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SINOPSIS

CAPITOL 1

Introduccio

En aquest capitol es fa una breu introduccié sobre I"origen de les
drogues antitumorals de plati, fent especial mencié al cisplati, a les
seves propietats i mecanisme d'actuaci6. Malgrat I'éxit d"aguesta
droga, el seus greus efectes secundaris i els problemes de
resisténcia en determinats tumors han provocat el desenvolupament
de noves drogues antitumorals de plati. Es presenta una mostra dels
diferents tipus de nous compostos de plati que son actius in vitro i/o
in vivo, i es donen a coneixer diversos compostos d'altres metalls que
presenten també activitat antitumoral.

CAPITOL 2

Objectius

Els objectius d'aquest treball es centren en la sintesi de nous
complexos de Pt(l1) que puguin ser efectius en el tractament del
cancer i puguin reduir els efectes secundaris derivats del tractament
amb el cisplati.

CAPITOL 3

Sintesi i caracteritzacio dels complexos de Pt(I1) amb els lligands 2,3-diaminopropionic i 2,4 -
diaminobutiric i els respectius ésters etilics. Estudi de llur interaccié6 amb el DNA i de I"activitat

antitumoral.

En aquest capitol es descriu la sintesi i caracteritzacié quimica de
quatre complexos de Pt(ll) amb lligands diaminoquelatants:
PtCl,(dap), PtCl,(dab), PtCl,(Etdap) i PtChL(Etdab). L'efecte
bioldgic d'aquests compostos s'ha avaluat en quatre etapes : 1.
Existéncia d'interacciéo amb el DNA a través de dicroisme circular,
electroforesi en gel d'agarosa i AFM; 2. Mecanisme d'actuacio a
través de la interacci6 Pt-GMP; 3. Percentatge de supervivencia

cel-lular; 4. Tipus de mort cel-lular.

CAPITOL 4

Sintesi i caracteritzacié de nous complexos de Pt(Il1) amb lligands diaminoguelatants contenint
aminoacids com a substituents. Estudi de llur interacci6 amb el DNA i de I"activitat antitumoral.

En aquest capitol es descriu la sintesi i caracteritzacié de vuit nous
complexos de Pt(Il1) amb lligands diaminoquelatants que contenen
substituents de tipus aminoacid (éster netilic de L-alanina, L-alanina,
L-fenilalanina i éster metilic de L-triptofa). L'activitat bioldgica
d"aquests compostos s"avalua en diverses etapes: 1. Interaccié amb
el DNA a través de les técniques de dicroisme circular, electroforesi
en gel d'agarosa i AFM; 2. Mecanisme d'actuaci6 a través de la
interaccié Pt-GMP; 3. Percentatge de supervivencia cel-lular; 4. Tipus
de mort cel-lular.



CAPITOL 5

Sintesi i caracteritzaci6 de lligands diaminoquelatants amb substituents de tipus peptidic i complexacié
amb Pt(I1). Estudi de la interacciéo amb el DNA i de |*activitat antitumoral.

En aquest capitol es descriu la sintesi i caracteritzacié quimica de
tres nous lligands diaminoquelatants contenint substituents peptidics
amb diferent nimero d"aminoacids: [(dap-TNYT-
OCHj3)-2CF;COOH], [(dap-TTNYT-OCHj;)-2CF;COOH], [(dap-
ASTTTNYT-NH,)-2CF;COOH]. S*ha preparat i caracteritzat el
complex PtCl,(dap-ASTTTNYT-NH,), el qual ha demostrat tenir
capacitat per interaccionar amb el DNA i modificar la seva
estructura secundaria. Els assaigs de proliferacié cellular han
demostrat que aquest complex produeix mort cel-lular, pero el péptid
lliure per si sol també es mostra actiu. Tot i aixo, |"activitat del
complex és més important que la del péptid lliure.

CAPITOL 6

Sintesi d"un nou complex trinuclear de Pt(l1). Caracteritzacié espectroscopica i estructural.

Bl=5a En aquest capitol es descriu la sintesi d'un complex trinuclear de
s et
Fen Pt(1l1), {[Pt(MesBpy),][PtCl,(MeBpy)]-}(PFs).. EI complex s'ha
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CAPITOL 7
Conclusions

En aquest capitol es fa un recull de les conclusions generals que es
poden extreure dels treballs presentats en els diferents capitols de
la tesi.

ANNEX

Breus fonaments de les teécniques d'analisi de I'activitat bioldgica de compostos amb propietats
antitumorals

En aquest apartat es fa una introducci6 a les diferents técniques
d'analisi de l'activitat biologica emprades en els estudis presentats
en aquesta tesi: dicroisme circular, electroforesi en gel d’agarosa,
microscopia de forces atomiques, assaigs de proliferaci6 cel-lular
i citometria de flux.
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1. EL CANCER.

El cancer és el resultat d'una serie de mutacions que deixen a les cel-lules lliures
dels controls de la proliferacio cel-lular i supervivéncia. Les cél-lules pateixen mutacions
degut a una série d'accidents i adquireixen I*habilitat de proliferar sense cap restriccio.
Les cél-lules progenitores hereden aquestes mutacions i donen lloc a un tumor, el qual
pot créixer sense limit."

Se sap poc sobre els mecanismes que regulen el creixement local normal i anormal. Es
probable que |*alteracié del microambient d*un tumor primari alteri els mecanismes
locals de regulacid i faciliti la progressié tumoral. Al creixement local li segueix el
metastatic. Aquest procés presenta les etapes de separacié del focus d'origen,
desplacament, infiltraci6 en altres oOrgans, supervivéncia, assentament i
desenvolupament en el nou i diferent microambient. L*heterogeneitat del tumor primitiu
determina les diferencies que es registren no només entre el tumor primitiu i les seves
metastasis, sind també entre les metastasis d*un mateix tumor en organs diferents.

Les mutacions que fan que les cél-lules tumorals siguin defectuoses afecten a dues
classes de gens:

-Gens de proliferacio: que codifiquen les proteines que ajuden a promoure la
divisio cel-lular.

-Gens d"antiproliferacio: que codifiquen les proteines que ajuden a aplicar els
frens del cicle cel-lular.

Una mutacio en un gen de proliferacio que fa que la proteina que produeix aquest gen
estigui sobreexpressada o hiperactiva dona lloc a una multiplicacioé cel-lular excessiva. El
gen mutant es classifica com a oncogen i és un gen promotor del cancer. Una mutacio que
inactivi un gen d'antiproliferacio pot alliberar una cél-lula de les restriccions normals
durant la multiplicacio6 cel-lular i donar lloc a una proliferacio cel-lular excessiva. Aquests
gens d'antiproliferacié que estan presents en les cellules normals es coneixen també
amb el nom de gens supressors del cancer. Per tant, els gens amb mutacions poden
promoure el cancer, estimulant les céllules a proliferar en abséncia de senyals

extracel-lulars apropiats.
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Cal destacar també, que els factors de creixement epidermic (EGF) i els seus
receptors (EGFR) estan implicats en molts aspectes en el creixement de ceéllules
tumorals. S"ha pogut determinar que els EGFR estan sobreexpressats en moltes cel-lules
tumorals epitelials i s6n unes dianes potencials per les terapies antitumorals, de manera
qgue l'activacié de la proliferacio cel-lular es veu incrementada en aquest tipus de

cel-lules.?

2. ORIGEN 1 EVOLUCIO DE LES DROGUES ANTITUMORALS DE PLATI
DES DELS INICIS FINS A L'ACTUALITAT.

L'interes per les drogues antitumorals basades en el plati es remonta en els anys
seixanta quan Rosenberg i col-laboradors van descobrir de forma inesperada la inhibicio
de la divisi6 cel-lular provocada per complexos de Pt Rosenberg estudiava els efectes
que produien els corrents eléectrics, generats per electrodes de Pt, sobre cultius de E.
Coli i va observar el creixement cel-lular sense divisié. En estudis posteriors es va
demostrar que la causa del creixement anomal dels bacteris era una substancia quimica
que es formava en l'electrolisi del Pt dels electrodes amb el clorur d'amoni del medi de
cultiu. De les diverses espécies de Pt formades, el cis-[PtCl>(NHs),] (cisplati) (1) i cis-

[PtCL,(NHs),] (2) eren els responsables d’aquest fenomen.*®

cl
H3N\I _cl
t
HaNy A~ HaN” |\CI
t
HaNT cl cl
(1) (2

La possibilitat que presentaven els compostos de Pt dutilitzar-los en el
tractament del cancer va fer que Rosenberg i els seus col-laboradors portessin a terme
experiments amb les linies cel-lulars sarcoma 180 i leucémia L1210.**"®° Aquests

experiments van permetre que a l'any 1971 el cisplati entrés en fase clinica 1.° No va



Capitol 1: Introduccié General - 11

ser fins a I'any 1978 que es va aprovar el cisplati pel tractament del cancer de testicle i
ovari. Avui en dia, el cisplati és una de les drogues més utilitzades pel tractament de

tumors,'*?

és molt efectiu en el tractament del cancer de testicle i ovari, i contribueix
en el tractament del cancer de vegina, coll, cap, pulmé, esofag, estomac i diversos
limfomes."*** Malgrat I'éxit, el cisplati presenta un gran desavantatge, com és la seva
alta toxicitat. Els efectes secundaris que presenta el cisplati (nausees, vomits, toxicitat
renal, pérdua de cabell, perdua parcial de l'audicio i visid, neuropaties, etc.) fa que la
dosi que es pot aplicar als pacients estigui limitada, essent les dosis tipiques de 100
mg/dia durant cinc dies seguits.”

Tot i la utilitzacié del cisplati, el seu Us esta limitat a uns determinats tumors, ja
que alguns presenten una resisténcia natural a la droga i altres poden desenvolupar
resisténcia després d'iniciar el tractament. El cisplati també té una solubilitat limitada
en solucioé aquosa i €s administrat per via intravenosa. Aguests inconvenients van donar
lloc al desenvolupament de millors drogues antitumorals de Pt.

Des de la introducci6 del cisplati, milers de compostos de Pt han estat
sintetitzats i avaluats com a agents antitumorals. Uns 28 compostos han entrat en fases

1116

d'assaig clinic, pero només el cis-diamino-[1,1-ciclobutandicarboxilat (2-)]-0O,0’-

plati (11) (carboplati) (3) ha rebut I'aprovacio i ha aconseguit un Us clinic rutinari.

O
H3aN_ _©O
/Pt\
H3N o
O
(3

El carboplati és menys toxic que el cisplati i es pot subministrar en dosis molt
més grans que el cisplati (2000 mg/dosi).”®> Tot i la menor toxicitat del carboplati,
aquest encara només és actiu en el mateix rang de tumors que el cisplati. Recentment
uns altres 2 compostos de Pt han rebut una aprovacio limitada a I'is en alguns paisos. El
trans-(L-diaminociclohexa)oxalatoplati (11) (Oxaliplati) (4) ha estat aprovat a Franca i

altres paisos europeus, Asia, América Llatina i recentment el seu Us ha estat acceptat
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als Estats Units."” El cis-diamino-glicoloat-O,0O’-plati (11) (nedaplati) (5) ha estat

aprovat en el Jap6.'®

/HZN\ /O H3N e}
Pt N7
i / \ Pt
"HoN' O o 7N
(4) (5)

Fins ara, I'oxaliplati i el nedaplati no han demostrat cap avantatge clar per sobre
del cisplati i carboplati, tot i que l'oxaliplati ha demostrat potencial per utilitzar-lo en
tumors resistents al cisplati.

Per tant, la recerca d'agents antitumorals de Pt millors continua, motivada pel
desig de dissenyar compostos menys toxics i actius, de subministracié oral i que no

presentin resistencia creuada amb el cisplati i carboplati.

Després de la introduccio del cisplati, el disseny de noves drogues de Pt es va
centrar principalment en analegs directes del cisplati, els quals presentaven una
geometria cis, dos lligands donors tipus amina, i dos lligands labils anionics. Amb els
resultats obtinguts, Cleare i Hoeschele van establir una série de relacions estructura-

activitat:'®*°

a. Els isomers cis interfereixen en la divisié cel-lular, pero els corresponents
isomers trans no sén actius.

b. Dos lligands labils en cis sén necessaris, pero no suficients.

c. Els lligands labils haurien d'estar enllacats de forma moderadament forta,
perqué aquells compostos amb lligands altament labils son toxics i els compostos amb
lligands fortament enllacats sén menys actius.

d. El complex ha de ser neutre.

e. L'elevada activitat es troba en aquells complexos on els lligands amina tenen

menys substituents alquil.
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Els complexos de Pt amb lligands amina son probablement els més adequats per
una unié covalent efectiva amb el DNA. A més, els enllacos N-H tenen la possibilitat de
formar interaccions per pont dhidrogen amb els N heterociclics dels nucleotids.
Inicialment, es va observar que era essencial per a cada lligand amina portar, al menys,
un atom d’hidrogen per tal d'observar una activitat significativa®° A part de les amines,
es van tenir en compte també els lligands intercal-ladors ja que els efectes que causaven
al DNA donaven lloc a una activitat biologica remarcable.

El paper de la solubilitat és també molt important?* El transport per difusi6 a
través de la membrana cellular esta facilitat per I'elevada lipofilia, pero la toxicitat
minima esta associada a una solubiltat moderada en aigua i en dissolvents no polars, i

l'activitat esta relacionada amb una solubilitat maxima en aigua.

Aguestes relacions estructura-activitat van dominar el disseny de les drogues de
plati durant 20 anys, i s’han mantingut valides fins fa poc temps. No obstant, és evident
que aquests analegs del cisplati i carboplati no ofereixen cap avantage clinic per sobre
de les drogues existents. Per aix0, un gran nombre de cientifics han pres una nova linia
pel disseny de drogues de plati i han preparat compostos que violen les relacions
estructura-activitat classiques, els quals mostren activitat antitumoral. Els esforcgos
també shan orientat cap al disseny racional de compostos amb caracteristiques

especifiques que els hi permeti ser administrats oralment.

3. MECANISME D'’ACTUACIO DEL CISPLATI.
3.1. ENTRADA DEL CISPLATI EN LA CEL-LULA.

El cisplati és administrat per injecci6 intravenosa com a solucié aquosa salina.
Aproximadament la meitat del plati s'uneix a proteines del suero i €s excretat. La resta
es distribueix per diversos teixits. En el suero, la droga es manté com a cis-
[PtCI>(NHs),] degut a lI'elevada concentracié de clorur (100 mM). Com a molécula neutra
difon de forma passiva a través de la membrana cel-lular fins al citoplasma (tot i que hi

ha alguna evidéncia que I'entrada és en part per un mecanisme de transport actiu)®® on la
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concentracié de l'i6 clorur és bastant meés baixa (3 mM), de manera que el complex
s’hidrolitza. La hidrolisi produeix complexos cationics com cis-[Pt(NH3).(OH,)CIT', que
difonen cap al DNA on s'uneixen i provoguen lesions citotoxiques. Les reaccions

d’hidralisi del cisplati es mostren en la Figura 1.

H,N-‘-PII-—CI
HH
H -2
o
. al B HG oW OH "]
H,N—PII—H,O LN H,N-Pl-.--H,G —‘/—‘(H I
o W '
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!

ciaplatin — DHA sdducty

II Tumor ool Okl
(

Figura 1. Administraci6 intravenosa i quimica in vivo de la droga antitumoral cisplati

23,24

Miller i House’ van obtenir les constants de velocitat i d'equilibri dels passos

reversibles i els corresponents parametres d'activacio (Esquema 1).

@)

-CI-,+H20
@ cis~[PE(NH 2)2CI(OH 2)]+ <—== cis-[Pt(NH 3)2(0H »)2]>*
—CI‘,+H20/
. (5)
cis-[Pt(NH 3)2Clp l
_C|-,+H2& 0N s [PHNH 2)2(0H) 2]

cis-[Pt(NH 3)2CI(OH)] ——>
@) @

Esquema 1. Reaccions d’hidrolisi del cisplati.
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Els passos 3,4,5, son irreversibles, cosa que no sorprén ja que I'enllag Pt''-OH és
molt estable. ks no es va poder obtenir, suggerint que el pas 3 és rapid o que ks és molt
similar a k. Els passos 4 i 5 sén independents de [OH], indicant que laigua i no
I'hidroxid és el nucleofil. ki, ks, i ks son aproximadament equivalents, suggerint un Unic
mecanisme basic.

La unitat cis-Pt''(NHs), és remarcablement estable. Es resistent a l'atac de
fosfats, amines o grups carboxilat, tot i que pot ser destruida per I'i6 cianur i sistemes

que contenen sofre.

3.2. DIANES CEL-LULARS DEL CISPLATI.

Molts components cel-lulars, com el RNA, proteines, DNA, fosfolipids de la
membrana, microfilaments del citoesquelet, reaccionen amb el cisplati. La primera pista
gue va permetre identificar la principal diana biologica va ser el creixement filamentds
dels bacteris induit pel cisplati, un fenomen caracteristic d'agents que afecten el DNA

25,26,27

com la radiacié U.V., radiaci6 ionitzant i la hidroxiurea, tot i que hi ha algunes

evidéncies que suggereixen la involucracié dalgunes dianes que no son el DNAZ?® El

cisplati interacciona amb els fosfolipids i la fosfatidilserina en les membranes,>°*°

3132 segurament degut als

afecta el citoesquelet, i afecta la polimeritzacié de l'actina,
canvis conformacionals que resulten de la formacioé d'enllagos Pt-S. Per tant, tot i que hi
ha evidéncies d'altres dianes biologiques que poden ser importants en el mecanisme del
cisplati, en general s’ha acceptat que el DNA és la diana principal.

El DNA és una moléecula helicoidal formada per dues cadenes lineals
polinucleotides en les que els grups fosfat uneixen les posicions 3' i 5’ dels residus de

sucre consecutius (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de l'estructura d'un tetranucledtid. Els nimeros dels atoms de sucre
porten el superindex prima per diferenciar-los de les posicions atomiques de les bases.

El DNA presenta dues funcions principals:
- Dirigir la seva propia replicacié durant la divisio cel-lular.

- Dirigir la transcripcié de molécules de RNA complementaries.

Cada base del DNA esta unida per un enlla¢ d’hidrogen a una altra base de la
cadena oposada formant un parell de bases. Només estan permesos dos tipus de parells
de bases: cada residu d'adenina s’ha d'aparellar amb un residu de timina i viceversa, i
cada residu de guanina s’ha d'aparellar amb un residu de citosina i viceversa. Son els
anomenats parells de bases de Watson-Crick.>®

El DNA pot adoptar diverses estructures, depenent de factors com la humitat,

els cations presents i la sequencia de les bases. Existeixen diferents formes de DNA:

A-DNA: Presenta una conformacié de la doble hélix amb gir cap a la dreta. Els
parells de bases estan inclinats respecte leix de I'helix, i en cada volta de I'hélix
existeixen 11 parells de bases. L'angle de curvatura és de 33° i l'elevacié de I'hélix per

parell de bases és de 2.6 A. Aquesta forma del DNA es troba en graus d’humitat baixa.
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B-DNA: Presenta una conformacio de la doble helix amb gir cap a la dreta. Els
parells de bases de l'estructura estan disposats perpendicularment a l'eix de la doble
helix, i existeixen 10 parells de bases en cada volta. L'angle de curvatura és de 36° i
I'elevacié de I'hélix per parell de bases és de 3.4 A. Aquesta forma del DNA es troba en

graus d’humitat alta i és considerada la forma nativa del DNA.

C-DNA: Es una forma polimorfa de DNA amb una conformaci6 de la doble hélix
amb gir cap a la dreta. Conté 9.3 parells de bases per cada volta de la doble helix, un
angle de curvatura de 38.6° i una elevacio de I'nélix de 3.32 A. EI C-DNA s’assembla al B-

DNA amb petites variacions en els parametres conformacionals.

D-DNA: Es una altra conformacié amb gir de la doble hélix cap a la dreta. Els
parells de bases de l'estructura estan inclinats respecte a l'eix de I'helix, i conté 8

parells de bases per cada volta.

Z-DNA: Presenta una conformacié amb gir cap a I'esquerra. L'angle de curvatura
és de 60° (per dimer) i l'elevacio de I'hélix per parell de bases és de 3.7 A. Conté 12
parells de bases per cada volta. La unitat repetitiva, a diferéncia de les altres formes

de DNA, és un dinucleotid en comptes d'un nucleotid.

Les formes de DNA més conegudes son la A, B i Z i llur estructura es presenta en

la Figura 3.
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Figura 3. Representacions laterals i superiors del DNA A, B i Z. Les fletxes indiquen el solc
menor (a dalt) i el solc major (a baix).

L'anell del sucre no és pla, té un cert grau de flexibilitat que afecta a la
conformacié de I'esquelet sucre-fosfat. La geometria del sucre és important
conformacionalment perqué governa l'orientacio del substituent de fosfat respecte a

cada residu de sucre.

