento (Farrell,

1993). Un análogo de cisplatin, carboplatin, cw[Pt(NH3)2(l,lciclobutanodicarboxilato)],

ha sido desarrollado en un esfuerzo por reducir la toxicidad. Carboplatin muestra una

actividad similar a la de cisplatin cuando es utilizado para el tratamiento del cáncer

ovariano, pero es menos tóxico (Sherman and Lippard, 1987).

12





El cis-DDP es activo como droga anticancerígena mientras que el isómero trans

no lo es. A pesar de que la rapidez y el mecanismo de formación de los aductos del DNA

de cis-
y írans~DDV no muestran mucha diferencia, la regioespecificidad y  la

estereoespecifícidad para los dos complejos es dramáticamente diferente. Dicha diferencia

implica una preferencia estereoquímica por la interacción del isómero cis para el blanco

biológico, que no es compartido por el isómero trans. La biomolécula aceptada como el

blanco de cisplatin es DNA, lo cual simplifica el problema a entender las diferencias en la

estereoquímica de los aductos de cis~ y írans-UDP con DNA (Sunquist y Lippard, 1990).

Evidencia que apoya la idea de que el DNA es un blanco importante de las drogas de

platino es la inducción al crecimiento filamentoso en bacterias, la inhibición de síntesis de

DNA (opuesto a la síntesis de RNA y proteínas) en cultivos celulares, la inactivación de

virus y bacteriófagos, y la actividad mutagénica (Lippert, 1989). Cis-DDP prefiere la

formación de ligaduras transversales a una misma hebra entre pares de bases adyacentes,

con un 90% de los aductos envolviendo a platino coordinándose a la posición N7 de dos

bases de guanina o una base adenina y otra base guanina (Sherman y Lippard, 1987). El

isómero trans no forma ligaduras transversales a una misma hebra "intrastrand crosslink”.

Esto ha sido demostrado en estudios de resonancia magnética nuclear (Sundquist y

Lippard, 1990).

A pesar de que las ligaduras transversales formados por cis y trans-DDP difieren

substancialmente, ambos inhiben la replicación de DNA in vitro y in vivo (Roberts y

Thomson, 1979). Sin embargo, el isómero cis es más tóxico y mutagénico a las células en

medios de cultivo que el isómero trans (Sundquist  y Lippard, 1990). Existen dos posibles

explicaciones para este hecho. Una es que los aductos formados in vivo por el isómero

trans inhiben la replicación de DNA menos eficientemente que el isómero cis. El isómero

trans forma aductos monofiincionales por hebra, los cuales, en general son inactivos,

mientras que el isómero cis forma aductos bifimcionales que tienden a ser más tóxicos.

Esto implica que las reacciones responsables de la actividad antitumoral de cisplatin y sus

13





análogos requieren de un enlace biflincional a la molécula biológica (Sundquist y Lippard,

1990). También se ha sugerido que los aductos Pt-DNA formados por el isómero/rowí

son reparados más eficientemente, haciéndolos menos activos.

Una gran variedad de técnicas y métodos han sido utilizados para caracterizar la

interacción de cisplatin y sus análogos con las bases nitrogenadas de DNA. Experimentos

han revelado un cambio en el pico máximo de absorción de DNA de 259 a 264 nm debido

a la reacción con los complejos de platino, indicando una asociación de platino con las

bases nitrogenadas (Horacek, 1971). También se observa una inhibición no competitiva

en bromuro de etidio "ethidium bromide' por C/5-DDP, lo cual demuestra que los

compuestos de platino se enlazan covalentemente al DNA y no por intercalación (Howe-

Grant et al., 1976; Butour y Macquet, 1977).

El enlace de platino altera la estructura de plásmidos de DNA de superhélice

f covalentemente cerrado, según fue medido por su movilidad en una gel de electroforesis

(Ushay, 1981). El aumentar la cantidad de ambos cis y írans-DDP, desenrrollan la doble

hélice, resultando en la remoción de superrollos "supercoils" negativos, disminuyendo

consecuentemente la mobilidad electroforética de el plásmido hasta que el DNA

covalentemente cerrado coemigra con DNA circular abierto. Información adicional

concerniente a los patrones de enlace de platino  y sus aductos en el DNA ha sido derivada

de métodos de degradación enzimática de DNA tratado con platino usando endonucleasas

fie restricción (Cohén, 1980) y exonucleasas (Tullius y Lippard, 1981); sedimentación por

gradiente y elución alcalina (Roberts y Friedlos, 1982; Zwelling et al., 1979), replicación

enzimática con una plantilla de DNA con platino modificada (Pinto y Lippard, 1985) y el

uso de anticuerpos para aductos de platino (Sundquist y Lippard, 1986).