3.3. ADDUCTES FORMATS PEL CISPLATI AMB EL DNA.

Els adductes bifuncionals que impliquen cross-links intracadena o intercadena
amb el DNA o els cross-links amb el DNA i proteines es consideren importants per
I"activitat biologica. S'ha observat que el compost [Pt(dien)C)]* (dien= 1,5-diamino-3-
azapentd), per exemple, i altres compostos similars inactius només s"enllacen de forma
monofuncional **

Els adductes que forma majoritariament el cisplati amb el DNA (Figura 4) son els
cross-links 1,2-intracadena a través de bases adjacents, de manera que els adductes cis-
[Pt(NH3){d(GpG)}] (cis-GG) comprenen el 47-50 % dels adductes formats i els cis-
[Pt(NH3), {d(ApG)}] (cis-AG) comprenen un altre 23-28%. A més, es formen un 8-10% de

cross-links 1,3-intracadena a través de guanines no adjacents (cis-GNG) i adductes
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intercadena. Un altre 2-3% de productes formats son el resultat

monofuncionals amb la guanina.®

DtA-proksin crosslink bifynctionad binding 16 trusning

d*enllagos

Figura 4. Representacio dels diferents adductes que forma el cisplati amb el DNA.

En tots els casos, el plati s"enllaca a I"atom N7 de la base purinica (Figura 5). La

preferencia per I'atom N7 de la guanina és deguda simplement a que és la base més tova.

No obstant, Reily i Marzilli °°

van suggerir que la poca reactivitat de I'adenina

comparada amb la de la guanina era deguda a efectes estéerics ja que en la posicio 6, el

NH, de I'adenina és més voluminds que el grup O de la guanina.
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Figura 5. Diagrama ORTEP de l'estructura cristal-lina de I'adducte bifuncional Pt(GpG) on
s’observa clarament I'enllag a través de la posicié N7 de la guanina.

Una de les diferéncies més importants entre el cisplati i el seu isomer inactiu,
transplati, es troba en la capacitat de formar diferents tipus de cross-links amb el
DNA. Els dos compostos formen adductes bifuncionals amb el DNA unint-se a les
posicions N7 de la guanina i adenina. Pero degut a la seva estereoquimica, el transplati no
pot formar adductes 1,2-intracadena d(GpG) ni d(ApG) >’

El principal producte que forma el transplati és amb un 50% el trans-[Pt(NHs),
{d(GMP)} {d(CMP)}], amb un 40 % el trans-[Pt(NHs), {d(GMP),] i amb un 10% el trans-
[Pt(NH3), {d(GMP){d(AMP)}]*® En el producte on el plati s'uneix a la citosina, la
interaccio es produeix en la posicié N3 de la base.

En la unié del cisplati amb el DNA, un lligand clorur s*hidrolitza quan el cisplati
entra en la cel-lula. Aguesta reaccio d*hidrolisi és el pas limitant de la uni6 amb el DNA,
amb un temps de vida mitja de 2h.***°*! Seguidament, el cisplati s*uneix a I'atom N7 de
la guanina, la qual desplaca la molécula d*H,O de forma relativament rapida (t,,» » 0.1h)
formant un adducte monofuncional. La hidrolisi d*un segon lligand clorur permet la
formacié d'un adducte bifuncional amb t,,, » 2h.>**!

La formaciéo de I'adducte monofuncional amb el DNA té lloc a una mateixa

velocitat tant pel cisplati com pel transplati. Pel que fa a la velocitat del segon pas per
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formar I*adducte bifuncional hi ha certa controversia. Alguns estudis revelen que la
velocitat és similar en els dos casos, mentre que altres conclouen que el transplati forma
adductes bifuncionals de forma més lenta.*>*® La diferéncia de velocitat podria explicar

la diferent activitat biologica que presenten els dos compostos.

3.4. EFECTES DE LA UNIO Pt-DNA.
3.4.1. Efectes estructurals.

La formacio dels cross-links cisplati-DNA provoca la distorcié del DNA (Figura
6). La unié del cisplati pot causar el desenrotllament del DNA, i en nivells de saturacio,
pot fer més curta la doble hélix fins a un 50%.***>*® La formacié d’aquests adductes

també genera una pérdua de I'estabilitat de I"heélix.*"*®*

Figura 6.Representaci6 de la deformacié estructural del DNA provocada per la formacié
dels adductes cisplati-DNA cis-GG (A), cis-(GNG) (B), i I'adducte cisplati-DNA intercadena

©)

Una caracteristica estructural que s*ha observat en aquesta uni6 és I"existéncia
d"una interaccio per pont d"hidrogen entre el grup aminic i I"atom d"oxigen del grup
fosfat 5°. Aquesta interaccié estabilitza els adductes amb el DNA. L'adducte 1,2-

intracadena d(GpG) genera un doblegament de 60° cap al solc major?>®>">?



Capitol 1: Introduccié General - 22

3.4.2. Efectes en la replicacio del DNA.

La replicacio és un procés cel-lular molt important en el qual es sintetitza DNA
nou. ElI descobriment de la inhibicié de la sintesi del DNA que causava el cisplati va
suggerir que el DNA era la principal diana cel-lular de la droga, i que debia matar les
cel-lules cancerigenes bloguejant llur habilitat per sintetitzar nou DNA, necessari per la
divisi6.”®

No obstant, quan quantitats similars de complex estan unides de forma
bifuncional al DNA, no hi ha gran diferéncia entre el cisplati i el transplati. Les
diferéncies que existeixen en la concentraci6 de compost necessaria per inhibir la
replicacié del DNA sén degudes al diferent processament cel-lular. Per tant, tot i que la
inhibicio de la replicacio del DNA forma part del mecanisme d"actuacié del cisplati, no

pot explicar del tot les propietats antitumorals de la droga™*

3.4.3. Efectes en la transcripcié del DNA.

Els estudis realitzats per investigar la relacioé entre la inhibicié de la sintesi del
DNA, la citotoxicitat i la progressio del cicle cel-lular, posen de manifest gque el cisplati
inhibeix la transcripci6é del DNA>* En la transcripcié es genera mRNA a partir del DNA i
€s un proceés critic en la sintesi de proteines. El transplati també afecta la transcripcio,
pero ho fa de forma diferent al seu analeg. S’ha observat, per exemple, que els adductes
intracadena 1,3-GNG del cisplati inhibeixen la transcripcid, mentre que els adductes
formats per l'isomer trans sén by-passats per la polimerassa.

Les cél-lules tractades amb cisplati progressen a través de la fase S, on es
produeix la sintesi del DNA, i s*aturen en la fase G, (Figura 7). L*aturada en la fase G,
és temporal per aquelles cel-lules tractades amb concentracions baixes de cisplati, pero
les cellules tractades amb dosis més altes es mantenen parades en la fase G, fins que
es produeix la mort cel-lular®>®® La inhibici6 de la sintesi del DNA depén només de la
concentracié de cisplati i no esta relacionada amb la sensibilitat de la cél-lula pel cisplati,
demostrant-se que la inhibicio de la replicacié no esta directament relacionada amb la
toxicitat del cisplati. En canvi, la capacitat que té el cisplati d*aturar el cicle cel-lular en

la fase G, esta relacionada amb la sensibilitat de la linia cel-lular>*
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Figura 7. Representacié esquematica de les etapes del cicle cel-lular. La fase M compreén el
procés de mitosi, en el qual el nucli es divideix, i el procés de citoquinesi, en el qual la
cél-lula es divideix en dos. En la fase S la cél-lula replica el seu DNA nuclear. Les fases
Gy i Gz son intervals entre les fases S i M.

L"habilitat de reparar el DNA consisteix en eliminar els adductes del cisplati que
bloquegen la transcripcié i permetre que el cicle cellular continui. Aquests resultats
indiguen que la citotoxicitat del cisplati esta molt més implicada en la transcripcié del
DNA que en la inhibicié de la sintesi del DNA°’ Incrementant la concentracio de cisplati
s"inhibeix I"inici de la transcripcid. Les proteines necessaries perque es produeixi la
transcripcié son allunyades dels seus punts normals d*unié pel DNA lesionat.

La capacitat que té el cisplati d"inhibir la transcripcié s"ha utilitzat recentment
com a metode per provar de forma rapida I*activitat antitumoral de diversos compostos
de plati>®
3.5. APOPTOSI.

Amb els estudis realitzats, no només s'ha arribat a la conclusi6 que el cisplati pot
bloguejar la transcripcié, siné que s'ha obtingut informacié sobre el mecanisme de la
mort cel-lular>* El trencament de la doble cadena del DNA és el primer signe detectable
d*aquesta mort cel-lular, identificant-se com a apoptosi i no com a necrosi.>®

Les celllules necessiten senyals daltres cellules i del seu entorn (matriu
extracel-lular) no només per proliferar, sin6 també per sobreviure. Si se les nega dels
factors de supervivéncia, les cél-lules activen un programa de suicidi intracel-lular i

moren mitjancant un procés anomenat mort cel-lular programada o apoptosi.®°
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L'apoptosi aporta un paper molt important durant el desenvolupament embrionari i en el
manteniment dels teixits en l'organisme adult. A més, és un component important
d'alteracions patologiques com el cancer, determinades immunodeficiencies, hepatitis
fulminant, algunes formes de diabetis i certes malalties cardiovasculars i
neurodegeneratives. El nimero de cellules que existeix en un organisme multicel-lular
adult és el resultat d'un equilibri entre proliferacié i mort cel-lular. Un nivell de mort
cel-lular per sota dels nivells normals pot ser tan perillos com un excés de proliferacio.
En la mort per necrosis, causada per danys fisics i/o quimics a la cellula, es
produeix la pérdua de la integritat de la membrana (Figura 8) i el contingut cel-lular

s'expulsa a I'exterior provocant respostes inflamatories i immunologiques.

Cell dehydration (shrinkage)} Apoptatle bodlas

Chromatin condensaticn @
Nudear fragmentation
Mambrana [nlegrity prasanad

Cell gnd mitachondrial swelling Flasma membrane ruplure

Figura 8.Canvis morfologics i bioguimics que es produeixen durant la necrosi i I'apoptosi.

En canvi, I'apoptosi provoca el suicidi cel-lular com a resposta d'un estimul no letal
i és una seqlencia desdeveniments controlada per gens, enzims i cascades de
senyalitzacié.Durant aquest procés de mort cel-lular es produeixen tota una serie de
fenomens bioquimics i canvis morfologics en el nucli i en el citoplasma, fins a la total
desintegracio de la cél-lula®®? La mort per apoptosi és una mort neta, sense afectar a
les céllules veines. Disminueix el volum del nucli, es condensa i es fragmenta la
cromatina per activacié d'una endonucleassa que talla especificament el DNA, generant
fragments de 180-200 parells de bases.®® També s'observen canvis en la membrana

cel-lular, com l'aparicié de protuberancies de diferents mides que contenen material
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cel-lular i es separen de la cél-lula en les etapes finals de I'apoptosi, formant els cossos

apoptotics (Figura 9).

mitechondrial morphology intact membranes
preserved

nuclear changes apoptotic bodies

normal condensation {cell blebbing) fragmentation secondary necrosis

Figura 9. Canvis morfologics que es produeixen durant l'apoptosi. Primer la cél-lula normal
es contrau i la cromatina es condensa formant mitges llunes creixents al voltant de la
membrana cel -lular. Després es produeixen canvis en la membrana i finalment el nucli es
disgrega. La cél-lula es trenca en cossos apoptotics.

Una caracteristica important d'aquesta mort cel-lular és I'abséncia de l'alliberacié
dels components intracel-lulars en el medi, gracies a un procés dingestiéo d'aquests
cossos apoptotics per cel-lules especialitzades i per les cel-lules veines. Aquest procés
evita que es generin inflamacions en la regio del teixit on es produeix la mort cel-lular.
La cellula contreta és fagositada rapidament pels macrofags. Per activar aquest
mecanisme, les cél-lules apoptotiques canvien les molecules de la superficie per tal que
els macrofags les puguin reconéixer.

En oncologia I"interes per I'apoptosi prové de I"observacié que les interaccions de
drogues antitumorals amb llurs respectives dianes intracel-lulars sovint donen lloc a
aquest tipus de mort cel-lular, i que I'eficacia de diverses drogues antitumorals esta
relacionada amb llur habilitat d"induir apoptosi.®*°%°°
Durant els dltims anys s"ha produit un gran progrés en el coneixement de

I"apoptosi com a resultat de la identificaci6 molecular dels components clau que

controlen aquest programa de mort cellular®’ Lactivacié bioquimica d*aquests
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components és responsable dels canvis morfologics i el procés es regula a través de

senyals provinents d'altres cél-lules.®®®°

3.6. RESPOSTA CEL-LULAR DAVANT ELS ADDUCTES CISPLATI-DNA.
3.6.1. Reparacio dels adductes cisplati-DNA.

Les cél-lules que no poden reparar el DNA so6n molt més sensibles a la droga que
no aquelles que tenen sistemes de reparacié. Aquest efecte no s"observa en el transplati
perqué el dany que genera pot ser reparat.”®’!"?

La capacitat de les célllules de modular la toxicitat del cisplati a través de
mecanismes de reparacié indica que aquesta funcié pot ser important en el processament
del DNA lesionat pel cisplati.”

Les cel-lules reparen els adductes cisplati-DNA primerament a través d*un procés
d'escissio del nucleotid (NER). Aquest mecanisme de reparacio esta ben caracteritzat.””
El primer pas és el reconeixement de la lesié realitzada en el DNA, de manera que unes
proteines s"uneixen a aquest DNA i una vegada el fragment de DNA afectat ha estat
tallat, les proteines es dissocien i el forat creat és tancat per polimerasses i
lligasses.”>"®""

El DNA modificat pel transplati produeix un mecanisme de tall no especific.

Existeixen altres mecanismes cel-lulars, a més de I'escissio del nucleotid que

poden afectar la citotoxicitat dels adductes del cisplati.”®

3.6.2. Resisténcia al cisplati.

La resisténcia al cisplati pot ser intrinseca a les cellules o bé adquirida per
I"exposicio al compost. Alguns teixits son resistents al cisplati i no responen al
tractament, i altres tipus de tumors, com el d*ovari, inicialment responen al tractament,

. .. s . £74,79,80,81
pero amb el temps poden adquirir resisténcia al cisplati.

S*'han identificat tres tipus principals d‘activitats com a moduladores de la
resisténcia:

a. Canvis en I"acumulacio intracel-lular de la droga.

b. Augment de la formacio intracel-lular de tiols que modulen la toxicitat.
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c. Augment de la capacitat de les cel-lules a reparar els adductes cisplati-DNA.

La resisténcia de les cél-lules al cisplati és una resposta cellular en la que
intervenen molts factors i és un procés dificil d"entendre del tot.

El glutatio és el tiol més abundant en la cél-lula. S*han realitzat diversos estudis
per determinar si un augment del nivell del glutatié en la cél-lula provoca resisténcia al
cisplati, i s*ha observat que un augment del nivell d"aquest tiol és un factor relacionat
amb la resisténcia al cisplati, perd no és un requeriment absolut?283848°

En el cas d"aquelles cél-lules que tenen una capacitat de realitzar una reparacio
intensa del DNA, s"ha observat que un augment de la reparacié no sempre es correspon
al nivell de resisténcia al cisplati®®*®"®®%° En molts casos s*ha suggerit que una intensa
reparaciéo forma part del mecanisme de resisténcia juntament amb altres respostes
cel-lulars. Tot i aixo0, existeixen cel-lules amb una deficient capacitat de reparar els
adductes formats pel cisplati.

Els estudis on s'ha examinat I'augment de I|"acumulacié cel-lular i els nivells

intracel-lulars de tiols indiquen que és poc probable que només la intensa reparacié del

DNA sigui suficient per afectar la resisténcia al cisplati.®®

3.6.3. Les proteines HMG.

La citotoxicitat del cisplati pot ser potenciada per la uni6é de proteines nuclears
als adductes cisplati-DNA 1,2-intracadena. Les proteines HMG (High Mobility Group)
s6n una familia de proteines de reconeixement estructural especific (SSRPy) que

s'uneixen especificament al DNA modificat pel cisplati i no pel transplati’®

' La uni6
d'aquestes proteines amb el DNA ha permés explicar les propietats antitumorals del
cisplati®*®® Aquestes proteines, al unir-se preferentment al DNA lesionat pel cisplati,
poden afectar les seves activitats biologiques, com inhibir la replicaci6 i interferir en la
transcripcio. El domini HMG esta format per 80 aminoacids i és la part per on s‘uneix la
proteina.®* Aquesta familia de proteines poden tenir diversos dominis HMG i reconéixer

especificament estructures de DNA o seqiéncies. S"uneixen al solc menor del DNA i

poden recongixer I'estructura distorcionada de I'acid nucleic.’>®® La proteina s*uneix



Capitol 1: Introduccié General - 28

exclusivament al costat 3" de la cadena platinada (Figura 10). Si es pot controlar els
nivells d'aquestes proteines en les céllules tumorals, aquestes es poden sensibilitzar

selectivament al cisplati.

Figura 10. Estructura del domini de la proteina HMG1 unida en la part del DNA on existeix
un adducte cis-GG.

La HMG1 té dos dominis per unir-se al DNA, els quals reconeixen especificament
les unions intracadena 1,2-d(GpG) i 1,2-d(ApG) formades pel cisplati, pero no als
adductes del transplati.

La relacié existent entre el doblegament del DNA provocat per |"adducte del
cisplati i el punt d'uni6 de la proteina depén de I'estructura del domini de HMG.?"*®
Aguestes proteines generen un doblegament en d DNA un cop produit I'enllag, i la

posicio d*aquest doblegament és propera al punt d*unio de la proteina.
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Figura 11. Diagrama esquematic de les hipotesis proposades de com les proteines amb el
domini HMG afavoreixen la citotoxicitat del cisplati i el protegeixen de la reparacio.

La uni6 de les proteines HMG pot protegir el DNA de la reparacio, i s*ha
comprovat que la progressi6 de la polimerassa del DNA al llarg de la cadena esta
bloquejada en els punt Pt-(GpG). Una consequiéncia important d'aquest fenomen és que
es retarda o s"inhibeix la unié de les proteines reparadores del DNA i aix0 pot provocar

la mort cel-lular (Figura 11)°°

4. DISSENY DE NOVES DROGUES ANTITUMORALS DE PLATI.

La majoria dels compostos de plati que inicialment es van avaluar per I'activitat
antitumoral s'adherien a les relacions estructura-activitat de Cleare i Hoeschele.'®*°
Aguestes relacions han estat dominant el disseny de les drogues de plati durant 20 anys,
pero actualment ja no es mantenen vigents degut al gran nombre d"excepcions existents.

Els esforcos s*han dirigit cap el disseny racional de compostos amb unes
caracteristiques especifiques i que interaccionin amb el DNA de forma diferent al
cisplati, de manera que els hi permeti ser subministrats oralment i evitar els mecanismes
de resisténcia.

Sense oblidar els primers analegs del cisplati, en aquest apartat es presenta un

recull dels diferents tipus de productes antitumorals de plati més recents, molts dels
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quals no segueixen les relacions estructura-activitat classiques i no obstant es mostren

actius.

4.1. PRIMERS DERIVATS DEL CISPLATI.
Com a primers analegs del cisplati van aparéixer el carboplati (3), I"espiroplati

(6) i I"iproplati (7).

AT

HoN Cl
\

HoN_~OHp P<

VAN HoN 1 Yl
HoN'  Y0sO3 7/ I
OH

(6) (7)

De tots ells, el que presenta millores notables respecte el cisplati és el
carboplati. Aquest compost és menys toxic i resulta efectiu en pacients que no responen
al cisplati. Aquestes propietats provenen del lligand dicarboxilat, el qual és cinéticament
més inert a la substitucié. Els adductes que forma el carboplati amb el DNA sén identics
als del cisplati.°°

El complex JM216 (8) és oralment actiu i presenta una baixa toxicitat renal, no
presenta resisténcia creuada amb el cisplati i carboplati en els tractaments conjunts i
€s més soluble, de manera que es pot subministrar via oral. En aquest cas, el mecanisme
intracel-lular que actua és la reduccio del Pt(1V) a Pt(11) i la hidrolisi final dels lligands

carboxilat!®*
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Els complexos que contenen el lligand 1,2-diaminaciclohexa també han mostrat
proves precliniques esperancadores, pero els corresponents complexos de Pt(1V) van ser
abandonats degut a la greu neurotoxicitat. L'oxaliplati (4) ha mostrat bons resultats

contra el cancer de colon, tot i presentar també neurotoxicitat!°?

S'han provat compostos de plati amb agents citostatics, dels quals els que
resulten més efectius s6n aquells que estan acoblats a una molécula funcional portadora.
El portador hauria de millorar la selectivitat pel teixit tumoral, evitant la lesio de les
cél-lules sanes.'*®

A més de I"obtenci6 d"efectes secundaris reduits, els esforcos s*han centrat en
millorar la solubilitat, retardar I'excrecio, disminuir la resisténcia terapeutica i

aconseguir un transport més selectiu a través de les membranes cel-lulars.

4.2. COMPLEXOS DE PLATI IMPEDITS ESTERICAMENT.

Fins ara hi ha hagut poc exit en el desenvolupament de drogues de plati que
puguin superar la resistencia innata o adquirida per les drogues de plati, i ampliar la
quimioterapia a un nombre més gran de tumors.

El complex cis—aminodiclor-(2-metilpiridina)plati (11), ZD0473 (9), i els seus

derivats han estat dissenyats per evitar la resisténcia.!’*

HaN_ Cl

HaN cl Pt HaN cl

E;/\F’< -y 3/\P<
“ | Cl A 7 | Cl
XN XN

%) (10) (12)

La seva estructura cristalllina i la del seu analeg cis—aminodiclor-(3-
metilpiridina)plati (11) (10) estan descrites,'°® i recentment s'ha determinat l'estructura
del seu analeg cis-[PtCl,(NH3)(2-(2-hidroxietil)piridina)].'°®

Es ben conegut que I"impediment estéric axial disminueix la velocitat de la

reaccio de substitucié en els complexos planoquadrats. La reactivitat del complex
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ZDO0473 cap a la tiourea, piridina, metionina i GMP és menor que la del cisplati i el cis-
aminodiclor(piridina)plati (11) (11).%’

La reaccio d'interaccid d'aquest compost amb el DNA també és més lenta que la
del cisplati, indicant que pot ser degut a qilestions de la reparaci6 del DNA'® El
complex mostra una disminucié del creixement celllular més gran que el cisplati,
carboplati i JM216, i és oralment actiu. També és important remarcar que té la
capacitat de superar la resisténcia adquirida al cisplati d"algunes linies cel-lulars.'®®

Uns altres complexos que s"han sintetitzat sén el cis-[PtCl,(NH3)(quinolina)] i
cis—[PtCI,(R"R"*SO)(quinolina). No se sap si els efectes esterics juguen algun paper
important en |"activitat d'aquests complexos, pero aquest efecte estéric influeix de
forma remarcable en I'activitat dels corresponents isomers trans, els quals s6n més
citotoxics que els isomers cis."' !

Un altre tipus de complex és el cis-[Pt(bmic)Cl,] (12) que conté un lligand de
tipus biimidazola i presenta una important citotoxicitat en la linia de leucemia L1210,

mentre que el cis-[Pt(bmi)Cl,] (13), en el qual el centre metal-lic esta menys impedit, és

inactiu.

(12) (13)

L*'impediment estéric més gran del [Pt(bmic)Cl,] fa que sigui menys reactiu que
[Pt(bmi)Cl;].
L*activitat antitumoral dels complexos cis-bis(piridina)plati(11) amb lligands de

tipus organoamida s*atribueix al gran efecte esteéric del lligand organoamida'****®
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R= p-HCgF4, CeFs5, p-CICeF4,
p-BrCgF4, p-1CgF4,

ie i% 2,3,5-F3CgH2, p-MeCgFa,
-CgF5C6F

NG b NG L p-CeF5C6F4

Pt Pt

N/ \L N/ \L L= piridina, 4-metilpiridina,

| | 2-metilpiridina, 2,4-dimetilpiridina,

R R 2,5-dimetilpiridina.

(14) (15)

La substitucio del lligand organoamida per un clorur redueix la citotoxicitat del
compost, pero utilitzant lligands organoamida diferents no s*observa grans diferencies
en |*activitat. En general, aquests compostos tenen una activitat similar a la del cisplati.

Aguests compostos, igual que el cis-[Pt(bmic)Cl,] violen les relacions estructura-

activitat classiques, ja que no tenen un grup NH, i en canvi mostren activitat citotoxica.

4.3. COMPLEXOS DE Pt(1V).

Tot i que pocs complexos de Pt(1V) han estat estudiats com a agents
antitumorals, alguns han mostrat certes caracteristiques per entrar en proves
cliniques.*®

En els ultims anys, el desig de desenvolupar una droga de plati oralment activa
per poder millorar la qualitat de vida dels pacients, ha fet que es reinicii I'interés pels
compostos de Pt(1V).

L*iproplati (7) es va escollir per la seva elevada solubilitat i va entrar en la fase
clinica I'1 i 111, pero va ser refusat per ser menys actiu que el cisplati''****®
El tetraplati (ormaplati, [PtCl,(D,L-1,2-diaminaciclohexa)] (16) va ser abandonat

de les fases cliniques per I'elevada neurotoxicitat.'®?

|CI
H2N\ /CI
/Pt\
HoN I Cl

Cl

(16)



Capitol 1: Introduccié General - 34

El comlex JM216 (satraplati, cis,trans-[PtCl,(OAc).(NH3)(NH.CsHs)]) (8) estava
recentment en fase clinica 111, perd es va abandonar per la variabilitat de la
dosificaci6*®

Un avantatge que presenten els complexos aminodiclorodicarboxilatoplati(1V) és
gue poden ser quimicament modificats per tres posicions, els dos carboxilats axials i la
amina equatorial''’ Aquests complexos presenten una elevada activitat in vitro, pero llur
reduccio in vivo altera les propietats farmacologiques, i per tant I'efectivitat de la
droga. En els complexos de Pt(1V) octaedrics, I'estabilitat cinética dels enllagos dels
lligands axials influeix fortament en les reaccions i reduccions dels complexos.''® '

No obstant, els complexos de Pt(l1V) tenen un gran potencial com a agents
antitumorals degut a I'elevada activitat i baixa toxicitat!?° Perd aquest potencial no
s'ha apreciat en les drogues investigades fins ara, probablement perque son reduits en
el corrent sanguini. L'avantatge que presenten els complexos de Pt(1V) que es mantenen
en el flux sanguini amb I'estat d"oxidacio alt és que la baixa reactivitat produeix una
disminucié de la pérdua de la droga activa i de les reaccions secundaries que donen lloc
als efectes toxics.

A més, I'elevada lipofilitat d'alguns complexos de Pt(IV) doéna lloc a grans

millores pel que fa a I'entrada en la cél-lula**

4.4. COMPLEXOS DE PLATI AMB GEOMETRIA TRANS.

Tot i que les relacions estructura-activitat classiques consideren que els
complexos de plati de geometria trans son inactius, alguns grups d'investigadors han
mostrat que existeixen alguns complexos trans-Pt que s6n actius in vitro i in
vivo.'?2123124125 En molts casos I'isomer trans és més actiu que el corresponent isomer
cis.

Una diferéncia entre el cisplati i el seu analeg trans és que el transplati és
cinéticament més reactiu que el cisplati i és més susceptible a la desactivacio.'*®

El disseny de complexos trans-Pt utilitzant lligands estéricament impedits

redueix la reactivitat. També s'espera que aquests complexos puguin resoldre el
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problema de la resisténcia en certs tumors, ja que I"isomer trans forma adductes amb el
DNA diferents que els del cisplati*"*?82°

Farrell i col-laboradors han estudiat i comparat la citotoxicitat de tres series de
complexos amb la formula general [PtCl,(L)(L")]: 0122
(i) L=L", L= piridina, N-metilimidazol, tiazola. (17), (18), (19)
(ii) L=quinolina, L*= RR*SO R= metil, R*=metil, fenil, benzil. (20)

(iii) L= quinolina, L*= NH; (21)

| S |¢\N— (\s

N oy N/ oy N/
Pt Pt Pt
| X e /~ /" ci
F _N\) S =
(17) (18) (19
SN | SN I
VAN SN\
RR*OS Cl H3N Cl
(20) (21)

In vitro, aquests complexos de trans-Pt mostren una activitat comparable a la del
cisplati i més gran que la del transplati. En les linies sensibles al cisplati i en la linia
resistent L1210, els isomers trans presenten una activitat més gran que els analegs
CiS.llOlll

El complex de Pt(lV) trans, trans, trans-amino(ciclohexilamina)dicloro-
dihidroxoplati(1V) (JM335) té una activitat més gran que el transplati i el seu analeg cis
en linies de cancer d*ovari. També mostra activitat in vivo."*°

Natile i col-laboradors van presentar una serie de compostos trans amb lligands

iminoéter (22) que s6n actius.™*
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(22)

Els isomers cis i trans reaccionen més lentament amb el DNA que el cisplati i

transplati. Aixo s"atribueix al gran impediment esteric dels lligands iminoéter.

4.5. COMPLEXOS DE PLATI MULTINUCLEARS.

Farrell i col-laboradors han estat els més actius en aquesta area i han investigat
complexos de Pt dinuclears, particularment els que presenten la formula general
[{PtCl(NH3)s_mim-H,N-R-NH,—{PtCl,(NH3)3_.}J]* ™" @ "™ (m 0 n= 0-3, R= linker alifatic
substituit o lineal).!3> 133134

En els complexos de tipus [{PtCl,(NH3)}m-H,N-R-NH,-{PtCl,(NH3)}], s"ha
observat una relacié entre la longitud de la cadena i I"activitat. En els complexos
dicationics [{PtCI(NH 3),}m-H.N-R-NH,—{PtCI(NH),}]** la posici6 cis o trans del grup Cl
té un efecte sobre I'activitat. La unié dels complexos dinuclears de plati amb el DNA és
més rapida que la del cisplati.®>*%®

Recentment, s’han presentat altres complexos dinuclears de plati amb tiourea
bifuncional, spermina, spermidina, i tetraamines modificades o pirazoles (23 i 24) com a

molécules pont o linkers.>"*%®

H2
N_/ \ _N
HaNG/ ), ANH3 [ nvoal 7o\ [NO3]2
Pr_ Pt N H N
/ O \ H2 H2

z
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També han aparegut complexos trinuclears i tetranuclears.'****%****? E| complex

més important és el BBR3464 (25).

H3N\ /NH2(CH2)6H2N\ /NH3 H3N\ /CI
Pt Pt Pt
/7 N\ /7 \ /7 \
Cl NH3 H3N NH2(CH2)gH2N NH3
(25)

Aguest compost ha mostrat una pérdua completa de la resisténcia creuada en

cél-lules resistents al cisplati'**'** Es també més potent que el cisplati in vitro. Aquest

augment de la potencia s'atribueix a l'augment de lI'entrada de plati en la cellulai a

l'augment dels enllagos amb el DNA*®

4.6. COMPLEXOS DE PLATI AMB DIAMINOCICLOHEXA (DACH).

Uns dels nous complexos de plati que presenten activitat en cél-lules tumorals

resistents son els que presenten el lligand 1,2-diaminociclohexa (DACH).°

S’han avaluat molts complexos amb DACH, i un total de 12 compostos han arribat

a assaigs clinics."*"**® També s’han presentat compostos de plati preparats a partir d'un

9

altre isomer del DACH, el cis-1,4-diaminociclohexa'* Malgrat tot, els complexos Pt-

DACH no s6n efectius en tots els tumors resistents al cisplati.'*°'°!*>?

Actualment, la preparacié de nous complexos Pt-DACH inclou la sintesi de
complexos de Pt(1V) amb diversos lligands carboxilat en posici6 equatorial i axial.'>®*°**>°
També els estudis s'estan dirigint cap a analegs de l'oxaliplati de Pt(1V) amb lligands
carboxilat en posicio axial, i s’ha preparat complexos de Pt(11)-DACH amb lligands
difosfina i tiourea!*®*>’

El complex de lisomer 1,4-DACH, Pt(cis-1,4-DACH)CI, (26), presenta una

significativa activitat in vitro en linies cel-lulars resistents al Pt(1,2-DACH)Cl,.
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(26)

Aix0 pot ser degut a que l'estructura dels complexos cis-1,4-DACH és bastant
diferent a la dels isomers 1,2-DACH."*® No obstant, aquest compost només presenta una
lleugera millor activitat in vitro que el cisplati en unes poques linies cellulars

resistents.'*°

4.7. COMPLEXOS DE PLATI AMB LLIGANDS PORTADORS BIOLOGICAMENT
ACTIUS.

El disseny de noves drogues de plati s’ha orientat cap a la coordinacié amb el
metall de lligands portadors adequats amb la finalitat de dirigir el plati cap el DNA!®®
Alguns d'aquests compostos es basen amb lligands intercal-ladors amb lI'esperanca que els
complexos es localitzin a prop del DNA. Alguns d’aquests complexos es basen en derivats
del tipus [Pt(L)(diamina)]**, essent L= bpy, phi (27), phen (28), Me,phen, i diamina= en,
dap, i del tipus Pt(2,2:6',2"-terpiridina) com [Pt(terpy)X] essent X= SCH,CH,OH, 4-

picolina.

N\ / N
Pt
AN
HoN NH2
(27) (28)

Denny i collaboradors van preparar una série de compostos unint el cis-diclor-
(1,2-diaminoeta)plati(ll) i cis-diclor-(1,3-diaminopropa)plati(l1l) a l'anilinoacridina (29),

(30), i a l'acridinacarboxiamida (31), (32).!°102163.164
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HZ\Pt/ ¢l
(CH2) N
n NHY  Cl

2
(CHZ)n—HN
n=1,2,3,405
h=2.3.4 05 R= H o CONH(CH 2)2N(CH3)>
N RN\2
— J
N /
CNH—(CHz)n—HN /NHz ﬁNH—(cHz)n—H‘N\ t/N‘ Ho
CI/ \CI 0 ,P g
n=306 =306
(31) (32)

En linies cel-lulars resistents al cisplati, aquests complexos mostren una millor
activitat que els complexos de plati similars.

S’ha observat que quan la posicio denlla¢ del lligand bioactiu és la 4 (32) el
complex presenta una activitat més gran que aquells on el lligand s'uneix per la posicié 2
(31). Agueta relacié també s’ha observat en una série de complexos amb antraquinona
sintetitzats per Gibson i col-laboradors, en els quals si la posicié d’enllag del lligand és la

1 (33) el complex és més actiu que I'analeg on la uni6 és en la posicié 2 (34).'°°

NH—(CH2)—HN__NH>

7/ Pt\
Cl

Cl

(33) (34)
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Altres grups portadors bioactius son, per exemple, la doxorubicina i els analegs

d'estrogens.'®®'¢’

Lippard i col-laboradors han presentat complexos de plati amb la 9-aminoacridina

i la cloroquina, bromur d'etidi, entre altres.'*®*°

S’han sintetitzat també drogues amb aminoacids, sucres i péptids (35)."%*"*

o

e Cl o)
HaN" Pt\NH\)I\N H\)I\N
\_/ H/\H/N Ho
(o} j

HN

HszN

(35)

Hot AcO-

Els complexos de plati amb grups portadors bioactius han presentat resultats
interessants, i es pot modificar l'activitat biologica d'aquests compostos variant
l'estructura del grup portador. Malgrat tot, fins ara no hi ha hagut avangos clinics

significatius en aquest camp.

4.8. COMPLEXOS SOLUBLES EN AIGUA.

Un dels objectius més importants és laugment de la solubilitat en aigua dels
compostos antitumorals de plati.

La solubilitat del cisplati és de 1 mg/mL. Els compostos que es subministren
oralment poden ser menys solubles, perd han de ser prou solubles com per ser absorbits.
Desafortunadament, molts dels complexos diclorur de plati(lIl) son bastant més
insolubles que el cisplati.

El metode més coml per augmentar la solubilitat daquests compostos és
substituir els lligands clorur per carboxilats quelatants, oxalat i glicolat!’> També
s'incrementa la solubilitat oxidant el complexos de Pt(l11) als hidroxocomplexos de

PL(1V).
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Shan sintetitzat una série de complexos anionics amb lligands de tipus

fosfocarboxilat (36), que presenten una elevada solubilitat i estabilitat.’”®

o
\ /°

LS
4
HoN~ O

o

(36)

Aguests compostos presenten una activitat important en determinades linies
cel-lulars com la S180a, L1210, M5076.

Una altra tecnica per solubilitzar és preparar una solucio coloidal estable
(hidrosol) d'un compost de plati insoluble. Per exemple, el complex insoluble cis-diclor-
[(+1) -1,2-bis-(4-fluorofenil)etilendiamina]plati(11) és solubilitzat com un hidrosol i és
actiu en determinades linies cel-lulars.'”

Un compost de plati soluble en aigua que conté un lligand diamino es pot preparar
com a forma zwitterionica quelatant oberta en condicions acidiques. A pH fisiologic la

diamina quelatant es tanca, formant-se un compost de plati que és actiu in vivo.'”®

4.9. COMPLEXOS HETEROBIMETAL-LICS DE Pt(lIl).

Entre la gran diversitat de nous compostos de plati, s’han sintetitzat i estudiat
complexos que contenen de forma addicional al plati un altre atom metal-lic, com per
exemple el ferro.

Complexos de formula general cis-{Pt[(Ferr),PhP](DMSQO)X;} (37) essent X,= Cls,
C,04, O,(CO)2(CeH11)2, O2(CO),CCH,CH,CH,, Ferr= ferrocenil, Ph= fenil, han estat
experimentats in vitro, exhibint activitat citotoxica davant determinats tipus de

cél-lules.*”®
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(37)

De forma semblant, s’han estudiat complexos amb lligands ferrocenilamina del
tipus cis-PtCLL,, trans-PtL(DMSO)X,, [s-PtXL(DMSO)], {s-L[PtX(DMSO)].}, [s-

PtCILP(OPh);], essent L= ferrocenilamina!’’

5. COMPOSTOS QUIMIOTERAPEUTICS DE METALLS DIFERENTS DEL

PLATI.

Tot i el gran exit del cisplati i altres complexos de plati com a agents
antitumorals, I'avanc en aquest camp d'altres metalls de transicio és lent.

Alguns treballs recents han suggerit certs avantatges en el fet d'utilitzar ions
d'altres metalls de transicio, els quals impliquen:*"*7°18°

-Més punts de coordinacio.

-Canvis en l'estat d'oxidacio.

-Alteracions en I'afinitat dels lligands i en la cinética de la substitucié.

-Aproximacions fotodinamiques de la terapia.

Alguns dels complexos no basats en plati actuen d’'una forma similar al cisplati. Els
metalls pesants generalment son toxics perquée s'enllacen als atoms de S o N de les
proteines, i aix0 pot interferir en el metabolisme. Diversos metalls també mostren

activitat a traves de les propietats redox, i el galli sembla que actua desplagant els ions

metal-lics en el metabolisme del ferro o en I'os.'®*



Capitol 1: Introduccié General - 43

5.1. COMPOSTOS ANTITUMORALS DE PAL-LADI.

En general, els complexos de pal-ladi (11) s6n molt més labils que els analegs de
plati (11) i els adductes DNA-Pd sén menys estables. Per exemple, [Pd(en)Cl;] (en= 1,2-
diaminoeta) pateix una solvolisi espontania en soluci6é aquosa per produir complexos mono
i diaqua.'®®

Una caracteristica comuna a tots aquests complexos és que només aquells que
presenten lligands amina bidentats son actius, ja que els complexos amb lligands
monodentats isomeritzen rapidament a la geometria trans inactiva.'®®

Alguns complexos de pal-ladi del tipus Pd(N-C)LX (38), (essent N-C una amina
aromatica o alifatica coordinada com un lligand quelatant a través del nitrogen i un enllag

Pd-C ciclometal-lic, L= amina, X= clorur o acetat), son citotoxics en set linies tumorals.'®*

(38)

El bis-(3-hexametileniminil-2-acetilpiridina-tiosemicarbazonat)pal - ladi(11),
entre els diversos complexos de Pd(Il) amb derivats 4-N substituits de la 2-
acetilpiridina tiosemicarbazona, és actiu en algunes linies cel-lulars. També el complex
trans-[Pd(2-dgmp).Br,], essent 2-dgmp= dietil-2-quinolilmetilfosfanat, presenta
activitat!®®

En els complexos del tipus [Pd(trans-dach)(SCN),] la baixa velocitat de la
reaccié de substitucié del lligand SCN™ comparada amb la del lligand CI" contribueix a

I"estabilitzacio i a I'activitat del compost'®®



Capitol 1: Introduccié General - 44

5.2. COMPOSTOS ANTITUMORALS DE GAL-LI.

El nitrat de gal-li, Ga(NOs)s, es mostra moderadament efectiu contra tumors
de teixit tou i ha presentat activitat clinica contra limfomes i tumor de vegina.'®”'®® En
combinaci6 amb determinats productes resulta també actiu contra tumors dovari
resistents al cisplati, pero els pacients mostren efectes secundaris de tipus cardiac'®®
El Ga(NOs); és subministrat per infusié intravenosa continua (200-300 mg/ny per dia) i
aixi s'eviten problemes de toxicitat renal’*° També sutilitza pel cancer d'os provocat
per la hipercalcémia, incorporant-se en el teixit ossi quan creix augmentant la densitat i
fortalesa de l'os.