El grado de cuánto son capaces de desenvolver “unwind” el DNA los aductos

específicos de la droga anticancerígena cisplatin, ha sido cuantitativamente determinado

(Bellon, 1991). Ha sido encontrado que los aductos cis-GG y cis-AG desenvuelve

"unwind” el DNA por 13°, mientras que el aducto cw-GTG desenvuelve "unwind" el DNA
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por 23° . Distorciones del DNA en el lugar de coordinación de platino fueron

amplificadas por medio de la polimerización de estos monómeros, y fueron

cuantitativamente evaluadas utilizando una gel de electroforesis  de poliacrilamida (Bellon,

1991). El grado de desenvoltura "unwinding" del DNA fue determinado sistemáticamente

variando la distancia entre átomo de platino en polímeros que contienen los aductos. El

multímero que migra más lento da la fase óptima para el enlace cooperativo, de aquí

puede obtener el grado de desenvoltura "unwinding".

Las relaciónes originales de estructura-actividad para las drogas de platino

anticancerigenas establecidas fueron las siguientes: (1) los dos ligandos de amina en los

compuestos de platino debe de ser en la orientación c/5-PtX2(Am)2 para Pt(II) y cis~

PtY2X2(Am)2 para Pt (IV); (2) el ligando X, usualmente un anión, debe de consistir de

grupos que tienen fortaleza intermedia al enlazar Pt(II); (3) el ligando de amina debe de

poseer al menos un grupo N-H (Reedjick et al., 1987).

Estas reglas empíricas para las drogas de platino parecían indicar que solamente

ios complejos bifiincionales, con dos grupos salientes en la posición cis, eran activos. En

años recientes, la actividad anticancerígena de los complejos de platino que difieren en

estructura a cisplatin han sido reportados.

La demostración de actividad anticancerígena de estos complejos automáticamente

se

significa que lesiones similares a las de cisplatin no son las únicas que producen

Es importante examinar cuán radicalmente

el mecanismo de acción de estos nuevos agentes comparados con los de la

citotoxicidad y actividad anticancerígena,

diferente

droga en uso (Farrell, 1993). Al menos cuatro series han sido reconocidas que violan la

relación empírica estructura-actividad de los agentes anticancerígenos de platino. Una de

ellas es la de complejos dinucleares de platino que contienen dos unidades c/5-[Pt(amina)2]

unidas por una cadena de diamina de largo variable, [{c75-tCl2(NH3)}2(H2N(CH2)nNH2)]

es

(Farrell et al., 1988) o complejos que contienen esferas de coordinación monodentada,

[/raw5-{PtCl(NH3)2}2H2N(CH2)nNH2]Cl2 (FarreU et al., 1990).
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Otra serie está compuesta por complejos de geometría trans, como lo es trans-

[PtCl2(piridina)2], los cuales son más tóxicos que su isómero cis y demuestran una

actividad equivalente a la de cisplatin en cultivos de tejidos (Farrell et al., 1989). En

adición, complejos que contienen ligandos activos en reacciones de oxidación-reducción,

nitroimidazol en cis y />-úWj-[PtCl2(NH3) (N02lm)], son más citotóxicos que

cisplatin en células hipóxicas que en el aire (Skov et al., 1990).