El clorur de gal-li, GaCls;, ha estat utilitzat oralment i potencia I'efecte del
cisplati!®® Com que el Ga* és similar al Fe** en tamany, imita algunes caracteristiques de
la quimica del ferro, de manera que s'uneix a la transferrina (Tf) i pot entrar en les
céllules a través dels seus receptors i també per rutes on no es requereix Tf°?
L'entrada del Ga** en les cél-lules depén molt de la densitat de receptors de Tf
extracel-lulars,'*® i la pérdua de ferro cel-lular déna lloc a un augment de la sensibilitat
de la cél-lula cap el gal-li!®* Com que la densitat dels receptors de Tf és més alta en les

cél-lules cancerigenes, l'entrada de traces de Ga®*" en els tumors és generalment més alta

que en altres teixits.'°° El complex Ga-Tf blogueja la sintesi del DNA.'9>9°

5.3. COMPOSTOS ANTITUMORALS DE RUTENI.

Existeix una correlacid directa, in vitro, entre la citotoxicitat i la unié amb el
DNA pels compostos antitumorals de ruteni contenint NH; o amines, com el cis-[Ru'"
Cl,(NH3)4]CL i [trans-Ru'"(Im),CL]J(Him), (Im= imidazola)!®*’ La uni6 del
[Ru(H-0)(NHz)s]** al DNA té lloc preferentment a la guanina, pero també en els residus
adenina i citosina.®® Molts complexos de ruteni que contenen lligands NHs, amines i
lligands heterociclics inhibeixen la replicacié del DNA, presenten activitat mutagéenica i
redueixen la sintesi del RNA®® Recentment, complexos de Ru'"" i Ru'"Y amb EDTA han
mostrat activitat antitumoral i aparentment deguda a la uni6 amb el DNAZ?°° El grup

ampli de complexos multiclor de Ru'"" que s6n agents antitumorals difereixen del cisplati

ja que afavoreixen la interaccié intercadena en comptes de la intracadena.
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Els complexos de ruteni amb lligands quelatants de tipus poliaminopolicarboxilics
son un nou grup de compostos antitumorals. Aquests complexos sén octaéedrics i molt
solubles en aigua. Alguns exemples sén [Ru''Cl,(cdta)] (cdta= 1,2-ciclohexandiamino-
tetracetat), i cis-[ Ru'''Cl,(pdta)] (pdta= 1,2-propilendiaminatetracetat).?%"2°

Els complexos de Ru'' i Ru'"" amb dimetilsulfoxid (DMSO) mostren activitat
biologica i son relativament poc toxics, pero requereixen dosis altes per tenir efectes
terapéutics.*®® El complex cis-[RuCl,(Me,S0),] es manté neutre en el corrent sanguini,
igual que el cisplati, i aix0 facilita el seu pas a través de la membrana. A l'interior de la
cel-lula, on la concentraci6 de clorur és més baixa, el compost perd els lligands clorur i
suneix al DNAZ2* Aquest tipus de complexos mostren activitats similars i tenen
potencials redox que son bioldogicament accessibles, de manera que els dos estats
d'oxidacié son presents in vivo i coordinen amb biopolimers com els acids nucleics i la

TF2%°

5.4. COMPOSTOS ANTITUMORALS DE RHODI.

L'acetat de rhodi, [m-(CHsCO,)4Rh,(H,O),] i altres complexos derivats han
presentat una bona activitat antitumoral, pero els efectes toxics han limitat el seu 0s.”°°
Estudis recents mostren que llur activitat és analoga a la del cisplati, ja que s'uneix al
DNA a través de guanines adjacents.”®"%®

En les séries de complexos [Rh,(RCO,),] l'activitat augmenta amb la lipofilicitat
del grup R i és independent del potencial de reduccié. Recentment s’ha observat que els
complexos de tipus [Rh,L,(m-CHsCO,)]*, on L= bpy o phen, també mostren
activitat°®**°

Els complexos de rhodi s'uneixen a una gran varietat de proteines, incloent
lalbamina, i inhibeixen irreversiblement proteines que contenen la cisteina en la part
activa.

Alguns compostos de Rh(l) planoguadrats, com [Rh(COD)(PMI)]CI (COD=
ciclooctadie i PMI= 2-piridinmetilimina), presenten activitat contra certes linies

tumorals, de la mateixa manera que alguns complexos organometal-lics del tipus

[Rh(CO),(dtc)] (dtc=ditiocarbamat).*"
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Existeixen diversos complexos de Rh (Ill) que son analegs de complexos
antitumorals de Ru i que presenten igualment activitat, per exemple el mer-[Cls(NH3)3],
mer,cis—-[RhCI3(Me,SO),LRh] (L= NH; i imidazola), trans-[RhCl,(Me,SO)(Im)] i mer,cis-
[RhCl3(Me,S0O),(Me,S0)].2*?

Alguns compostos de rhodi amb metal-lointercal ladors presenten una uni6
especifica amb el DNA remarcable, de manera que es poden utilitzar com a agents diana

pel DNAZ®

5.5. COMPOSTOS ANTITUMORALS DE TITANI.

L'activitat antitumoral dels complexos de tipus MX,Cp,, essent Cp= h°-
ciclopentadié i X= halur, depen del metall, de manera que si M= Ti, V, Nb i Mo el compost
presenta una activitat remarcable, si M= Ta i W mostren poca efectivitat i si M= Zr i Hf
son inactius.***

Tot i que aquests compostos van ser provats inicialment com a possibles analegs
del cisplati, I'efectivitat del TiCl,Cp, contra linies cel-lulars resistents al plati va indicar
gue existia un mecanisme dacci6 diferent que pot portar cap a noves opcions
terapéutiques contra el cancer.**®

L'activitat antitumoral de MCI,Cp, depen probablement de la hidrolisi del metall,
de manera que en els casos en que M= Ti, V, Zr i Mo, la hidrolisi és més rapida que en el
cas del cisplati**® Els primers estudis indiquen que existeix una correlaci6 entre la uni6
amb el DNA i l'activitat antitumoral, ja que es produeix una complexacié del DNA
immediata amb els compostos actius de Ti i Mo, mentre que els complexos inactius de Hf
i Zr no s'uneixen significativament al DNA*"**®* També s’ha observat que els complexos
de Ti i V inhibeixen la sintesi del DNA molt més que la sintesi de proteines.

El budotita (39), cis-[Ti'Y(CHs;CH,0),(bzac),] (bzac= 1,3-dicetonat-1-fenilbuta),

va ser el primer antitumoral que no era de plati que va ser provat en assaigs clinics.?*??2°
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(39)

Els complexos dimérics m-O-cis-[Ti'VX,(bzac),] també sén actius. Malgrat tot,
se sap poca cosa sobre el mecanisme del budotita, excepte que actua diferent que el
cisplati. Els experiments in vitro i in vivo del budotita mostren que no produeix un dany

significatiu al DNA, mentre que el complex diaquo s’hi uneix fortament?*

5.6. COMPOSTOS ANTITUMORALS D'ESTANY.

Tota una série de compostos organometallics de Sn(1V) del tipus SnX,R, i
SnX;R,L, (X= halur, R= grup organic, L= lligand nitrogenat monodentat o L= lligand
nitrogenat bidentat) van ser estudiats inicialment com a possibles analegs del cisplati,
perod van mostrar poca activitat?%?

Complexos del tipus R,Sn(AA). on R= metil, etil, n-butil, ciclohexil i fenil, AA=
dipéptid o mercaptoaminoacid, mostren una activitat moderada contra algunes linies
cel-lulars. Altres complexos més inusuals com  Sn(n-Bu),(Cy-HN),(2,6-
piridildicarboxilat), essent Cy= ciclohexil, i complexos moxo dimerics amb carborans
com (1,2- i 1,7-dicarba-closo-dodecabora) han mostrat bona activitat en determinades
linies cel-lulars.??%%**

El gran problema que presenten aquests complexos d'estany és la baixa solubilitat

en medi aqués, requerint suspensions amb DMSO per augmentar la solubilitat??®



Capitol 1: Introduccié General - 48

6. ASSAIGS PRE-CLINICS 1 CLINICS.

Un objectiu important en I"estudi de drogues antitumorals és predir el potencial
quimioterapeutic d'un compost de forma preévia a la seva introduccio en pacients. Els
efectes citotoxics dels compostos quimics s"estudien en cultius cel-lulars, mesurant el
percentatge de supervivéncia a diferents concentracions de compost.?%°

El seglent nivell d*estudi, a vegades utilitzat directament sense I'estudi dels
resultats en cultius cellulars, implica provar el compost en animals, inoculant una
suspensio de cel-lules i evaluant el progrés de la malaltia. S"ha descrit que la capacitat
d"un determinat farmac de tenir un bon index terapéutic diferenciant les cel-lules sanes
de les cél-lules malignes podria ser degut al fet que el farmac indueix mort cel-lular per
apoptosi a baixes concentracions en les cél-lules tumorals. En base a aquesta hipotesi,
també s*analitzen els indexs terapéutics segons la induccié d*apoptosi.??’

Si tots els experiments pre-clinics mostren resultats satisfactoris, es pot iniciar
I"estudi clinic. Aquest es divideix en tres fases:

Fase I: Estudi toxicologic en humans on s*examina els efectes secundaris de la
droga. Es tracta de pacients amb poques expectatives de vida (6-12 mesos).

Fase 11I: Estudi de I"activitat antitumoral.

Fase Il1: Determinacié del valor terapéutic de la nova droga.

7. EL FUTUR DE LES DROGUES ANTITUMORALS.

Tot i la gran informacié que s’ha obtingut fins ara, encara hi ha molts aspectes
del mecanisme d'actuacié del cisplati que no son del tot coneguts. Algunes questions
sobre la resisténcia a la droga, tant intrinseca com adquirida, a nivell molecular no han
estat resoltes, degut al gran nombre de factors que hi intervenen. Recentment, s’han
comengat a fer estudis sobre altres possibles dianes cel-lulars i s’han continuat
identificant proteines que s'uneixen al DNA lesionat, de manera que els diferents tipus
d’'interaccions cel-lulars s'estan estudiant amb més detall per tal dentendre com el

cisplati mata les cel-lules.
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Continuar la recerca sobre el mecanisme del cisplati permetra entendre perque
aquesta droga és tan efectiva en determinats cancers. Aixi sera possible dissenyar de
forma racional noves drogues que puguin tractar diversos tipus de tumors provocant

menys efectes secundaris i superar els problemes de resisténcia que apareixen en les

drogues de plati actuals.
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OBJECTIUS

1. Sintesi i caracteritzacié quimica de nous complexos de Pt(Il) susceptibles a ser
utilitzats com a agents antitumorals, que presentin geometria cis, amb dos lligands labils

tipus clorur i un lligand diaminoquelatant derivat del 2,3-diaminopropa i 2,4-diaminobuta.

2. Aplicacio de noves estrategies sintéetiques encaminades a millorar la selectivitat dels
complexos per la creacié de zones especifiques de reconeixement molecular. Es pretén
funcionalitzar els lligands amb grups quimics que permetin I'obtencié de complexos cis-

plati units a molécules organiques tipus aminoacid o péptid.

3. Realitzaci6 de diversos assaigs biologics per tal de determinar [l'existencia
d'interaccio complex-DNA, l'efecte que produeix aquesta interaccido sobre l'estructura
del DNA i I'activitat antitumoral en diferents linies cel-lulars. S'anlitzara en cada cas els

diferents parametres que governen la relaci6 estructura-activitat.
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Sintesi i caracteritzacido dels complexos de Pt(Il) amb els lligands 2,3-
diaminopropionic i 2,4-diaminobutiric i els respectius ésters etilics. Estudi

de llur interacciéo amb el DNA i de |"activitat antitumoral.
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1. RESUM.

En aquest capitol es descriu la sintesi i caracteritzacio quimica de quatre complexos
de Pt(Il) amb lligands de tipus diaminocarboxilic i els respectius ésters etilics, cis-
diclor—(2, 3-diaminopropionic)Pt(11), cis-diclor-(2,4-diaminobutiric)Pt(l1), cis-diclor-
(2,3-diaminopropionat detil)Pt(1l) i cis-diclor-(2,4-diaminobutirat d’etil)Pt(11).
L'efecte biologic d'aguests compostos s’ha avaluat en quatre etapes: 1. existéncia
d’'interaccio amb el DNA; 2. mecanisme d'actuacio a través de l'estudi de la interaccio
Pt-GMP; 3. percentatge de supervivencia cel-lular; 4. tipus de mort cel-lular. L*estudi de
la interaccio d*aquests complexos amb el DNA per dicroisme circular (DC) mostra un
comportament d'aquests compostos similar al que presenta el cisplati, mentre que el
comportament electroforetic és diferent al d'aquest. La interaccido complex-DNA s"ha
pogut visualitzar per microscopia de forces atomiques (AFM). La reactivitat dels quatre
complexos amb 5'-GMP s'ha seguit per RMN-'H, observant-se que el mecanisme
d*interaccidé d'aquests complexos és a través de la formacié d*un enllag Pt-5GMP en la
posicio N7 de la guanina. També s*ha pogut determinar el temps de vida mitja (t,,) de la
formacio dels adductes bifuncionals Pt-5GMP i s*ha percebut la formacié d"especies
monofuncionals intermitges. En aquestes condicions de treball també s’ha comprovat la
hidrolisi dels corresponents ésters etilics.

Els dos complexos que contenen els lligands diaminocarboxilics inhibeixen de forma
remarcable la supervivencia cel-lular de les linies cel-lulars A431 (carcinoma epidermoide
ATCC-American Type Culture Collection-N°CLR 1555), HelLa (carcinoma huma d*uter) i
HL60 (leucemia aguda promielocitica ATCC N°CLL-240), depenent de la dosi i del temps
d'incubacid. Tot i aix0, presenten valors de 1Cso més elevats que el cisplati. En tots els
casos, |'activitat citotoxica és deguda a una mort cel-lular per apoptosi, tal i com ho
demostren els resultats del test de I"Annexina V per I'estudi de citometria de flux i de
la fragmentacié del DNA.

S’ha pogut comprovar que I'is del DMSO com a dissolvent en una proporcio del 12 %

blogueja les posicions labils dels complexos i els inactiva biologicament.
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2. INTRODUCCIO

El cisplati, PtCI,(NH3),, i altres complexos de Pt (I1) han estat estudiats amb la
finalitat de determinar els respectius mecanismes d"actuacié davant de diferents tipus
de cultius cel-lulars, els quals donen com a resultat la supressié del creixement de les
cel-lules tumorals. L'éxit que tenen alguns complexos metallics en la inhibici6 del
creixement tumoral s"ha atribuit a diferents propietats, incloent la permeabilitat a
través de la membrana, I"acumulacié en [I'interior de la cellula tumoral i del nucli, i
I"eficiéncia en coordinar-se al DNA. Aguesta interaccié amb el DNA és la clau de la
inhibicié del creixement.*%*°

Alguns complexos de Pt (11) contenint etilendiamina o etilendiamines substituides
s*han provat per experimentar I"activitat in vitro i in vivo.® En aquests estudis s'ha
comprovat que I'activitat d'aquests complexos depén dels substituents de la
etilendiamina i també dels grups o lligands labils, de manera que posteriors estudis s"han
dirigit cap a compostos amb lligands diamino quelatants que continguin alguna
funcionalitzacié en la cadena.’

L'estudi de la relaci6 estructura-activitat amb espécies de tipus [PtA.X:], on
A=amina i X=halur, ha demostrat que la longitud de la cadena pot jugar un paper
important en la capacitat dels complexos a hidrolitzar-se, influenciant en llur solubilitat.
Aix0 pot afectar la permeabilitat de la membrana i conseqiientment la quantitat de
complex en la cél-lula.®®*°

Es ben conegut que la diana final dels complexos de plati és el DNA,
preferentment per la posicio N7 de les guanines, afavorida termodinamicament, i que les
seqiéncies GG i AG de la doble cadena del DNA sén les posicions d'enllag
majoritaries.’"'**® Els compostos interaccionen amb el DNA de diferents formes, cada
una donant lloc a una distorcié especifica del DNA i per tant donant una funcid
farmacologica especifica!® Per tal de determinar satisfactoriament les formes
d*actuacio6 dels complexos s"analitza el mecanisme d'interaccié amb nucleotids.">*®*’

En aquest capitol es descriuen dues series de complexos derivats del cisplati

(Figura 1), amb lligands diaminoquelatants de diferents longituds de cadena i amb

substituents diferents amb la finalitat de reduir els efectes secundaris que presenta el
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cisplati i augmentar l'efectivitat. Aquests complexos s*han estudiat per establir com la
carrega i la longitud del lligand diaminoquelatant afecta en I'activitat antiproliferativain
vitro i en la interaccié amb 5'-GMP i amb el DNA. Els complexos de plati dels lligands
Hdap i Hdab es desprotonen a pH fisiologic, quedant amb una carrega negativa. Per tant,
suposen una excepcio de les normes estructura-activitat classiques descrites per Cleare
i Hoeschele,'® els quals concluien que els compostos havien de ser neutres per poder
presentar activitat antitumoral. Aixi doncs, l'estudi daquests compostos implica la
introduccié de nous parametres a avaluar en I'estudi del transport a través de la cél-lula i

de la interaccié amb el DNA.

o o)
M2 H2 OH
cr” N ca” SN
Ho H2
PtCl,(Hdap) PtCl,(Hdab)
o o)
H2 H2
O /Nj/u\OCHZCHg SN OCH2CH3
Pt
c” SN c” SN
Ho Ho
PtCI,(Etdap) PtCl,(Etdab)

Figura 1. Estructura dels complexos de Pt(ll) sintetitzats i estudiats.

3.EXPERIMENTAL.

3.1. MATERIAL 1 INSTRUMENTACIO.
3.1.2. Material.

Els reactius comercials han estat utilitzats sense purificacié previa: acid d,l-2,3-
diaminopropionic  monohidroclorat 98%  (Aldrich), acid d,l-2,4-diaminobutiric
dihidroclorat 98% (Aldrich), bicarbonat sodic (Panreac), acid clorhidric 37% (Aldrich),

acid sulfaric concentrat (Panreac), la sal disodica de 5'-rGMP (Sigma), dihidrogenfosfat
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de potassi (J.T. Baker Chemicals), Calf Thymus-DNA (Sigma), pBR-DNA (Boehringer
Mannheim GmbH).

El tetraclorplatinat de potassi, KPtCl,, ha estat proporcionat per gentilesa de
Johnson Matthey.

Els dissolvents de gualitat PS han estat obtinguts de Panreac i SDS.

El nitrogen gas ha estat subministrat per Abello Linde.

El tampo TE (50 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH=7.4) i el DNA Calf-
Thymus (Sigma) necessaris per la preparacié de les mostres de dicroisme circular han
estat proporcionats per la Universitat de Barcelona.

El tampé HEPES (40 mM HEPES, 10 mM MgCl,, pH=7.4) i el plasmidi pBR322
(Boehringer Mannheim GmbH) utilitzats per la preparacié de les mostres de microscopia
de forces atomiques han estat proporcionats per la Universitat de Barcelona.

El tampo TBE (45 mM tris-[hidroximetilJaminometa, 45 mM acid boric, 1 mM
EDTA, pH= 8.0), l'agarosa (Ecogen) i el bromur d’'etidi (ICN Biomedicals) necessaris pels
gels d'electroforesi han estat proporcionats per I'area de Bioquimica i Biologia Molecular
de la Universitat de Girona.

Les dissolucions i medis pels assaigs de proliferacié cellular i de deteccio
d’'apoptosi han estat proporcionats per I'Institut de Biotecnologia i Biomedicina de la
Universitat Autonoma de Barcelona: Solucio del 0.4 % de blau de tripa (Gibco BRL,
USA), DMSO (Sigma), PBS (Gibco BRL, USA), suero fetal bovi FBS (Gibco BRL, USA),
solucié antibiotic-antimicotic 100x (Gibco BRL, USA), piruvat 100 mM (Sebak, Alemania),
DMEM liquid amb GLUTAMAX (Gibco BRL, USA), IMDM liquid amb GLUTAMAX (Gibco
BRL; USA), tripsina-EDTA solucié (Gibco BRL, USA), kit EZ4U (Biomédica, Alemania),
kit Roche Annexin-V-Fluos Staining, tampé de lisis (10 mM Tris-HCI, pH=8.0, 100 mM
EDTA pH= 8.0, 20 mg/mL RNAsa A), proteinassa K 10 mg/mL, NaCl 5M, gel d'agarosa al
1.5 %, 50x TAE, tamp6 d'aplicacié de mostres 4x (45 mL formamida, 5 mL EDTA 0.1 M,
0.15 g blau de bromofenol, 0.15 g xilencianol, HO fins a 100 mL), bromur detidi
(Amresco, USA)

Medi complet amb FBS: medi + antibiotic + 10% FBS.

Medi de congelacio: 90% FBS + 10% DMSO.
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3.1.2. Instrumentacio.

Els espectres IR han estat enregistrats en estat solid (pastilla de KBr) en un
espectrometre FT-IR Mattson Satellite en el rang de 400-4000 cm™. Els espectres de
RMN-'H i RMN-"°C han estat enregistrats en un espectrometre Bruker DPX 200
utilitzant D,O i DMSO-ds com a dissolvents. Els espectres de RMN-'H per l'estudi de les
interaccions Pt-GMP han estat enregistrats en un espectrometre Bruker DPX 300
utilitzant D,O com a dissolvent i TMS com a referéncia externa a d= O ppm. Els analisis
elementals s’han portat a terme en un microanalitzador Carlo Erba 1108. Els espectres
ESI-MS shan realitzat en un espectrometre Navigator Thermo Quest Finigan
utilitzant MeOH/H->O com a dissolvent. Les mesures de pH s’han realitzat a 298 °K amb
un pHmetre Radiometer PHM 80.