Dos series de complejos catiónicos han sido reportadas con actividad

anticancerigena. Las estructuras generales son [PtCl2(R’R"SO) (diamina) ] NO3 (Farrell et

al., 1990a) y c/5-[Pt (NH3)2 (amina)Cl]+ (amina= piridina sustituida o pirimidina) (Hollis

et al., 1989).

como

El perfil de enlaces de las series de complejos de platino [{/ran;sr-

PtCl(L)2H2N(CH2)nNH2]2+ (L= NH3 o py) y [{c/5PtCl(NH3)2}2H2N(CH2)nNH2]2+

fueron examinadas para comparar los efectos de isomerismo geométrico en la presencia de

ligandos que no sean NH3 en la esfera de coordinación. Efectos estéricos, debido a la

geometría de los grupos salientes cis al puente de diamina, o en la presencia de ligandos de

piridina planares, afectaron el enlace al DNA de timo de becerro para estos isómeros. Por

el contrario, los derivados de piridina muestran una preferencia distinta por poli(dG-

dC).poli(dG-dC) en comparación con ambos isómeros de NH3. El enlace bifimcional de

los isómeros de NH3 es capaz de desenvolver "unwind" el plásmido pUC19 de modo

equivalente a cw-DDP, mientras que el efecto derivado de piridina es aproximadamente el

el de /raw5-[PtCl2(py)2]- ligadura transversal entre hebras "interstrand

cross-linking” DNA-DNA es muy eficiente para los tres agentes (Farrell et al., 1995).

Complejos del tipo c/.s-[Pt(NH3)2(amina)Cl]+ son de especial interés porque éstos

se enlazan a nucleótidos de purina en DNA formando aductos monofuncionales los cuales,

al contrario de los formados por [Pt(dien)Cl]+ y [Pt(NH3)3Cl]+, inhiben la replicación

(Sundquist y Lippard, 1990). Un estudio realizado con 32 complejos catiónicos de platino

de la forma c/5-[PtA2AmCl]+ demostró que la actividad observada depende de la

doble que

16





naturaleza y orientación de los ligando de amina (Am). En general, ligandos de NH3 de

configuración cis son requeridos para la actividad. Tanto el ligando amina (Am) como el

grupo saliente (X) influyen en la actividad anticancerigena. Los análogos activos

contienen ligandos de aminas heterocíclicas, secundarias, o terciarias, mientras que las

aminas primarias son inactivas (Hollis et al., 1989).

Cationes c/5-[Pt(NH3)2(Am)Cl]+ forman aductos monofiincionales con DNA en

lugar de eliminar NH3 o Am para formar lesiones bifimcionales (Hollis et al., 1991). Esta

conclusión es sostenida por espectroscopia de resonancia magnética nuclear y análisis de

digestión enzimática de los productos de las reacciones de esto complejos con d(GpG) y

dG, los cuales revelaron enlace monofiincional. El rol del ligando de amina planar (Am)

es critico para aumentar la citotoxicidad (Farrell, 1993). Estas propiedades de enlaze de

E>NA sugiere que este nuevo tipo de compuesto puede mostrar una actividad diferente a

cisplatin y sus análogos relacionados como carboplatin (Hollis et al., 1991).
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Capítulo ni

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y medidas experimentales:

Todos los reactivos fueron obtenidos de fuentes comerciales y se utilizaron sin

ningún proceso de purificación adicional. Cisplatin fue adquirido de las compañías Sigma

Chemical Company y Fluka A.G. El compuesto 2,5-dimetilbenzotiazol fue adquirido de la

compañía Aldrich. El DNA de timo de becerro fue comprado a la compañía Sigma

Chemical Company. Las membranas para la diálisis "Spectra/Por Dialysis membreme

tubing" (mwco=12-14,000) fueron compradas a la industria Spectrum Medical Industries,

me.

El análisis elemental fiie hecho en el laboratorio Atlantic Microlab Inc., Norcross,

Georgia. El punto de fusión fiie medido en tubos capilares utilizando el aparato

Electrothermal IA9000 Series Digital Melting Point Apparatus.

infi-arrojo fueron tomados en un espectrofotómetro Perkin Elmer FT-IR System 2000 en

pastillas de KBr. Los espectros de IH-NMR fueron corridos en un espectrofotómetro

Gemini 300 FT-NMR utilizando DMF como solvente y TSP como estándar,

espectros de UV-Visible fueron tomados en un espectrofotómetro computarizado Perkin

Elmer Lambda 2, utilizando un amortiguador de fosfato, con un pH de 7.4, como

disolvente. Se utilizaron muestras de diferentes concentraciones.

Síntesis:

Los espectros de

Los

El complejo cw-[PtCl(NH3)2(2,5dimebt]N03 fiie preparado a partir de cisplatin

utilizando el método de HoUis et al., 1989. La pureza del producto final fiie analizado por

análisis elemental. El esquema de la síntesis del complejo está mostrado en la Figura 3-1.

Preparación de nitrato de c»-diaminocloro (2,5-dimetilbenzotiazol) platino(ll):

Cisplatin (0.2507 g, 0.0008335 moles) fiie disuelto en 5 mL de dimetilformamida

(DMF), se le aplicó un poco de calor y se añadieron 5 mL adicionales de DMF. Se

tomaron 5 mL de DMF para disolver el nitrato de plata (0.1419 g). Una vez disuelto el

18





nitrato de plata se añadió lentamente a la solución de cisplatin. Se dejó agitando la

solución por 24 horas. Luego se filtró al vacío para separar el AgCl. Se obtuvo un

liquido amarillo transparente y se colocó en la nevera por 48 horas. Se filtró el liquido a

través de un disco con una membrana de teflón con poro de 0.45 pm, conectado

jeringuilla. Luego se añadió a la solución el ligando 2,5-dimctilbcnzotia2;ol (0.1361 g). El

disolvente se removió al vacío, y se lavó el producto con CH2CI2, metanol y éter,

obtuvo 0.285 g de un sólido color marrón claro, lo que representa un 70% de rendimiento

de producto crudo a partir de cisplatin (p.f 162-164 C). Los porcentajes de carbono e

hidrógeno calculados para C9Hi5ClN403SPt son 22.07% y 3.0%, respectivamente. El

análisis reflejó unos porcentajes de C y H de 17.70% y 3.08%, respectivamente.

a una

Se
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Figura 3~1. Representación esquemática de la síntesis de cw-[Pt(NH3)2(A)Cl]+.
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Estudios de DNA:

Se preparó una solución disolviendo el DNA de timo de becerro en amortiguador

de fosfato con un pH de 7.4. La concentración de la solución fue determinada

espectrofotométricamente. Se leyó la absorbancia en 260 nm y se determinó la

concentración molar utilizando el coeficiente de extinción de 6.6 x 103 m-1 cm-i. La

concentración de la solución "stock" fue 1.5 x 10-4 m. Para el estudio

espectrofotométrico y para el de Tm se preparó una solución a partir de la solución

"stock" para dar una concentración final de 9 x 10-5M. Se prepararon soluciones "stock"

de los complejos para las diferentes interacciones (2.25 x 10-5 m). Se prepararon

muestras de los complejos con el DNA en varias razones de [Pt]/[DNA] en amortiguador

de fosfato con un pH de 7.4. Todas las muestras contenían la misma concentración de

DNA (9 X 10-5 M). La concentración de los complejos de Pt fue variada para obtener

razones [Pt]/[DNA] de 0.00, 0.17, 0.33, 0.50 y 0.67 para cada compuesto. Cada muestra

se llevó a un volumen de 5 mL utilizando el amortiguador de fosfato de pH de 7.4 (Tabla

^ l). Las muestras fueron incubadas en un baño de agua por 24 horas a 37 grados

Celsius. Para el estudio espectrofotométrico se utilizaron las muestras luego de sacarlas

de la incubación. Por cada muestra, se trabajó con una muestra control para utilizarla

como referencia en el comportamiento del espectrofotómetro. Estas se prepararon de

modo paralelo a las muestras a estudiarse excepto que no contenían DNA (Tabla 3.2). De

este modo, se pretendía eliminar cualquier contribución que el complejo pudiera hacer a la

absorbancia a 260 nm, ya que el complejo cis [Pt (NH3>2 (2,5 dimebt)] NO3 muestra

máximos de absorción a 265 y 292 nm. Para los estudios de desnaturalización (Tm), las

muestras fueron dializadas en amortiguador de fosfato por un periodo de 48 horas a 4

grados Celsius. Se hicieron dos cambios de amortiguador para remover el platino que no

se enlazó al DNA. Se colocaron 300 pL en la celda especial del espectrofotómetro, la

cual está conectada a un baño termostatado. Luego de cada ajuste para aumentar la

22
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temperatura del baño, se esperaba por un periodo de 5 minutos para hacer la lectura de

absorbancia.
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Tabla 3.1 - Preparación de las muestras para los distintos experimentos

Vol. Sol’n

DNA (mL)

Vol. Sol’n Pt

(mL)

Vol. Vol. total

(mL)