Els espectres de dicroisme circular s’han obtingut en un espectropolarimetre J-
600 (Jasco Europe) utilitzant una cel-la de quars rectangular de 1 cm. Els resultats han
estat analitzats utilitzant el programari Jasco.

Les electroforesis en gel dagarosa s'han realitzat en un tanc horitzontal
Danaphor connectat a una font de voltatge variable Apelex Electrophoresis Power
Supply st. 304. Els gels es fotografien en un sistema d'imatge Bio Rad Gel Doc 1000.

Les imatges de microscopia de forces atomiques han estat preses a través d'un
Nanoscope 111 Multimode AFM (Digital Instrumentals) operant a una velocitat de scan
de 1-3 Hz. La sonda de AFM ha estat de 125 mm de longitud i amb una punta de silici
(Nanosensors GmbH) amb una fregiiencia de ressonancia de f,= 330 kHz i una constant
de K=50 N/m.

En els assaigs de proliferacio cel-lular in vitro, les mesures d'absorbancia de les
plaques de pouets s’han pres amb un lector Labsystems iEMS Reader MF a 495 nm i amb
un filtre de referéncia de 620 nm. Com a indicador cromofor s'ha utilitzat el Kit EZ4U
basat en sals de tetrazol. Les mesures de citometria de flux shan realitzat en el
citometre FACSCALIBUR Bectron Dickinson utilitzant el Kit Roche Annexin-V-Fluos

Staining i I'aplicaci6é simultania de iodur de propidi.
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3.2. SINTESI DELS LLIGANDS I COMPLEXOS.
3.2.1. Ester 2,3-diaminopropionat d’etil dihidroclorat. [Etdap-2HCI].

S'addicionen 40 mL detanol absolut a [lacid d,l-2,3-diaminopropionic
monohidroclorat, (Hdap-HCI), (0.4 gr, 2.846 mmols). La suspensié resultant s'escalfa a
reflux mantenint un corrent continu i estable de HCI gas durant 24 hores. La solucié
incolora resultant es filtra en calent, i el filtrat es refreda a -15 °C. L'éster precipita en
forma de solid blanc, el qual es filtra i es renta amb etanol absolut fred i acetona freda.
Posteriorment s'asseca el producte sota el buit.

La formacio del producte es segueix per cromatografia de capa prima, utilitzant
silica com a fase estacionaria i una mescla dacetat detil/metanol (80:20) i 6 gotes
d’amoniac com a fase mobil. El revelat es realitza amb una solucié de ninhidrina al 2% en

etanol.

Rendiment: 0.463gr (2.258 mmols), 81%.

IR (KBr): n”* (cm™)= 3429 b.a. (st. NH), 2983 (st. CH), 1744 (st. C=0), 1593 (d NH),
1479 (ds NHs"), 1242 (st. CN, st. CO).

RMN-'H (D,O, 300K): d (ppm)= 1.35 (t, 3H, CH; etilic, J=3Hz), 3.56 (m, 2H, CH,), 4.11
(t, 1H, CH, J=3Hz), 4.30 (m, 2H, CH,, etilic).

RMN-"°C (D,O, 300 K): d (ppm)= 13 (CH; etilic), 37 (CH.), 49 (CH), 64 (CH, etilic), 166
(C=0).

AE: 13.58 %N, 28.83 %C, 6.60 %H. Calculat per CsH;,N,O,Cl, (Mm=205.11 gr/mol): 13.66
%N, 29.28 %C, 6.88 %H.

3.2.2. Ester 2,4-diaminobutirat d'etil dihidroclorat. [Etdab-2HCI].

Seguint el mateix procés sintetic de [Etdap-2HCI)] (Apartat 3.2.1) s'escalfa a
reflux una suspensio de l'acid d,I-2,4-diaminobutiric dihidroclorat, (Hdab-2HCI) (0.5 gr,
2.617 mmols), en 50 mL detanol absolut durant 30 hores. L'éster resultant és

higroscopic i es filtra en condicions inertes.

Rendiment: 0.239gr (1.091 mmols), 42.5%.
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IR (KBr): n™* (cm )= 3424 b.a. (st. NH), 2972 (st. CH), 1735 (st. C=0), 1577 (d NH),
1516 (ds NH3"), 1238 (st. CN, st. CO).

RMN-'H (D,0O, 300K): d (ppm)=1.32 (t, 3H, CHj; etilic, 3=3Hz), 2.34 (m, 2H, CH,), 3.25
(m, 2H, NCHy), 4.23 (dd, 1H, CH, J=3Hz), 4.36 (q, 2H, CH ; etilic, J=3Hz).

RMN-*°C (D,0O, 300 K): d (ppm)= 16 (CH; etilic), 31 (CH,), 39 (NCH,), 53 (CH), 66 (CH,
etilic), 188 (C=0).

AE: 13.02 %N, 31.98 %C, 7.49 %H. Calculat per GH;sN,O,Cl, (Mm=219.14 gr/mol): 12.79
%N, 32.89 %C, 7.36 %H.

3.2.3. Cis-diclor—(2,3-diaminopropionic)Pt (11). [PtCl,(Hdap)].

Es neutralitza una dissolucié aquosa (6 mL) de Hdap-HCI (0.288 gr, 2.007 mmols)
amb una dissolucié (10 mL) de NaHCO; (0.900gr, 10.71 mmols). La solucié resultant
s'addiciona a una dissolucio (6 mL) de K,PtCl, (0.900 gr, 2.169 mmols) i s'agita a
temperatura ambient durant 24h. La solucié fosca que es forma s'acidifica amb HCI 3N
fins a pH=2. El complex precipita en forma de solid groc. Es renta amb acetona i éter
dietilic, i es recristal-litza amb HCI 1N. Finalment, el complex es deixa assecar sota el

buit.

Rendiment: 0.261 gr (0.711 mmols), 35.3%.

IR (KBr): n™* (cm™)= 3432 (st. OH), 3237-3201 (st. NH), 3125-2942 (st. CH), 1716 (st.
C=0), 1585 (d NH), 1247-1192 (st. CN, st. CO).

RMN-'H (D,O, 300K): d (ppm)= 2.87 (m, 2H, CH,), 3.64 (m, 1H, CH).

AE: 7.28 %N, 9.87 %C, 2.54 %H, 18.06 %Cl. Calculat per PtCLC;HgN,Ox»H,O
(Mm=388.11 gr/mol): 7.22 %N, 9.28 %C, 2.60 %H, 18.27 %Cl.

ESI-MS (MeOH/H,0): [M-H']"=369.2 m/z

3.2.4. Cis-diclor—(2,4-diaminobutiric)Pt (11). [PtCl,(Hdab)]
Seguint el mateix procediment sintétic de [PtCl(Hdap)] (Apartat 3.2.3.), es
neutralitza una dissolucié aquosa (8 mL) de Hdab-2HCI (0.309 gr, 1.584 mmols) amb una

dissolucié (10 mL) de NaHCO; (0.945 gr, 11.25 mmols). La solucié resultant s’addiciona a
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una dissolucié (6 mL) de KPtCl, (0.945 gr, 2.277 mmols). EI complex precipitat es

recristal-litza amb HCI 1N.

Rendiment: 0.153 gr (0.399 mmols), 29.2%.

IR (KBr): n (cm™%)= 3447 (st. OH), 3239-3199 (st. NH), 3125-2940 (st. CH), 1717 (st.
C=0), 1585 (d NH), 1215-1082 (st. CN, st. CO).

RMN-'H (D,0O, 300K): d (ppm)= 2.41 (m, 2H, CH,), 2.81 (m, 2H, NCH,), 4.09 (tt, 1H,
CH).

AE: 7.26 %N, 12.42 %C, 3.21 %H, 20.82 %Cl. Calculat per PtCIl,C4H;0N,O,-1/4 HCI
(Mm=393.23 gr/mol): 7.12 %N, 12.22 %C, 2.63 %H, 20.28%CI.

ESI-MS (MeOH/H,0): [M-H'] = 383.2 m/z

3.2.5. Cis-diclor-(2,3-diaminopropionat d’etil)Pt(11). [PtCl,(Etdap)].

Una dissolucié (4 mL) de NaHCO; (0.125 gr, 1.48 mmols) s'addiciona a una
dissolucié aquosa (3 mL) de KPtCl, (0.301 gr, 0.725 mmols). Es comprova que el pH
resultant sigui 7-8. La mescla es barreja a temperatura ambient i seguidament s'afageix
una dissolucio aquosa (3 mL) de I'éster Etdap-2HCI (0.151 gr, 0.736 mmols). La mescla
resultant s'agita a temperatura ambient durant 3-4 dies. El precipitat groc que es forma
es filtra i es renta amb aigua, acetona i éter dietilic. Finalment, el complex es deixa

asseca sota el buit.

Rendiment: 0.225 gr (0.565 mmols), 77.9%.

IR (KBr): n? (cm™)= 3249-3191 (st. NH), 3108(st. CH), 2989 (st. CH), 1740 (st. C=0),
1571 (d NH), 1459 (d ip NH), 1223-1089 (st. CN, st. CO).

RMN-'H (DMSO, 300K): d (ppm)= 1.33 (t, 3H, CH; etilic, J= 3Hz), 2.8 (m, 2H, CH)),
3.7(m, 1H, CH), 4.3 (m, 2H, CH, etilic ), 5.5-6.55 (m, 4H, NH).

RMN-2*C (DMSO, 300K): d (ppm)= 13.9 (CHs), 48.34 (CH,), 60.2 (CH), 61.6 (CH,
etilic), 168 (C=0).

AE: 6.77 %N, 14.80 %C, 3.12 %H, 16.70 %Cl. Calculat per PtCl,CsH;>2N,O,-H,O
(Mm=416.16 gr/mol): 6.73 %N, 14.43 %C, 3.39 %H, 17.04%Cl.
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3.2.6. Cis-diclor-(2,4-diaminobutirat d’etil)Pt (11). [PtCl(Etdab)].

Seguint el mateix procediment sintétic que [PtCl,(Etdap)] (Apartat 3.2.5., pag.
80), una dissolucié (3.5 mL) de NaHCO; (0.08 gr, 0.952 mmols) s'addiciona a una
dissolucié (2 mL) de KPtCl, (0.200 gr, 0.481 mmols). Es comprova que el pH=7-8. La
mescla es barreja a temperatura ambient i seguidament s'afageix una dissolucié aquosa
(3 mL) de léster Etdab-2HCI (0.101 gr, 0.456 mmols). La mescla resultant s'agita a
temperatura ambient durant 3-4 dies. El precipitat que es forma es filtra i es renta amb

aigua, acetona i éter dietilic.

Rendiment: 0.050 gr (0.121 mmols), 27%.

IR (KBr): n™" (cm™*)= 3230-3188 (st. NH), 3119(st. CH), 2952 (st. CH), 1740 (st. C=0),
1586 (d NH), 1455 (d ip NH), 1224-1096 (st. CN, st. CO).

RMN-'H (DMSO, 300K): d (ppm)= 1.30 (t, 3H, CH; etilic, J= 3Hz), 1.7-2.0 (m, 2H,
CH.,), 3.5 (m, 2H, NCH.,), 4.2 (q, 2H, CH, etilic ), 5.2-5.4 (m, 4H, NH).

RMN-"2C (DMSO, 300K): d (ppm)= 14 (CHs), 29.7 (CH,), 53.8 (CH), 61.7 (CH etilic),
170 (C=0).

AE: 6.45 %N, 17.46 %C, 3.71 %H, 17.18 %Cl. Calculat per PtCl,CsH;4N,O, (Mm=412.21
gr/mol): 6.80 %N, 17.48 %C, 3.42 %H, 17.20 %ClI.

3.3. ASSAIGS BIOLOGICS.
3.3.1. Estudi de la interaccié Pt-DNA per dicroisme circular.

Es prepara una solucié stock de cada compost a una concentracié de 1 mg/mL en
una barreja de DMSO:TE (50mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH=7.4) i amb
una proporciéo maxima de DMSO del 2%. Les solucions es preparen just abans de la seva
utilitzacio.

La solucié de DNA de Calf Thymus es prepara a una concentracio de 20 ng/mL en
TE esteril i es guarda a 4 °C fins a la seva utilitzacio. La concentracié de la soluci6 de
DNA es verifica per espectroscopia ultraviolat-visible, mesurant I'absorbancia a 260 nm.

La formaci6 dels adductes complex-DNA es realitza per addicié d'aliquotes de la

solucio stock del compost a un volum conegut de dissolucié de DNA i deixant la mescla en
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incubacié durant 48 hores. La quantitat de complex afegit a la dissolucio s'expressa com

r; (raé molar teodrica de compost per nucleotid) i es calcula segons la formula:

. _m-Mnucl - Am
C-MrV

m= massa del compost utilitzat en la preparacio de la solucié stock, en ny.

Mnucl= massa molecular mitja per nucleotid, en g/mol.

Am= nimero d’atoms metal-lics en el compost. En el cas dels lligands es considera 1.
C= concentracié de la solucié de DNA en ng/mL.

Mr= massa molecular de cada compost en g/mol.

V= volum final de la mostra en mL.

La concentracié de DNA emprada ha estat de 20 ng/mL i les raons molars dels
complexos han estat de r;= 0.10, 0.30, 0.50.

Cada mostra s'enregistra en un rang de longitud d'ona comprés entre 220-330 nm,
a una velocitat de 50 nm/min. Els espectres dels complexos de plati es resten dels
espectres dels adductes complex-DNA per obtenir la modificacié que experimenta el

DNA.

3.3.2. Estudi de la interacci6 Pt-GMP per RMN-"H.

Les reaccions shan portat a terme en tubs de RMN utilitzant D,O com a
dissolvent. S'incuba 5'-GMP amb cada un dels complexos de plati en una relacié molar 4:1
a pH=7.0 i una temperatura de 37 °C. Per mantenir el pH s'utilitza un tamp6 50 mM de
KD,PO,. Les concentracions absolutes dels complexos estudiats depenen de la solubilitat
de cada un i varien entre 3.4 mM a 5 mM.

Les reaccions es segueixen enregistrant els espectres de RMN-'H en intervals de
temps de 30 minuts durant 24 hores i de forma automatica. La formacié dels productes

es quantifica utilitzant les intensitats relatives del senyal H8 de 5'-GMP.
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3.3.3. Estudi de la interaccidé Pt-DNA per electroforesi en gel d’agarosa.

La preparacié de les mostres per electroforesi en gel d'agarosa és similar a la
descrita per dicroisme circular, perd en aquest cas la concentracio final de DNA
(pBR322) és de 35 ng/mL, de manera que cada mostra ha de contenir 0.7 ng de DNA. El
tampd utilitzat és també TE.

S’addicionen 4 niL de marcador de carrega sobre 20 nL de les mostres de
compost-DNA préviament incubades a 37 °C durant 24 hores. la mescla es sotmet a
electroforesi en gel dagarosa al 1% en tampé TBE (45 mM tris-base [tris-
(hidroximetil)aminometa], 45 mM acid boric, 1 mM EDTA,; pH=8) i amb una dissolucié de
bromur d'etidi (10 ng/mL en TBE) a 0.7 V/cm durant 16 hores aproximadament.

L'experiment es realitza utilitzant com a control negatiu una mostra de DNA
lliure del plasmid pBR322, i com a controls positius es preparen mostres de cisplati-DNA
en les mateixes condicions i concentracions que les mostres preparades pels altres

complexos.

3.3.4. Microscopia de forces atomiques (AFM).

Es preparen dissolucions de concentracié 1mg/mL (1.5-1.8 mg) dels complexos
PtCly(Hdap), PtCl,(Hdab) i els corresponents lligands en tamp6 HEPES (40 mM HEPES,
10 mM MgCl,, pH=7.4). Les dissolucions es dilueixen a una proporcio 1:1000 en HEPES
(volum final de 2000 ni), i es filtren a través de filtres FP030/3 de 0.2 nm (Scheicher
& Schueell GmbH). Posteriorment, per cada mostra s*afageix 1 niL. de plasmid pBR322 de
concentracié 0.25 nmg/nL i 7 nL de droga a un volum total de 40 ni. Les mostres es
deixen incubar a 37 °C durant 24 hores.

Per la visualitzacio de les mostres, es col-loquen 3 ni de la solucié de DNA o de la
soluci6 DNA-complex metallic en una placa de mica (Ashville-Schoonmaker Mica Co.,
Newport News, VA). Després d'estar 5 minuts adsorbides a temperatura ambient, les
mostres s'esbandeixen amb aigua desionitzada de 18 MW/cm procedent d'un sistema de
purificacio daigua Milli-Q (Millipore, Molshem, Franca). Seguidament, les mostres

s'assequen amb un corrent d'argé per finalment realitzar les imatges de AFM.
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3.3.5. Linies cel-lulars tumorals, condicions de cultiu i activitat citotoxica.

Les linies A431 (linia de carcinoma epidermoid huma ATCC-American Type
Culture Collection-N°CLR 1555) i Hela (linia de carcionoma huma d'uter) han estat
cultivades en medi complet DMEM suplementat amb 10% FBS, 2 mM L-glutamina i
antibiotic en flascons de cultiu estérils. Els flascons s’han mantingut a 37 °C, 10% de
CO, i 90% dhumitat en [lincubador. Les cellules es deixen créixer fins que
aconsegueixen un 90% de confluencia, canviant el medi segons les necessitats de cultiu
(cada 2-4 dies). Un cop aconseguida la monocapa cel-lular, les cél-lules es tripsinitzen per
realitzar nous subcultius. Es sembra entre 1:2 a 1:10 segons la proporci6 de subcultiu de
la linia cel-lular. Es congela una aliqguota amb nitrogen liquid.

La linia HL60 (linia de leucémia aguda promielocitica ATCC n°® CLL-240) ha estat
cultivada en RPM1-1640 suplementat amb 2 mM de L-glutamina i 10% FBS en flascons de
cultiu esterils. Els flascons es mantenen en l'incubador a 37 °C, 5% de CO, i 95%
d'humitat. La linia HL60 creix en suspensiéo i per aquest motiu no requereix
tripsinitzacio.

Per realitzar la tripsinitzacio de les cel-lules a tractar, s'aspira el medi de cultiu
del flasco que conté les cél-lules. Es renten les cél-lules amb PBS per tal deliminar els
residus del medi amb suero que queda en el cultiu i afavorir el procés de desanclatge de
les cél-lules a l'afegir EDTA. S'addiciona la tripsina i es manté el flasco en l'incubador
fins a observar en el microscopi que les cél-lules comencen a desenganxar-se (adopten
una morfologia arrodonida i refringent). La reacci6 s'atura addicionant medi complet en
el flascé. Es recull el medi dissolt amb les cél-lules en un tub conic estéril. Es centrifuga
a 1500 rpm durant 10 minuts a temperatura ambient i finalment s’elimina el sobrenedant,
es resuspesa el sediment de les cel-lules en sec i s'addiciona medi de cultiu nou.

Un cop les cel-lules s’han tripsinitzat i centrifugat,es pot procedir al seu subcultiu
0 bé a la seva congelacio. Per aix0, es desfa el sediment en sec i s'afegeix el medi de
congelacié (90% FBS i 10% DMSO) a 4°C. Tot el procés de congelacio es realitza
mantenint els tubs i el medi en gel, ja que el DMSO que conté el medi de congelacio és
toxic per les cél-lules a temperatures més elevades. Es recull aquest medi amb les

cel-lules i es guarda en criotubs en aliquotes de 1 mL. El procés de congelacio cel-lular és
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un proces seqiencial per tal d'evitar que les cellules perdin vitalitat. Els criotubs es
col-loquen en caixes de poliestiré a -20°C durant una hora, després es passen a -80°C
durant un temps minim de 12 hores i finalment els criotubs es guarden en nitrogen liquid
a -196°C on es poden mantenir durant anys.

El procés de descongelacié de les cél-lules, en canvi, ha de ser molt rapid. Els
criotubs es retiren del nitrogen liquid, s'incuben en un bany a 37°C i abans que el gel es
desfaci completament, es transfereix el medi en un tub de centrifuga esteéril de 15 mL.
S'addiciona medi complet a 4°C agitant enérgicament després d'afegir cada gota, per tal
d’homogeneitzar la barreja. Posteriorment s'introdueix medi de cultiu fins a un volum de
6 mL. Tot aquest procés és necessari per poder diluir lentament el DMSO que contenen
les ceéllules. Després es centrifuga a 1500 rpm durant 10 minuts a 4°C, selimina el
sobrenedant i el sediment de cellules del desfet en sec. Finalment s'afegeix medi de
cultiu i es cultiven les cel-lules en un flasco nou.