Muestra
disolvente

(mL) (Bufíer
fosfato pH =

7.4)
3.0 2.0 0.0 5.01

2 3.0 1.5 0.5 5.0
3 3.0 1.0 1.0 5.0
4 3.0 0.5 1.5 5.0

5 3.0 0.0 2.0 5.0
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Tabla 3.2 - Preparación de las muestras control para los estudios
espectrofotométricos

Control VoL Sol’n

DNA (mL)

Vol.
disolvente

(mL) (BufTer
fosfato pH =

Vol. Sol’n Pt

(mL)

Vol. total

(mL)

7^
1 0.0 5.0 0.0 5.0
2 0.0 4.5 0.5 5.0
3 0.0 4.0 1.0 5.0
4 0.0 3.5 1.5 5.0
5 0.0 3.0 2.0 5.0
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Capítulo IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterización espectral del complejo:

Un nuevo complejo de platino fiie sintetizado utilizando el método descrito por

Hollis et al., 1989.

Los datos analíticos no están del todo de acuerdo con lo esperado, ya que

la diferencia entre el porciento de carbono encontrado y el calculado es de 4.37%. Esta

diferencia se puede deber al contenido de impurezas inorgánicas tales como cisplatin o

AgCl. Esto también podría deberse a la presencia de una especie en donde el 2,5-

dimetiibenzotiazol actúe de forma ambidentada, enlazando dos unidades {Pt(NH3)2Cl+}.

Como se muestra a continuación:

2+

Un compuesto como [cis- {PtCl (NH3)2}2(2,5-dimebt)] (N03)2 tiene un porcentaje de

carbono igual a 14.48%. Una mezcla entre el producto esperado, y una impureza como

esta, reflejarán un menor porcentaje de carbono. El posible enlace de platino a azufre en

un producto secundario de la síntesis parece estar sustentado por la señal (doblete) que se

observa sobre 9 ppm en el espectro de resonancia magnética nuclear,

ambidentado de los benzotiazoles ha sido postulado por Weaver et al., 1970.

El carácter
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Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear:

Los espectros de resonancia magnética nuclear del ligando y  complejo

muestran en las figuras 4.1 y 4.2, respectivamente. Los datos de Resonancia Magnética

nuclear de protón del complejo fueron utilizados para confirmar la presencia de la

molécula orgánica en el producto obtenido en la síntesis,

de los cambios químicos, en ppm, con respecto al estándar TSP para el ligando 2,5-

dimetilbenzotiazol y para su complejo. Estos cambios se deben a varios efectos tales

como el efecto del campo eléctrico causado por la complejación, o a enlaces pi, entre

otros (Lavallee et al., 1977). Los protones del anillo en el espectro del ligando fueron

asignados de acuerdo a la literatura (Gaetano et al, 1965). La asignación de las señales en

el espectro del complejo fueron basadas en su forma y cambio químico relativo, utilizando

el espectro del ligando como referencia.

Con respecto a las señales del ligando en el complejo, la señal de H(4) del

benzotiazol muestra el cambio en el desplazamiento químico mayor hacia campo bajo,

seguido por la señal de CH3 (2) y la de H(7). El H(4) y el CH3 (2) están más cerca del

átomo de nitrógeno, el cual es el átomo más electronegativo en el anillo, y posible sitio

preferido de coordinación. Este remueve densidad electrónica de estos protones, haciendo

que sus señales aparezcan a campos bajos. La magnitud del cambio en desplazamiento

químico, A5ppm no varía proporcionalmente con la cercanía al sitio de coordinación

cuando hay sistemas aromáticos (Lavalle, 1977).

Las constantes de acoplamiento entre protones y el átomo de platino pueden ser

usadas para determinar el lugar de coordinación, mientras mayor sea la distancia del lugar

de coordinación, más pequeña es la constante de acoplamiento. En nuestro estudio, estas

constantes de acoplamiento no pudieron ser determinadas.