Per realitzar el recompte cel-lular i aixi conéixer la viabilitat i el nimero de
cellules en qualsevol moment del cultiu, primer s’han de tripsinitzar les cel-lules.
Seguidament, es resuspesen les cél-lules en 1 mL de medi, es pren una aliquota de 10 ni i
es col-loca en un microtub. S'addicionen 10 L de blau de tripa, es barreja i es dipositen
10 niL de la barreja en un hemocitometre. Les cel-lules vives s'observen com a esferes
refringents i clares, mentre que les cellules mortes s'observen opaques i tenyides de
blau, ja que el colorant només pot penetrar en les cel-lules mortes. Finalment es compta
el total de cellules de la zona W de I'hemocitometre sota el microscopi invertit,
diferenciant les vives de les mortes. Les cél-lules es converteixen en cel-lules per mL
multiplicant la xifra obtinguda per 1-10" (factor de correccié de volum) i per 2 (factor
de la dilucio feta pel recompte). La viabilitat es calcula dividint el nimero de cél-lules
vives pel total de cél-lules comptades i multiplicant per 100.

Per la realitzacio dels assaigs de proliferacié cellular, les cel-lules s’han cultivat
en plagues de 96 pouets en un volum de 100 nL de medi. Per les linies cel-lulars
adherents, com HelLa o A431, la densitat de cultiu ha estat de 5-10° cél-lules/pouet, i és
necessari que les cél-lules s'adhereixin durant 24 hores a l'incubador abans de realitzar

els tractaments amb els complexos de plati. La linia HL-60 s’ha cultivat a una densitat
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de 10* cel-lules/pouet i les cél-lules s’han deixat reposar en l'incubador 2-3 hores abans
de realitzar els tractaments. Els tractaments amb els diferents complexos de plati s’han
afegit en 100 nL de medi a una concentracié final en el pouet compresa entre 0 i 500
nM.

Un cop realitzades les addicions, s'incuben les cél-lules durant 24, 48 i 72 hores
(segons el tractament) i un cop transcorregut el temps es prepara la mescla de marcatge
dissolent el substrat en pols de sals de tetrazol en 2.5 mL d'activador preescalfat a
37°C (Kit EZ4U). S'afegeix en cada pouet 20 niL de la soluci6 per cada 200 ni de medi
de cultiu. Les plaques s'incuben a 37°C i 10% CO, durant un periode de 2 o 3 hores,
depenent de la capacitat metabolica de les cél-lules. Es mesura I'absorbancia en un lector
d’ELISA a 495 nm amb un filtre de referéencia de 620 nm que permet corregir els valors
no especifics de fons, causats per les restes cel-lulars. Aquest valor d'absorbancia es
corregeix amb labsorbancia de la mitja dels blancs, els quals estan constituits
Unicament per medi. Tots els experiments de citotoxicitat han estat realitzats un minim

de tres vegades independents amb quadruplicats de les mostres.

3.3.6. Deteccié d'apoptosi.
3.3.6.1. Citometria de flux.

Es dipositen 2.5 mL de cultiu de la linia cel-lular HL60 en plaques de 6 pouets i
amb una densitat de 5-10° cél-lules/mL. Es destinen 3 pouets pel control i els altres
s'utilitzen pels diferents tractaments amb els complexos de plati a una concentracié
final de 15 nM pel cisplati i 150 nM pel carboplati, PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab). Les plaques
s'incuben durant 48 hores.

Un cop realitzat el tractament, les cél-lules es centrifuguen i es renten amb PBS
per resuspendre-les posteriorment en 100 nL de reactiu marcador Annexina-V-FITC
diluit en tamp6 HEPES a una concentracio de 1-10° céllules/mL. Posteriorment,
s’addicionen 2 niL de iodur de propidi (PI) i les mostres s’incuben durant 15 minuts a
temperatura ambient abans de realitzar lanalisi en el citometre de flux. La
fluorescéncia FITC es mesura a 530-545 nm i la fluorescencia dels complexos DNA-PI a

575-606 nm. En cada condicié s'analitzen 2-10* cél-lules. Les porcions de cél-lules en cada
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qguadrant del citograma s'expressen com a percentatges de la poblacio total. El quadrant
baix-esquerre dels citogrames mostra les céel-lules viables An -/Pl -. El quadrant baix-
dreta mostra les cél-lules que s6n apoptotiques recents, les quals mantenen la integritat
de la membrana plasmatica (An +/P1 -). El quadrant dalt-dreta mostra les cél-lules que
han perdut la integritat de la membrana plasmatica i s6n An +/Pl +, les quals

corresponen a cél-lules apoptotiques tardanes o a cel-lules necrotiques.

3.3.6.2. Electroforesi en gel d'agarosa.

Per l'analisi de la fragmentacio del DNA, la qual és caracteristica de la mort
cel-lular per apoptosi, s'ailla el DNA de les célllules HL60. Aquestes cél-lules, a una
densitat de 5-10° cél-lules/mL, es tracten amb una soluci6 15 nM de cisplati, una solucié
150 nM de carboplati i dels complexos de plati sintetitzats a 37 °C durant 72 hores. Les
cél-lules tractades es centrifuguen durant 10 minuts, es renten amb PBS i es tornen a
centrifugar. Seguidament, es ressuspenen i es digereixen tota una nit a 37°C en un
tampo de lisis que conté 10 mM Tris-HCI, pH=8.0, 2 mM EDTA, 400 mM NacCl, 0.6% SDS
i 166 ng/mL de proteinassa K. Després de la digestié, s'augmenta la concentracié de
NaCl a 1M i els tubs es sacsegen vigorosament. Les mostres es centrifuguen, els
sobrenedants es recullen i es precipita el DNA. EI DNA es ressuspesa en 25 nL. de tampo
TE. Posteriorment, s'addicionen 1.5 unitats de RNAsa de DNAses a les mostres i
s'incuben a 37 °C durant 2 hores. Finalment, les mostres es sotmeten a electroforesi en
un gel 1.5 % d'agarosa. El DNA es visualitza tenyint amb bromur d'etidi i es fotografia

sota il-luminacié UV.

4. RESULTATS I DISCUSSIO.

4.1. SINTESI I CARACTERITZACIO DELS LLIGANDS I COMPLEXOS.

Els ésters Etdap-2HCI i Etdab-2HCI han estat sintetitzats segons el métode

|19

descrit per Gonzéalez et al.”” i es presenta en I'esquema seglient:
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Esquema 1. Esquema de la reaccid d'ésterificacié dels lligands Hdap-HCI i Hdab-2HCI.

En aquest procés sintétic es fa reaccionar I'acid diaminocarboxilic corresponent
(Hdap-HCI i Hdab-2HCI) amb lalcohol en excés (actuant de reactiu i dissolvent),
escalfant a reflux i en preséncia d'un corrent continu de HCI gas. En assaigs previs es va
poder comprovar que la preséncia d'acid en quantitat catalitica o bé la utilitzacié d'un
clorur d'acetil per portar a terme l'esterificacié no donava bons resultats.

Les sintesis dels complexos de plati dels acids diaminocarboxilics i dels ésters
etilics corresponents han estat realitzades de forma similar i es mostren
esquematicament en I'Esquema 2 i 'Esquema 3. En tots els casos, la reaccié s’ha portat a
terme en medi aqués i a temperatura ambient, fent reaccionar quantitats equimolars
(1:1) de KyPtCl, i lligand. La utilitzaci6 de la base NaHCO; és necessaria per la
neutralitzacié de les molécules de HCI dels hidroclorurs i permetre que els atoms de

nitrogen puguin coordinar-se amb el metall.
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Esquema 2. Esquema de la sintesi dels complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab).

0 0
NaHCO H2
CIH-H2 OCHoCH3 3 CI\ OCHyCH3
K2PtClg + —>H P t\
20 Cl
CIH -H2N rot. H2

PtCl(Etdap)

0
CIH-HoN OCH2CH3 NaHCOg > OCH2CH3
K2oPtClg +

CIH-HoN r_t_

PtCl,(Etdab)

Esquema 3. Esquema de la sintesi dels complexos PtCl,(Etdap) i PtCl,(Etdab).

Els complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) son parcialment solubles en aigua, mentre
que els complexos dels corresponents ésters sén insolubles en aigua i en molts

dissolvents organics, exceptuant el DMSO i DMF.

L'espectroscopia d'infraroig (IR) ha permes identificar els grups funcionals de
les moléecules, mesurant I'excitacié vibracional dels atoms al voltant dels enllagos quan la

molécula absorbeix I'energia de la regié d'infraroig. La posicioé de les bandes d'absorcid
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depén del tipus de grups funcionals presents, i I'espectre en el seu conjunt representa
una identificacié Unica de la molécula.

En la Taula 1 es mostra les principals frequencies dabsorcié dels lligands i
complexos descrits en aquest capitol, i els diferents espectres es presenten en
I"apartat de material suplementari (Apartat 7, pag. 135). Una caracteristica comuna dels
espectres IR dels lligands és la preséncia d'una banda d'absorcié ampla en l'interval de
frequéncia compreés entre 3400 i 2900 cm™, corresponent a les vibracions st. OH (acids)
st. NH;" i st. CH alifatic. Els ésters Etdap i Etdab presenten la banda d'absorcié
corresponent a la vibracio st. C=0 a una freqiéncia més alta (1744, 1735 cm™) que els
acids respectius (1623, 1730 cm™).?° El senyal del carbonil de l'acid Hdap-HCl apareix a
una frequencia més baixa que el seu analeg Hdab-2HCI ja que es troba en forma de
zwitterio degut a la deslocalitzacié del protd acidic cap a la posicio del NH, lliure. El
diaminoacid Hdab-2HCI té els dos grups amina protonats i el proto acidic no es pot
deslocalitzar. Els lligands, al trobar-se en forma dhidroclorur, presenten una banda
d'absorcié corresponent a la vibraci6 de deformaci6 de NH; (1479, 1516 cm™),
inexistent quan aquests estan coordinats al metall. Per altra banda, els complexos
mostren les principals bandes d'absorcié que tenen en comu amb els respectius lligands,
modificant-se Unicament les corresponents a les vibracions st. NH dels grups amina que

estan directament coordinats al plati, tal i com es mostra en la figura segient:
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Figura 2. Zona espectral compresa entre entre 2900 i 3500 cm™* del lligand Hdap i el
corresponent complex de Pt(11). El mateix fenomen s’observa en els altres casos.

Per aquest motiu, en la zona espectral compresa entre 3500 i 2900 cm™ no
apareix una banda ampla i desestructurada, com passa en els lligands, sin6 que s'observa
una banda doble d'absorcio6 en l'interval de freqiiéncia 3250-3200 cm™ corresponent a la

vibraci6 st. as. dels grups NH,, i una banda a 3120 cm™ aproximadament, corresponent al

st. si. dels grups NH,.

vibracions | Hdap-HClI Hdab-2HCI Etdap-2HCI Etdab-2HCI PtClx(Hdap) PtClx(Hdab) PtCly(Etdap) PtClx(Etdab)
n (NH) t 3300- 3500- 3424-3100 3424-3100 3237- 3239- 3249-3191 3220-3188
2900 2600 3201 3199
n (CH) t 3300- 3500- 2983 2972 3125- 3125- 3108-2989  3119-2952
2900 2600 2942 2940
n (C=0) t 1623 1730 1744 1735 1716 1717 1740 1740
n (NH) d 1543 1581 1593 1577 1585 1585 1571 1586
n (NHs) d 1479 1510 1479 1516 - - - -
n (CN,CO) t 1235 1237 1242 1238 1247-1192 1215-1082 1223-1089 1224-1096

Taula 1. Freguéncies (en cm™) de les bandes més significatives dels espectres IR dels

lligands Hdap - HCI,

Hdab - 2HCI,

Etdap - 2HCI,

Etdab - 2HCI

Pt(ll). (t)=tensi6é o stretching. (d)=deformacié o bending.

i els respectius complexos de
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En linterval de freqiéncies estudiat (4000-400 cm®), no sobserven les
vibracions de tensio n (M-N) ni les n (M-Cl) ja que aquestes apareixen generalment entre

400-200 cm* 202!

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de proté6 (RMN-'H)

Els espectres de tots els lligands i dels complexos [PtCl,(Hdap)] i [PtCl.(Hdab)]
s’han realitzat amb DO com a dissolvent, mentre que els espectres dels complexos
[PtCI(Etdap)] i [PtClx(Etdab)] s’han enregistrat utilitzant DMSO-ds. Els espectres
corresponents es mostren en I|'apartat de material suplementari d‘aquest capitol
(apartat 7, pag. 135), i els valors dels desplagcaments quimics es resumeixen en la Taula

2.

d (ppm) N-CH N-CH, CH, CH,(Et.) CHs(Et.) NH

Hdap - HCI 40t 345 d
Hdab - 2HCI 412 t 318-3.29 m 216-2.36 m

Etdap-2HCI | 411t 3.56 m 4.30 q 135t

Etdab-2HCI | 4.23 dd 3.25m 234 m 4.36 q 132t

PtCl,(Hdap) | 3.64 m 287 m

PtCl,(Hdab) | 4.09 tt 281m 241m

PtCl,(Etdap) | 3.7 m 28 m 4.3 m 133t 55-655m
PtCl,(Etdab) - 35m 17-20 m 4.2 q 130t 52-54 m

Taula 2. Valors dels desplacaments quimics de protd (ppm) dels diferents lligands i
complexos. (d)= doblet, (t)= triplet, (g)= quadruplet, (dd)= doble doblet, (tt)= triple triplet,
(m)= multiplet.

Els espectres realitzats amb D,O no presenten els senyals corresponents al
protons NH ni OH. Aquest fenomen és degut a lintercanvi d'aquests protons per
deuteris. Si l'intercanvi fos molt lent, els senyals d'aquests grups es podrien arribar a
distingir. En general, si no hi ha l'intercanvi de deuteris, els senyals corresponents als
protons dels grups amina solen apareixer com a senyals amples a 0.5-5 ppm, tal i com
succeeix en els espectres enregistrats en DMSO dg. L'acoblament H-N-C-H normalment

no és observable perqué lintercanvi dels protons NH és rapid i, degut a la relaxacié
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quadrupolar del nucli de nitrogen, els acoblaments N-H no es poden veure encara que
l'intercanvi dels protons aminics sigui lent. En molts casos la relaxacié quadrupolar i
l'intercanvi de protons NH no son prou rapids per eliminar completament el fort
acoblament N-H a través d'un enllag. Es llavors quan s'observen senyals amples dels
protons NH.*° Els diaminoésters i els respectius complexos presenten el triplet del CHy i
el quadruplet del CH, etilics aproximadament a 1.3 i 4.3 ppm respectivament. Els
espectres dels complexos presenten els senyals dels protons dels lligands modificant-se
lleugerament els desplacaments quimics d'aquells protons propers al metall, degut a la
coordinacié amb el plati. En general, els protons que es troben més allunyats del centre
metal-lic presenten senyals amb bona resolucié i amb un canvi de desplagament quimic
minim. Pero els senyals dels protons no etilics apareixen bastant amples degut a la
preséncia de diferents isomers conformacionals, com a resultat de les diverses
disposicions espacials de la molécula en dissolucio. Quan el canvi conformacional es

produeix lentament s'obtenen aquests senyals amples (Figura 3).
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Figura 3. Espectres de RMN-'H del lligand Etdap (A) i del corresponent complex
PtCl,(Etdap) (B) on es pot observar clarament I'efecte de I'eixamplament dels senyals quan
es produeix la complexaci6.

A través dexperiments de RMN-'H a diferents temperatures es pot arribar a
estudiar i aillar el conformomer meés estable, ja que a baixes temperatures
s'aconsegueix congelar l'equilibri conformacional (dinamic a temperatura ambient) i
d'aquesta manera es pot obtenir els senyals de les diferents espécies per separat. En
aquests experiments, la solubilitat dels complexos hi té un paper molt important perqué
es requereixen dissolvents que permetin arribar a temperatures molt baixes. En el cas
dels complexos sintetitzats, aquests estudis no es poden realitzar ja que només son
solubles en H,O i DMSO i no es pot baixar la temperatura per sota dels 0°C sense que el

dissolvent no es congeli.



Capitol 3: Complexos de Pt(11) amb lligands diaminocarboxilics i respectius ésters - 95

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *°C

Els espectres de RMN-"*C dels diferents lligands es mostren en I'apartat de
material suplementari (apartat 7, pag 135) i en la Taula 3 es presenten les principals
assignacions. En el rang espectral comprés entre 30 i 55 ppm apareixen els senyals
corresponents als carbonis no etilics, i a 15 ppm i a 65 ppm aproximadament apareixen

els senyals corresponents al CH 3 i CH, etilics respectivament.

d@pm) | N-CH N-CH, CH, CH,(Et.) CH; (Et.) C=O
Hdap-HCI | 5148  40.00 172.25
Hdab-2HCI | 5063 3601 2752 170.97

Etdap-2HCI | 49 37 64 13 166

Etdab-2HCI | 53 39 31 66 16 188

Taula 3. Valors dels desplagcaments quimics de carboni (ppm) dels diferents lligands
presentats en aquest capitol.

Cromatografia liquida ESI-MS

L'espectre de masses obtingut és una representacié del corrent produit pels ions
dels diferents compostos, generats en la cambra de ionitzacid, quan arriben al detector
i la intensitat del pic és una indicacio del numero relatiu de ions. Els ions produits per la
fragmentacio es separen segons la seva relacio massa/carrega (m/z).

Els complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) han estat mesurats utilitzant com a fase
mobil una mescla MeOH/H 0. Al no observar-se cap senyal en la mesura de ions positius,
s'ha realitzat un canvi de voltatge amb la finalitat de poder detectar espécies
anioniques. En aquestes condicions s*han pogut detectar un grup de senyals a 369 i 383
corresponent a I'especie anionica resultat de la pérdua del proté carboxilic del complex
PtCly(Hdap) i PtCl,(Hdab) respectivament. En aquests senyals cal tenir en compte que el
plati presenta sis isotops: “°Pt, '°°Pt, "**Pt. *°Pt, **®Pt, i el clor presenta dos isotops:
cl, *'cl.

En ambdo6s casos s’ha realitzat la simulacié teorica de la distribuci6é isotopica
d'aquests anions que coincideix amb l'obtinguda experimentalment, tal i com es mostra

en la Figura 4.
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Figura 4. Espectres ESI-MS dels complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) on s’observa el pic de
I'i6 molecular amb la corresponent simulacié teorica.

La resta de senyals presents a \alors de m/z més baixos corresponen a les
diverses fragmentacions que pateixen els complexos.
Els complexos PtCl,(Etdap) i PtCl,(Etdab) no s’han pogut mesurar a través

d'aquesta tecnica degut a problemes de solubilitzacio.

4.2.ASSAIGS BIOLOGICS.
4.2.1. Estudi de la interaccié Pt-DNA per dicroisme circular.

L'espectre de dicroisme circular, on es representa l'el-lipticitat en front de la
longitud dona, dona informaciéo a nivell qualitatiu sobre els canvis conformacionals
induits pels compostos en I'estructura secundaria del DNA.

Per tal d'assegurar que els complexos de plati interaccionen amb el DNA i
modifiquen la seva estructura secundaria s'ha enregistrat l'espectre de dicroisme

circular de DNA-Calf Thymus incubat durant 48 h a 37 °C amb els lligands lliures (Hdap,
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Hdab, Etdap i Etdab) i els respectius complexos PtCl,(Hdap), PtCl,(Hdab), PtCl,(Etdap) i
PtCl,(Etdab), a tres raons molars diferents de compost (r = 0.1, 0.3, 0.5). Aquests
espectres sén una representacié de la variacié de lellipticitat @ en funcié de la

longitud d'ona (1). g es defineix com:

_ De
10 xc x|

Q
On:
q = graus x cm*x dmol™
De = e-e,, en mgraus.
C= molaritat de la dissolucio

I= cami optic en cm.

Els espectres obtinguts es mostren en la Figura 5 i Figura 6 i els valors maxims i
minims d"el-lipticitat i longitud d'ona obtinguts per cada raé molar es presenten en la

Taula 4. En tots ells es pot observar una banda positiva entre 310 i 260 nm, i una banda

negativa entre 260 i 220 nm.

L'espectre del lligand s'enregistra en cada cas per tal de comprovar si agquest
interacciona covalentment amb el DNA i per tant si influeix en els canvis observats en
els espectres del DNA incubat amb els complexos. Com es pot observar en la Figura 5 i
Figura 6 i les dades presentades en la Taula 4, en general els lligands lliures no
presenten cap efecte significatiu en I'espectre del DNA-Calf Thymus. No es modifica de
forma destacable ni el valor de la longitud d'ona maxima ni el valor de l'elipticitat,
indicant que el lligand no s*enllaga covalentment al DNA i no modifica la seva estructura.