Espectroscopia Infrarrojo:

Los espectros de infirarrojo medio para 2,5-dimetilbenzotiazol y el complejo cis-[Pt

(NH3)2 (2,5-dimebt)Cl]N03 se muestran en las figuras 4.3 y 4.4, respectivamente. El

se

La Tabla 4.3 muestra una lista
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espectro para el complejo muestra las bandas de las vibraciones de NH3 y NO3-, así como

las del 2,5-dimetilbenzotiazol. El estiramiento vCNHs) aparece a una frecuencia de 3,273

cm ̂  La banda intensa aparece en la región de 1384.5 cm-l es asignada al estiramiento de

NO3- (Nakamoto, 1986). Las bandas del ligando 2,5-dimebt fueron alteradas debido a la

complejación, siendo los cambios más notables desplazamientos en vibraciones asociadas

al sitio de coordinación, así como disminución en la intensidad de las bandas. Las bandas

del ligando en 2917 cm’^ (estiramiento C-H), 1522 cm'^ y 1378 cm’^ (estiramiento del

anillo) no pudieron asignarse para el complejo por estar desplazados o solapados con otras

bandas.

Estudio Espectrofotométríco de DNA:

Como parte de los estudios del complejo y su interacción con DNA se tomaron

espectros de ultravioleta-visible de muestras del complejo a diferentes razones de

[Pt]/[DNA]. Los espectros están mostrados en las figuras 4.5, 4.6 y 4.7. Las razones de

[Pt]/[DNA] fueron de 0.00, 0.17, 0.33, 0.50 y 0.67 respectivamente. Como resultado se

obtuvo que, con el ión complejo c/5-diaminocloro(2,5-dimetilbenzotiazol) platino (II), a

medida que iba aumentando la razón de [Pt]/[DNA], iba aumentando la absoibancia del

ONA en 260 nm, y se iba desplazando el máximo hacia mayores longitudes de onda. Este

efecto hipercrómico concuerda con lo reportado en la literatura para compuestos que

desestabilizan del DNA, al abrirse la doble hélice y quedar expuestas las bases

nitrogenadas. Este estudio provee evidencia adicional de que las lesiones de los complejos

catiónicos en el DNA son monofuncionales, o sea, no importa la razón [Pt]/[DNA] que se

utilize siempre va a tener el mismo efecto en el DNA, el de desestabilizar la doble hélice.

Esto es lo esperado, ya que un complejo como este no puede formar ligaduras

transversales a dos hebras, a menos que pierda uno de los grupos NH3 o el ligando plano.

Sin embargo, al hacer el mismo experimento con cisplatin se observa lo contrario; al

El efectoaumentar la razón [Pt]/[DNA] disminuye la absorbancia del DNA.

‘^estabilizador” a altas concentraciones de cisplatin puede atribuirse a que, al aumentarse el
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número de lesiones bifúncionales, se puede aumentar las ligaduras entre hebras,

razones utilizadas para cisplatin normalmente son menores que 0.10, por lo que se observa

mayormente el efecto desestabilizador que induce el enlace bifuncional a una sola hebra

del DNA. El ion complejo cw-diaminocloro (1-metilimidazol) platino(II), análogo de cis-

[Pt (NH3)2 (2,5-dimebt)Cl]^, debería desestabilizar la doble hélice del DNA, ya que

debe ser capaz de hacer ligaduras transversales a dos hebras. La tendencia a estabilizar

que se sugiere en la figura 4.7, no es lo esperado a menos que haya perdido un ligando.

Este comportamiento no esperado deberá verificarse, ya que los cambios observados

son tan marcados como para hacer conclusiones definitivas.

Las

no

no
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Figura 4.1
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Figura 4.2
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Tabla 4.1 - 'H-NMR para c/5-[PtCl (NH3)2 (2,5-dimebt)]N03

Protón 8 (PPM)
Complejo

5 (PPM)
Ligando

AS (PPM)

CH3 (2) 3.32 2.81 0.51
8.80 7.76 1.04

CH3 (5) 0.102.57 2.47
8.07 0.167.91

H’ 7.48 7.26 0.22
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Figura 4.5

Tstudio espectrcj-otométrico de íDíA^ con íhf^ato de

cis-diammocíoTo(2.5-dimetííBenzatiazo[)pídtmo (ii)

i.935b -

Conc. Pt9
0.67. k-

Conc. DNA

-●.r

^Conc.
¿.280B - 0

Conc. DNA

V  T

" 240.8 ¿20.0 ¿d3.o 278.8 p¿dt< . b
-I -T 3?»C. t’

nn

35



I

I

i



1

Figura 4.6

Tstudio espec con m

1X. OÚI

90,00 -

Conc. Pt
0

y9. Conc. DNA/
DNAlí-

--Ts Conc. Pt''.2683 .