En canvi, els complexos de plati PtCl(Hdap) i PtCl,(Hdab) (Figura 5) provoquen
modificacions significatives en lespectre del DNA-Calf Thymus que poden ser
comparables amb les provocades pel cisplati?® En el cas del cisplati, a concentracions

moderades-baixes, a l'augmentar la rad6 molar de metall (ri) es produeix un increment



Capitol 3: Complexos de Pt(11) amb lligands diaminocarboxilics i respectius ésters - 98

gradual de l'el-lipticitat de la banda positiva i una disminucio de I"el-lipticitat de la banda
negativa, a més d'un desplacament a longituds d'ona més grans (batocromic) del maxim i
del minim. En els complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab), I'ellipticitat de la banda positiva
augmenta a mesura que s'incrementa el valor de r; i els valors de l'ellipticitat de la banda
negativa disminueixen. També s'observa un augment dels valors de | a1 | min. L'augment
del valor de lellipticitat de la banda positiva del DNA satribueix a la formacio
d’'enllagos de tipus cis-bifuncionals i és consequencia de distorsions no desnaturalitzants
en la doble helix provocades per l'obertura de I'hélix del DNA i pel canvi de

I'empaquetament de les bases en la formaci6 d'adductes intra-cadena amb el DNA>?32*
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Figura 5. Espectres de DC del DNA-Calf Thymus incubat amb els lligands lliures Hdap i

Hdab (figures A i B respectivament) i amb els complexos PtCl,(Hdap) i PtCl(Hdab) (figures
C i D respectivament) a diferents valors de r (0.1, 0.3 i 0.5)

En els complexos PtCl,(Etdap) i PtCly(Etdab) (Figura 6) s"observa un
desplacament batocromic de | . i els valors de gm.x SOn superiors en tots els casos al
corresponent al DNA lliure. A diferéencia dels complexos diaminocarboxilics, els derivats

etilics presenten una disminucio de gm.x @ mesura que augmenta el valor de ri.
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Figura 6. Espectres de DC del DNA-Calf Thymus incubat amb els lligands lliures Etdap i
Etdab (figures A i B respectivament) i amb els complexos PtCl;(Etdap) i PtCl,(Etdab)
(figures C i D respectivament) a diferents valors de r; (0.1, 0.3 i 0.5)

El desplagcament batocromic de la longitud d*ona i la disminuci6 del valor de Qmex i
Omin @ Mesura que augmenta la radé molar de complex s"atribueix a un canvi de la
conformacio del DNA de la forma B a la forma C degut a un desplegament de I'hélix, de

forma similar al transplati???3?°2°
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DNA
I’i I max qmax I min qmin
- 273.6 5.03-10° 245.2 -5.25.10°
Hdap - HCI
I’i I max qmax I min qmin
0.1 276.2 5.19-10° 243.8 -6.1810°
0.3 276.6 4.76-10° 245.6 -5.99-10°
0.5 274.6 4.74.10° 245.6 -5.73-10°
PtCl,(Hdap)
I’i I max qmax I min qmin
0.1 276.8 6.05-10° 246.8 -5.2110°
0.3 277.6 6.98-10° 247.4 -4.99-10°
0.5 279.6 6.97-10° 247.8 -4.66-10°
Hdab - 2HCI
I’i I max qmax I min qmin
0.1 276.4 4.63-10° 245.6 -5.89-10°
0.3 279.6 4.47-10° 245.6 -6.00-10°
05 275.6 4.70-10° 246 -5.7310°
PtCl,(Hdab)
I’i I max qmax I min qmin
0.1 276.8 6.00-10° 247.2 -5.52:10°
0.3 278.2 6.74-10° 247.4 -4.9510°
05 277.8 6.71.10° 248.2 -4.67-10°
Etdap - 2HCI
I’i I max qmax I min qmin
0.1 273.4 451-10° 245.4 -5.2310°
0.3 275.6 4.42-10° 245.4 -5.2310°
05 277 4.53-10° 246.2 -4.9310°
PtCl,(Etdap)
I’i I max qmax I min qmin
0.1 276.6 6.39-10° 246.6 -4.2910°
0.3 279.8 6.20-10° 247.6 -3.9810°
05 279.6 5.33.10° 248.2 -3.90-10°
Etdab - 2HCI
I’i I max qmax I min qmin
0.1 277.8 4.75-10° 245.6 -5.08-10°
0.3 273.2 4.60-10° 245.4 -5.03-10°
05 276.8 4.53-10° 245.4 -5.20-10°
PtCl,(Etdab)
I’i I max qmax I min qmin
0.1 277.6 6.52-10° 247.8 -4.40-10°
0.3 279.8 6.01-10° 247.6 -3.7410°
05 280.2 5.32:10° 247.2 -3.46:10°

Taula 4. Valors de | max, |mins Omax. Omin Obtinguts pels espectres de DC dels diferents
lligands i complexos i comparaci6 amb els respectius valors del DNA sense tractar. Els
valors de | s"expressen en nm i els valors de q en graus x cm? x dmol™.
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Amb els resultats obtinguts queda demostrat que tots quatre complexos
modifiquen l'estructura secundaria del DNA, pero I'efecte que provoquen els complexos
amb els lligands diaminocarboxilics és diferent al provocat pels derivats etilics. Els
complexos PtCl,(Hdap) i PtClx(Hdab) estabilitzen la forma B del DNA en les 48 h
d’incubaci6, segurament degut a una millor compactacio de la doble hélix, mentre que els
derivats etilics no aconsegueixen aquesta estabilitzacid. Malgrat que els dos tipus de
complexos presenten una estructura similar, la interaccio del grup arboxilat amb les
bases del DNA segurament és diferent a la interaccié del grup éster, explicant la
diferent distorcio de la doble helix que es genera en cada situacio.

En tots els casos, els complexos PtCl,(Hdap), PtCl,(Hdab), PtClx(Etdap) i
PtCl,(Etdab) presenten un tipus d"estructura similar a la del cisplati, amb dos clorurs en
cis i un lligand bidentat, en comptes de dos grups NH3, i és adequada per la interaccio
covalent amb la doble hélix del DNA. Pero, tal i com s’ha demostrat, I'estructura del
lligand influeix clarament en el tipus d'interaccio i modificacié de I'estructura secundaria

de l'acid nucleic generada per aquesta unié covalent.

4.2.2. Estudi de la interaccié Pt-GMP per RMN-"H.

Els estudis realitzats sobre el mecanisme d*accié del cisplati i els seus derivats
sobre el DNA posen de manifest la preferéncia de coordinacio del metall per les bases
puriques. Concretament, I'adducte que es forma més freqlientment és aquell en el que
I"atom de plati s"enllaca als N7 de dues guanines adjacents.'**®*” Aquesta preferéncia a
la formacié d"adductes a través del N7 de la guanina és deguda principalment a la

basicitat d"aquest N7 (Figura 7).
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Figura 7. Estructura del mono-adducte (A) i bis-adducte (B) Pt-5"GMP

El mecanisme d'acci6 de les drogues antitumorals de plati es pot interpretar en
termes d'una interaccid bifuncional amb el DNA de les cél-lules tumorals (per exemple
amb els N7 de les guanines), donant lloc a la inhibici6 de la replicacié del DNA. L estudi
de la interacci6 dels complexos antitumorals de plati amb nucleodsids o nucledtids facilita
la determinacié6 del mecanisme d'actuaci6’’?® En aquest sentit, s'ha estudiat el
transcurs de la reaccié dels complexos PtCl,(Hdap), PtCl,(Hdab), PtCIl,(Etdap)
PtCl,(Etdab) amb 5-GMP a través de I"espectroscopia de RMN-'H (Figura 8) i els
resultats obtinguts del percentatge d'adducte format en funcié del temps es mostren
en la Figura 9. Les reaccions s"han seguit controlant la disminuci6 de la intensitat del
senyal corresponent al H8 de la 5’-GMP lliure i I'aparicié dels senyals corresponents al
H8 de la 5'-GMP unida al plati. En tots els casos s"ha observat el desplacament cap a
valors de d (ppm) més elevats del H8 de la 5-GMP (8.1 ppm pel H8 de la 5'-GMP lliure;
8.5-8.6 ppm pel H8 de la 5-GMP unida al plati). Aquest fet indica que, en tots els
complexos, el punt de coordinaci6 de la 5'-GMP és la posicido N7. Els temps de vida mitja
determinats (t;,,) corresponen al temps que tarda el 50% de la quantitat de complex

lliure a formar els bis-adductes.
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Figura 8. Espectres de RMN-'H a diferents temps de mesura obtinguts de l'estudi de la
interacci6é dels complexos de Pt(Il) amb 5-GMP. Els espectres s’han enregistrat a 37°C, a
pH=7 i utilitzant D,O amb TMS.
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Figura 9. Representaci6é grafica de I'evolucié en el temps de la interaccié dels complexos
amb 5'-GMP, mostrant clarament la formacié de I'adducte monofuncional i el bifuncional. Els
temps de vida mitja (ti/) de la formacié dels adductes bifuncionals s’han determinat
graficament.

Amb els resultats obtinguts, es fa evident que els complexos PtCl,(Hdap) i
PtCl,(Etdap) tenen uns temps de vida mitja similars (t,,,=4.4 h i 4.7 h, respectivament),
mentre que el complex PtCl,(Hdab) presenta clarament un temps de vida mitja més gran
que PtCl(Etdab) (t».= 7.2h i 2.3 h, respectivament). Per tant, el complex PtCl,(Etdab)
presenta una reaccié amb 5°-GMP bastant rapida (t,,= 2.3h), mentre que el seu analeg
PtCl,(Hdab) reacciona molt lentament. En tots els casos, es forma una petita quantitat
del mono-adducte i va disminuint durant les deu primeres hores. No obstant, la quantitat

i el temps de durada del mono-adducte format pels complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Etdap)
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€s més gran que en el cas dels complexos PtCl,(Hdab) i PtCl,(Etdab) . La reaccio es
completa transcorregudes 24 hores.

La reacci6 dels complexos PtClL(Hdap) i PtCl,(Hdab) amb la 5-GMP déna lloc a
l'aparicié de 4 senyals nous corresponents a H8 resultat de la formacié dels bis-
adductes amb GMP. Les diferents formes possibles que tenen els compostos per
enllacar-se a la 5-GMP so6n quimicament diferents, degut a la naturalesa no simétrica
dels complexos de plati, i haurien de donar lloc a 2 senyals diferents corresponents al
H8 en l'espectre de RMN. Malgrat aix0, la formacié de l'adducte entre 5-GMP i els
complexos racémics de plati dona lloc a 2 diasteroisomers, cada un dels quals dona lloc a
2 senyals H8 per cada punt d'enllag, proporcionant un total de 4 senyals. En el cas del
complex PtCl,(Hdab), els 4 senyals es superposen lleugerament.

Quan s'ha seguit la reacci6 dels complexos PtCl,(Etdap) i PtCl,(Etdab) amb la 5'-
GMP, primer apareixen 4 senyals nous corresponents al H8. No obstant, després de
varies hores un segon grup de 4 senyals de H8 apareix, donant lloc a un total de 8
senyals nous. En el cas de PtCl,(Etdab) els 8 senyals nous es superposen lleugerament.
Augmentant la temperatura a 54°C no s'observa cap alteracié en l'amplada i nombre dels
senyals, indicant que els adductes bis-5GMP estan rotant lliurement. Consequentment,
I'aparicié de 8 senyals nous en comptes de 4 degut a la preséncia de rotamers es pot
segurament excloure. Al mateix temps i velocitat en que apareixien el segon grup de 4
senyals, un segon triplet corresponent al CHs de I'éster etilic apareix a camp més alt que
el senyal original. El fet que el desplagament del triplet sigui a camp alt i la velocitat
sigui molt més lenta que la velocitat de formacié de I'adducte permet considerar que els
ésters etilics s'estan hidrolitzant durant la reaccié. Per tal de corroborar aquest
fenomen, s'han estudiat els espectres de RMN de les solucions dels complexos

PtCly(Etdap) i PtCly(Etdab) (pH=7.0, 37°C) sense 5'-GMP durant 24h (Figura 10).
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Figura 10. Espectres de RMN-'H dels complexos PtCl,(Etdap) i PtCl,(Etdab) en el rang de
0-4.5 ppm, on s’observa la hidrolisi dels grups éster al llarg del temps. Els espectres s’han
enregistrat a 37°C, pH=7 i utilitzant D,O amb TMS.

Altre cop s'observa el desplacament del triplet cap a camp alt. A més, sense la
superposicioé causada per 5-GMP, el quartet originat pel CH, de I'éster etilic s*observa

també desplacat a camp alt.

4.2.3. Estudi de la interaccié Pt-DNA per electroforesi en gel d'agarosa.

El DNA de plasmidi pBR322 (de procedéncia bacteriana) utilitzat és circular i pot
presentar una estructura terciaria definida o superenrotllament. Aquest DNA té un
tamany fixe de 4.36 kbp i les molécules es poden trobar en dues formes: forma circular

covalentment tancada (CCC) que presenta un determinat ndmero de voltes
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superhelicoidals, i la forma circular oberta ©C) que no presenta superenrotllament

(Figura 11).2°

Figura 11. Representacié de les dues conformacions que presenta el plasmidi de DNA
pBR322, la circular covalentment tancada (CCC) i la circular oberta (OC).

Per unes condicions experimentals determinades, la velocitat de migracié de les
dues formes és proporcional al numero de voltes superhelicoidals. De manera que, com
més voltes, més compacta és l'estructura, i augmenta la mobilitat a través del gel.

En general, els complexos metallics poden provocar una disminucié del
superenrotllament o una compactacio del DNA de plasmidi3°***%3® En aquests casos, cal
esperar una variacio en la mobilitat electroforeética de les diferents formes, i per tant,
I'electroforesi permet mostrar les modificacions en l'estructura terciaria del DNA
provocades pels compostos.

Amb aquesta finalitat, s’han estudiat els canvis electroforétics del DNA pBR322
causats pels lligands Hdap i Hdab i els corresponents complexos de plati (11) després de
24 h d'incubaci6 amb el plasmidi a 37 °C, i s’han comparat amb dos controls:

a. Control negatiu: plasmidi sol.

b. Control positiu: plasmidi incubat amb el cisplati a les mateixes raons molars

que els altres compostos (ri= 0.3, 0.5).

El cisplati s'utilitza com a control positiu perqué les modificacions que causa ja
s6n conegudes.®* Se sap que per raons molars de complex moderades provoca un retard
en la mobilitat electroforética de la forma CCC degut a una disminuci6 en el nimero de

voltes superhelicoidals, i augmenta lleugerament la mobilitat de la forma OC com a
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consequéncia d"una certa compactacié de la molecula (formacié de microplegaments en la

doble hélix).

Els resultats obtinguts de lanalisi electroforétic del DNA tractat amb els
lligands Hdap-HCI i Hdab-2HCI i els respectius complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) es

mostren en la Figura 12.
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Figura 12. Patr6 de mobilitat electroforética del DNA de pBR322 natiu i incubat amb els
compostos, essent A=cisplati, B=Hdap-HCI, C=Hdab-2HCI, D=PtCl,(Hdap) i E=PtCl,(Hdab).
El senyal superior correspon a la forma OC del DNA, i el senyal inferior a la forma CCC.

En la imatge del patré de mobilitat es pot veure l'efecte del cisplati a
concentracions moderades, provocant un retard de la mobilitat electroforética de la
forma CCC i un lleuger augment de la mobilitat de la forma OC, de manera que s'observa
nomes un sol senyal.

Com es pot observar, els lligands Hdap-HCI i Hdab-2HCI no modifiquen de forma
significativa la mobilitat electroforética ni de la forma OC ni de la forma CCC. Aixo pot
suggerir que, o bé els lligands no tenen prou capacitat per modificar l'estructura
terciaria del DNA, o bé que els canvis que produeixen no sén prou importants com per
detectar-se per electroforesi. En els estudis de dicroisme circular s’havia apreciat que
aquests lligands no modificaven lI'estructura secundaria de la doble hélix degut a la poca
capacitat d'interaccionar covalentment amb el DNA. Aguesta manca d'interacci6 podria

explicar els resultats observats en el patré electroforétic. Els complexos PtCl(Hdap) i
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PtCl,(Hdab), en canvi, mostren un comportament diferent al dels respectius lligands. En
aquests complexos s'observa un lleuger avang de la forma CCC i de la OC, que es pot
interpretar com un augment de la compactacio del DNA, ja que a l'augmentar el grau
d'enrotllament, les molécules de plasmid poden circular més facilment a través dels
porus del gel.

Tot i aixo, per tal de comprovar que els resultats observats en els complexos son
deguts a I'efecte que aquests produeixen sobre I'estructura del DNA i no a I'estat en qué
es troba el DNA, s’han enregistrat les imatges de AFM d'aquests compostos i dels
respectius lligands, incubats amb el plasmidi en les mateixes condicions emprades que en

electroforesi.

4.2.4. Imatges de microscopia de forces atomiques.

S*ha visualitzat l'efecte que els complexos PtCly(Hdap) i PtCl,(Hdab) i els
corresponents lligands produeixen sobre l'estructura del DNA a través de AFM,
utilitzant DNA de plasmidi pBR322, el mateix que s‘ha emprat en I'estudi
electroforetic.

Com s'ha comentat anteriorment, els complexos metallics poden induir una
variacio del superenrotllament i una compactaciéo del DNA de plasmidi, fenomens que
queden reflexats en les imatges de AFM.

Els canvis estructurals provocats per la interacci6 dels complexos de plati amb el
DNA transcorregudes 24 hores d'incubacié a 37 °C es mostren en la Figura 13. En cada

cas, s'ha comparat amb I"efecte provocat pels lligands i el DNA lliure.
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Figura 13. Imatges de AFM del pBR322 sol (figura A) i del pBR322 incubat amb els lligands
Hdap-HCI i Hdab-2HCI (figures B i D respectivament) i els complexos PtCl,(Hdap) i
PtCl,(Hdab) (figures C i E respectivament) a 37°C i durant 24 hores.
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Com es pot observar en les imatges, el DNA no tractat (Figura 13, A) presenta la
seva estructura circular covalentment tancada. Les imatges del DNA tractat amb els
lligands Hdap i Hdab (Figura 13, B i D) mostren clarament que [I'estructura circular
pateix un cert enrotllament i a més el DNA es troba agregat de forma molt important.
Aguests efectes s'atribueixen a la capacitat que tenen aquests lligands d'interaccionar
amb el DNA per unions débils de tipus pont d’hidrogen?>° Els lligands Hdap i Hdab
presenten en la seva estructura diversos punts possibles per aquest tipus d'interaccio, el
grup carboxilat i els dos grups amina. Aquest nombre elevat de punts d'interaccié
explicaria la modificaci6 estructural de la doble hélix i perque I'agregacié de molecules
de DNA és tan important. Existeixen diversos estudis en els que es demostra la
formacié denllacos debils per pont d’hidrogen intermoleculars entre els aminogrups
d'amines i acids nucleics i el grup carboxilat de diaminoacids, entre ells el 2,3-
diaminopropionat i el 2,4-diaminobutirat.® Per tant queda demostrat que els lligands
Hdap-HCI i Hdab-2HCI poden interaccionar amb el DNA a través d'enllacos debils per
pont d’hidrogen i modificar I'estructura terciaria i la compactacié. Tot i aix0, aquests
canvis no son prou importants com per observar-se en l'electroforesi en gel d'agarosa. En
les imatges dels complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) (Figura 13, C i E) s'observa com el
DNA pateix una important modificacié de la compactacio de la seva estructura de forma
meés intensa que en els respectius lligands, i el que també és remarcable, s*aprecia un
augment de I'agregacio de les molécules de DNA, en aquest cas de forma menys intensa
que en els lligands. Aquest doble efecte es pot explicar, per una banda, per la interaccio
covalent del plati amb el DNA, de manera que aquesta unié provoca la deformacié de
I'estructura de la doble helix, i per laltre, I'accié del lligand d'unir entre si diferents
molécules de DNA per interaccions deébils. L'augment de la compactaci6 del DNA
explicaria l'avancg de les formes OC i CCC observat en 'electroforesi en gel d'agarosa.

Per tant, a través de les imatges de AFM s’ha evidenciat la capacitat d'interaccié
dels lligands amb el plasmidi a través d'interaccions per pont d’hidrogen, i la capacitat
d’interacci6 covalent i per pont d’hidrogen dels complexos de plati estudiats, generant-

se en tots els casos una variacié de la compactacié i agregacio de les molécules de DNA.
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4.2.5. Assaigs de proliferacio cel-lular.

La finalitat daquests assaigs és I'estudi dels efectes que produeixen els
complexos de plati en el creixement in vitro d'una linia cel-lular i determinar el valor de
la 1Cso (concentracié de complex en la qual es produeix el 50% de mort cel-lular).!?°3%3’

Per establir el numero de cél-lules vives que queden després del tractament
realitzat amb els complexos s"ha utilitzat un reactiu cromofor basat en sals de tetrazol
com a indicador de la viabilitat cel-lular. Aquesta tecnica es basa en el fet que els
mitocondris de les cél-lules vives poden reduir les sals de tetrazol (de color groguenc) a
derivats de formaza de color taronja-vermell6s. Aquest procés de reduccid requereix
mitocondris funcionals els quals quedarien inactivats al poc temps de comencgar el procés
de mort cellular. Per aix0, aguest métode proporciona una eina Util per la discriminacié
entre cel-lules vives i mortes.