Conc. DNAj
i

1

6.6386
246.6 258.8 3se.e260.0 270.0 280.0 238.0

36



S]

I



Estudios de temperatura de desnaturalización del DNA:

Se realizaron experimentos de temperatura de desnaturalización de DNA con el

complejo ‘^'■^'-tl'aminocloro(2,5-dimetilbenzotia2ol) platino (II), cisplatin y con el complejo

c/.v-diaminocloro(l-metilimidazol) platino (II) utilizando distintas razones de [Pt]/[DNA]

0.00, 0 17, 0.33, 0.50, 0.67. Las gráficas de los resultados están en el Apéndice T.

los valores máximos

Se

para las razones AA/AT en la región de 65-80°C y

presentan en las tablas 4.2 a 4.4. Estos valores máximos corresponden a los puntos de

inflexión en dicha región, y dan información sobre la temperatura de fusión, Tm, del DNA.

La Tabla 4.2 sugiere que el complejo c«-[Pt(NH3)2(2,5-dímebt)CI]^, tiende a disminuir la

temperatura de fusión del DNA, sugiriendo que desestabiliza la doble hélice. Las Tablas

4 3 y 4.4 para cisplatm y (l-metilimidazol)Cl]

compuestos, a las razones Pt/DNA estudiadas, tienden a estabilizar la doble hélice, al

aumentar la temperatura de fusión. Estos resultados son consistentes con el estudio

tomaron se

sugiere que estos

espectrofotométrico, aunque deben tomarse con precaución ya que los perfiles de

desnaturalización muy complejos y muestran varios puntos de inflexión. Los cambios

más marcados aparecen a temperaturas mayores de 80°C.

son
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Tabla 4.2 - Experimento de desnaturalización de DNA con c/5-[PtCl (NHs)!
(2,5-dimetilbenzotiazol)] NO3

Tm DNA 76°C

Tm DNA + Pt (razón 0.17) 76°C

Tm DNA + Pt (razón 0.33) 74°C

Tm DNA + Pt (razón 0.50) 69°C

Tm DNA + Pt (razón 0.67) 66°C

39



1
(

1

1
i
T

I



Tabla 4,3 - Experimento de desnaturalización de DNA con cisplatin

TmDNA 73°C

Tm DNA -i- Pt (razón 0.17)

Tm DNA + Pt (razón 0.33)

76®C

ITC

Tm DNA + Pt (razón 0.50) 77°C

Tm DNA + Pt (razón 0.67) IS^C
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Tabla 4.4 - Experimento de desnaturalización de DNA con c«-[PtCl (NH3)2
(1-metilimidazol)] NO3

TmDNA

Tm DNA + Pt (razón 0,17)
Tm DNA + R (razón O.SS)
Tm DNA + Pt (razón 0.501
Tm DNA + Pt (razón 0.671

72°C
73°C
74°C

76°C
79°C
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Figura 4,7
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Capítulo V

CONCLUSIONES

La síntesis del nuevo complejo catiónico de platino de la forma c«-[Pt(NH3)2 (A)

CI]**" conteniendo el ligando heterocíclico 2,5-dimetilbenzotia2ol fue llevada a cabo,

caracterización de este complejo por técnicas de espectroscopia de IH-NMR e IR ha s" lo

reportada.

La

Los estudios realizados con DNA sugieren que este complejo de platino tiene la

habilidad de enlazarse a DNA, desestabilizando la doble hélice. Se requerirán estudios

biológicos adicionales para saber de qué manera se enlaza al DNA y compararlo con

Cisplatin.
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APENDICE I

GRAFICAS DE TEMPERATURA DE DESNATURALIZACION: ABSORBANCIA

VERSUS TEMPERATURA Y AA/AT VERSUS TEMPERATURA

* Nitrato de c/5-diarainocloro(2,5-dimetilbenzotiazol) platino II - Gráficas 1-10

* Cisplatin - Gráficas 11-20

* Nitrato de cw-diaminocloro(l-metilimidazol) platino ü - Gráficas 21-30

* Las razones utilizadas para cada compuesto fueron: 0.00, 0.17, 0.33, 0.50 y 0.67

respectivamente.
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