El temps d’incubacio amb aquest reactiu depen de la capacitat metabolica de les
cel-lules. Normalment, per obtenir un augment significatiu de la intensitat de color son
suficients de dues a cinc hores d'incubaci6 a 37°C. Transcorregut el temps necessari, es
comptabilitza el nimero de ceéllules vives en funcié d'aquesta intensitat, mesurada a

través d'un lector ELISA. Com més elevada és la intensitat, més gran és el percentatge

de cél-lules vives.

La citotoxicitat dels complexos de plati s’ha determinat per incubacio durant 72h
a 37 °C en la linia cel-lular A431 (linia de carcinoma epidermoide), i durant 24, 48i 72 h
en les linies cel-lulars HelLa (linia de carcinoma huma d"uter) i HL60 (linia de leucemia
aguda promielocitica). Els resultats obtinguts s’han comparat amb els del cisplati i
carboplati. Els efectes dels complexos en la proliferacio cellular es mostren
representats com a percentatge (%) de supervivencia en front de la concentracio de

complex (nM), tal i com es pot veure en la Figura 14, la Figura 15, i la Figura 16.
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Figura 14. Corbes de citotoxicitat de la linia A431 incubada amb els complexos cisplati,
PtCl,(Hdap), PtCl;(Hdab) durant 72 h a 37 ©C.

En la linia cel-lular A431*® s'observa que els complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab)
provoquen una disminucié progressiva de la supervivéncia celllular a mesura que la
concentraciéo de complex augmenta, essent el complex PtCl,(Hdab) més efectiu que el
complex PtCl,(Hdap) (ICso = 161 nM i 208 nM, respectivament) (Taula 5). Per altra
banda, el cisplati presenta un efecte molt més drastic en la mort cel-lular (1Cso= 26.5
nM). A partir d'aquests assaigs es posa de manifest que els complexos PtCl,(Hdap) i
PtCl,(Hdab) presenten activitat biologica, requerint concentracions de complex bastant
més elevades que el cisplati per assolir els mateixos efectes que aquest. Aquesta
diferencia dactivitat biologica entre el cisplati i els complexos de plati sintetitzats
podria ser deguda a la diferent solubilitat en aigua i al tamany de I"estructura. Els
complexos de Pt(11) estudiats presenten un tamany molecular més gran que el cisplati i
aix0 podria dificultar el transport a través de la membrana cellular. A meés, els
complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) al ser més solubles en aigua que el cisplati poden
tenir més dificultat per atravessar la membrana cel-lular, de manera que l'entrada a
linterior de la cél-lula podria ser més lenta i el seu efecte es veuria retardat respecte al
del cisplati. A més, cal remarcar que el complex PtCl,(Hdab) es mostra més efectiu que
el PtCl,(Hdap) degut segurament a la seva menor hidrosolubilitat com a conseqiéncia de

la longitud més gran de la cadena carbonada.
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La linia cel-lular A431 es caracteritza per tenir un temps de duplicacio molt gran
(90-100h) mentre que altres linies cel-lulars com la HeLa tenen temps de duplicacié més
baixos (35-40h). Aquest inconvenient de la linia cel-lular A431 va fer que s'optés per

utilitzar una linia cel-lular que presentés un creixement més rapid.

En la linia cellular HeLa s'ha realitzat I'estudi de lactivitat citotoxica dels
complexos PtCly(Hdap) i PtCl,(Hdab) a diferents temps d'incubacio (24 h, 48 h, 72 h) i
s"ha comparat amb l'activitat biologica del cisplati i carboplati. Tal i com es pot observar
en la Figura 15, els dos complexos sintetitzats provogquen una disminucié del percentatge
de supervivencia cel-lular a mesura que augmenta la concentracié de complex, assolint
una supervivéencia cel-lular nul-la a una concentracié de 400 nM (a 48 h i 72 h), molt
similar a l'assolida pel carboplati (350 mM) i molt més gran respecte a l'assolida pel
cisplati (25 nM). Observant les corbes de citotoxicitat corresponents es podria dir que
el comportament dels complexos resulta més proper al comportament del carboplati que
al del cisplati, resultat realment interessant si es té en compte que l'avantatge que
presenta el carboplati respecte al cisplati és una millor dosificacié deguda a la cinética

d’hidrolisi més lenta.
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Figura 15. Corbes de citotoxicitat de la linia cel-lular HelLa incubada amb el cisplati,
carboplati i els complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) durant 24h, 48h i 72h a 37 ©C.

En aquesta linia cel-lular, el comportament del cisplati i carboplati esta d'acord
amb els resultats citats en la bibliografia2°*%*"*24% En tots els casos, 'efecte biologic a
24 hores d'incubacio és menor que l'observat a 48 i 72 hores. En el cisplati, carboplati i
PtCly(Hdap) la mort cellular és més important a mesura que augmenta el temps
d’incubacio, pero en canvi en el complex PtCl,(Hdab) s'observa una lleugera menor
supervivéncia cel-lular a 48 hores que en 72 hores. Aquest fenomen podria ser degut al
fet que les cellules que queden vives, les quals presenten el seu DNA intacte, s’han
replicat, augmentant aixi el percentatge de cél-lules vives. A més, segons les corbes de
citotoxicitat, el complex PtCl,(Hdab) es mostra més actiu que el carboplati i el

PtCl,(Hdap) a les 24 hores d'incubacio, invertint-se aquest efecte al augmentar el temps

d'incubacid.
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En la linia HL60, de la mateixa manera que en Hela, sha estudiat l'activitat
citotoxica dels complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) a tres temps d'incubacio diferents
(24, 48 i 72 h), i els resultats s’han comparat amb el comportament del cisplati i
carboplati incubats en les mateixes condicions. Les corbes de supervivencia cel-lular

obtingudes es mostren en la Figura 16.

Cisplati (mM) Carboplati (mM)

PtCl ,(Hdap) (TM) PtCl ,(Hdab) (mM)

Figura 16. Corbes de citotoxicitat de la linia cel-lular HL60 incubada amb el cisplati,
carboplati, PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) durant 24, 48 i 72 h a 37 ©C.

A través dels resultats obtinguts es pot observar que tots els complexos
presenten activitat citotoxica en aquesta linia cel-lular i que en tots quatre compostos
'efecte citotoxic més gran s'assoleix a 72 h. En aquesta linia cel-lular, com en les altres
ja estudiades, el cisplati provoca un efecte molt important de manera que a
concentracions baixes el percentatge de mort cellular ja és molt gran, tal i com

reflecteixen els valors de I1Cso (Taula 5).
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El comportament dels complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) segueix la mateixa
tendencia que el carboplati, ja que el percentatge de supervivéncia cel-lular disminueix
gradualment a l'augmentar la concentracié de complex, requerint-se més quantitat de
compost per assolir el mateix resultat que el cisplati. Després de 24 h d'incubacio, el
complex PtCl,(Hdab) és el que es mostra més actiu amb un valor de 1C5o =150 M, essent
els valors de ICso del carboplati i PtCl,(Hdap) de 243 niM i 265 nM respectivament.
Després de 48 i 72 h dincubacid, el carboplati és el que mostra un efecte més
remarcable. Comparant l'activitat dels dos complexos sintetitzats, el PtCl,(Hdab) és més
actiu que el seu analeg, degut segurament a la seva major hidrofobicitat, la qual li

permet atravessar la membrana cel-lular i accedir a l'interior de la cél-lula més facilment.

A431 24h  48h 72h
Cisplati 26.64
PtCl,(Hdap) 207.9
PtCl,(Hdab) 161
Hela 24h  48h 72h
Cisplati 20 8 4

Carboplati 380 125 70
PtCl,(Hdap) | 340 220 165

PtCl,(Hdab) | 330 230 215

HL-60 24h  48h 72h

Cisplati 12.5 3 2.5
Carboplati 243 60 30
PtCl,(Hdap) | 265 200 160

PtCl(Hdab) | 150 113 95

Taula 5. Valors de ICsq (concentracio de complex en la qual es produeix el 50% de mort
cel-lular) expressats en mM per cada un dels complexos de Pt (Il) estudiats, en les linies
A431, Hela i HL60.

L'activitat dels complexos és diferent segons la linia cellular i el temps

d’incubacio. En temps d'incubacio alts (72h), el complex PtCl,(Hdab) és més actiu en les
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linies cel-lulars A431 i HL60, mentre que PtCl,(Hdap) és més actiu en HelLa. En temps
d'incubacié baixos (24h) la diferéncia d'activitat entre aquests dos complexos és més
remarcable i significativa en la linia cel-lular HL60. A més, h linia HL-60 sembla més
sensible als tractaments amb els complexos de plati segurament pel diferent origen
cel-lular. La linia HL-60 és una linia hematopoietica, mentre que les altres dues son linies
epitelials. La naturalesa epitelial pot fer que les cél-lules resisteixin més a les agressions

fisico-quimiques, ja que normalment els epitelis hi estan més exposats.

L*activitat dels complexos PtCl,(Etdap) i PtCl,(Etdab) s"ha hagut d'estudiar
utilitzant un 12% de DMSO per poder-los solubilitzar. L'inconvenient d'utilitzar aquest
dissolvent és que pot resultar toxic per les cél-lules ja que provoca efectes nocius en la
membrana cel-lular. Per aquest motiu, de forma paral-lela s*ha hagut de realitzar un
estudi control utilitzant només una dissoluci6 de DMSO del 12%. Els assaigs de
proliferacié cel-lular s’han realitzat en les linies cel-lulars A431 i HL-60 a 37°C i 72 h

d'incubacio. Els resultats obtinguts es mostren en la Figura 17.
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Figura 17. Corbes de citotoxicitat de les linies A431 i HL-60 incubades amb els complexos
PtCl,(Etdap) i PtCl,(Etdab) durant 72h a 37°C.

Tal i com es pot veure en la Figura 17 els complexos PtCl,(Etdap) i PtCl,(Etdab) en
la linia A431 no presenten activitat biologica sota les condicions d'assaig emprades ja
qgue no produeixen una disminucio de la supervivencia cel-lular. De la mateixa manera, el
control de 12% DMSO tampoc sembla afectar la mort cellular. En la linia HL-60
s'observa una disminucié de la supervivéencia cellular tant en el tractament dels
complexos com en els controls. Aix0 suggereix que el percentatge del 12% de DMSO
emprat resulta toxic per la céllula, de manera que probablement I'efecte antitumoral
dels complexos en aquesta linia cel-lular queda emmascarat per I'efecte del dissolvent.

Per tal de comprovar si la inactivitat dels complexos observada en la linia cel-lular

A431 i l'efecte observat en la linia HL-60 és degut a la preséncia del DMSO s'ha
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mesurat l'activitat del cisplati incubat en les mateixes condicions i linies cel-lulars que

PtCly(Etdap) i PtCly(Etdab). Els resultats es mostren en la Figura 18.
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Figura 18. Corbes de citotoxicitat de les linies cel-lulars A431 i HL-60 incubades amb
cisplati en preséncia d'un 12% de DMSO, durant 72h a 37°C.

Com es pot observar, l'activitat del complex queda totalment anul-lada. Aquest
fet indica que la preséncia dun 12% de DMSO provoca un canvi en lactivitat dels
complexos. Aguest fenomen es pot associar a la capacitat del plati a coordinar-se amb
latom de sofre del DMSO, desplacant-se els lligands clorur i obtenint un bloqueig de
lactivitat del complex ja que I'atom metal-lic no té cap posicié lliure per unir-se amb el
DNA. El fet que s'observi toxicitat del control de DMSO en la linia cel-lular HL-60 i no
en la linia A431 pot ser degut a la major sensibilitat que presenta la linia HL-60 als

tractaments i agressions.

4.2.6. Determinacié de la mort cel-lular per apoptosi.

4.2.6.1. Citometria de flux.

Per coneixer la causa de la mort cel-lular observada en els assaigs de proliferacio

s'’ha realitzat un estudi de determinacié del nimero de cel-lules apoptotiques mitjangant

la citometria de flux.**4°4®
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En les cél-lules vives els fosfolipids de la membrana plasmatica es distribueixen
assimetricament, i la fosfatidilserina es localitza en la cara interna de la membrana.
Durant el procés d'apoptosi, les cél-lules modifiquen la distribuci6 dels fosfolipids de la
membrana passant la fosfatidilserina a la cara externa de la membrana. Per determinar
el nimero (percentatge) de ceél-lules apoptotiques s'utilitza un doble marcatge amb
annexina V (An) i iodur de propidi (P1). Les cel-lules vives tenen la capacitat d'excloure la
coloracié amb PI del seu DNA, mentre que I'annexina V s'uneix a la fosfatidilserina de la
cara externa de la membrana. Aixi, tenyint les cel-lules amb una combinacié d’annexina V

i PI és possible detectar:

-Cél-lules vives no apoptotiques: An -/ PI -

-Cél-lules en apoptosi recent: An +/ Pi -

-Cél-lules en apoptosi tardana i/o necrosi: An +/ Pl +

-Cel-lules necratiques (generalment produides en resposta a una gran lesié deguda

a una sobredosi d'agent citotoxic): An -/ Pl +.

Agquests percentatges s'obtenen del tractament informatic de les dades que déna
el citometre a partir de la dispersio de la poblacié cel-lular. En tots els casos cal un
control previ amb cél-lules sense tractar.

Els citogrames obtinguts de les cél-lules tractades amb els diferents complexos,
PtCl,(Hdap), PtCl,(Hdab) i carboplati a una concentraci6 de 150 nM i amb cisplati a una
concentracié de 15 nM, durant 48 hores d'incubacio, es mostren en la Figura 19. Com a
control s'utilitza cél-lules HL60 sense tractar. Les cél-lules vives (An-/P1-) apareixen en
el quadrant baix-esquerre (R1), les cél-lules apoptotiques recents (An+/P1-) apareixen en
el quadrant baix-dreta (R2), i les cel-lules apoptotiques tardanes (An+/P1+) apareixen en
el quadrant dalt-dreta (R3). El quadrant dalt-esquerre (R4) correspon a cellules
necrotiques PIl-, les quals presenten la membrana molt degradada o fins i tot la cél-lula

ja esta fragmentada, de manera que només incorporen Pl.
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Figura 19. Citogrames obtinguts de les cel-lules HL60 incubades durant 48h amb els
complexos cisplati (15 mM), carboplati (150 niv), PtCl,(Hdap) (150 mM), i PtCl,(Hdab) (150

mM). El control correspon a les cél-lules HL60 sense tractar.

Els percentatges de les cel-lules, respecte el total de la poblacio, que es troben

en les diferents fases de mort cel-lular es mostren en la Taula 6.
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Tractament| % cél-lules % cél-lules % cel-lules en % cel-lules
vives apoptotiques  apoptosi tardana necrotiques
(R1) (R2) (R3) (R4)
Control 83.21 2.99 10.82 2.99
Cisplati 14.18 16.56 47.04 21.92
Carboplati 43.0 8.15 16.89 31.96
PtCl,(Hdap) 71.02 6.18 20.04 2.76
PtCl>(Hdab) 17.46 8.55 26.98 26.98

Taula 6. Valors del % de cél-lules apoptotiques (An+/PI-) i cél-lules necrotiques o en
apoptosi tardana (An+/Pl+) obtinguts en la incubaci6 d'una poblaci6 de cel-lules HL60
durant 48 h amb els complexos cisplati (15 mM), carboplati (150 mM), PtCl,(Hdap) (150
nmM), i PtCl,(Hdab) (150 mM).

Aquests percentatges s'obtenen del tractament informatic de les dades que dona
el citometre a partir de la dispersio de la poblacié cel-lular. Com es pot observar en les
dades presentades, el cisplati és el complex que mostra un nombre més gran de cél-lules
apoptotiques (16.56%) després de 48 h d'incubacio, tot i estar en una concentracié molt
més baixa que els altres complexos. Cal tenir en compte que el cisplati és molt actiu, i si
s’hagués utilitzat una concentracié molt elevada d'aquest compost s’hauria obtingut un
elevat grau de mort cellular en estat de necrosi, de manera que no s’haurien pogut
observar les cel-lules en apoptosi recent.

El carboplati i els complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) mostren un percentatge
de cél-lules apoptotiques recents més baix, de lI'ordre del 8%. D'aquests tres complexos,
el que presenta un nimero més gran de ceél-lules vives és el PtCl,(Hdap) (71.02%), mentre
que PtCly(Hdab) és el que mostra un percentatge més baix de cél-lules vives (17.46%).
Aguest efecte de la supervivencia celllular ja s’havia observat en els assaigs de
proliferacio cel-lular, on per una concentracio de 150 mM de compost i amb un temps
d’incubaci6 de 48h, el percentatge de supervivéncia cel-lular era més gran pel complex
PtCly(Hdap). El complex PtCl,(Hdab) és el que presenta un percentatge més gran de

cél-lules ja degradades a les 48 h d'incubacio.
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Amb aquests resultats s’ha pogut demostrar que els complexos sintetitzats
provoquen una mort cel-lular per apoptosi i que es segueix el procediment de degradacio
cel-lular tipic d'aquest fenomen fins a arribar a una fragmentacio total de la cel-lula.

Per tal de corroborar el fenomen dapoptosi, en les céllules control i les
tractades s'ha realitzat una extraccié del DNA i s’ha analitzat per electroforesi en gel
d'agarosa per tal dobservar el patro tipic de fragments de 200 pb que produeix

I'apoptosi. Els resultats es mostren en I'apartat seguent.

4.2.6.2. Electroforesi en gel d*agarosa del DNA cel-lular.

El patré electroforétic obtingut del DNA extret de les céllules tractades amb
una concentracié de 150 nM dels complexos durant 72 hores es mostra en la Figura 20.
Els resultats es comparen amb un control de DNA extret de céellules HL60 ®nse

tractar (C) i un marcador molecular (MM).

Figura 20. Patrd electroforétic del DNA extret de les cel-lules HL60 tractades amb els
complexos PtCl(Hdap) (1) i PtCl,(Hdab) (2) a una concentraci6 de 150 mM durant 72 h,
carboplati (3) a una concentracié de 150 mM, i cisplati (4) a una concentracié de 15 mM.
MM= marcador molecular, C= control.
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Com es pot veure, el control presenta una banda dalt pes molecular (21 KDa)
corresponent al DNA genomic sense fragmentar i una banda molt intensa a la part
inferior, que correspon majoritariament a RNA i una mica de DNA de baix pes molecular.
En les cél-lules apoptodtiques aquesta banda tan intensa ja no apareix perqué el RNA esta
degradat i surt del gel.

En les condicions emprades i comparant amb I"efecte del carboplati i cisplati,
s'observa que el complex PtCly(Hdap) no genera apoptosi, mentre que el complex
PtCl,(Hdab) provoca una fragmentaci6 del DNA generant fragments de 200 pb
caracteristics de |"apoptosi. Es va repetir I'experiment augmentant la concentracio dels
complexos PtCly(Hdap) i PtCl,(Hdab) a 300 M, i en aquest cas, es va observar el patré

tipic de l'apoptosi per tots dos complexos (Figura 21).

Figura 21. Patr6 electroforétic del DNA extret de les cél-lules HL60 tractades amb els
complexos PtCly(Hdap) (1) i PtClx(Hdab) (2) a una concentraci6 de 300 mM durant 72 h,
carboplati (3) a una concentraci6 de 150 mM, i cisplati (4) a una concentracié de 15 nmM.
MM= marcador molecular, C= control.
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Amb aquests resultats es demostra que el complex PtCl,(Hdab) es mostra més
efectiu que el seu analeg, generant de forma més rapida la fragmentaci6 del DNA de les

cel-lules apoptotiques.

5. CONCLUSIONS.

- S’han sintetitzat i caracteritzat quatre complexos de Pt(I1), PtCl,(Hdap), PtCl,(Hdab),
PtCl,(Etdap) i PtCl,(Etdab), els quals presenten geometria cis, dos lligands labils de tipus

clorur i un lligand diaminoquelatant.

- Els complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) sén parcialment solubles en aigua, ja que
presenten un grup carboxilic, mentre que els complexos PtCl,(Etdap) i PtCl,(Etdab) son

solubles en dissolvents com DMSO i DMF.

- Els estudis de DC han demostrat que els lligands Hdap-HCI, Hdab-2HCI, Etdap-2HCI i
Etdab-2HCI no interaccionen covalentment amb el DNA i per tant no modifiquen la seva
estructura secundaria, ja que no generen canvis significatius en lI'espectre del DNA-Calf

Thymus.

- Els estudis de DC han mostrat, en canvi, que els quatre complexos de Pt(11) presenten
la capacitat d'interaccionar amb el DNA, modificant la seva estructura secundaria. Els
complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) formen adductes intracadena cis-bifuncionals
generant lI'obertura de I'hélix degut al canvi d'empaquetament de les bases nitrogenades.
Els adductes que formen els complexos PtCl,(Etdap) i PtCl,(Etdab) generen un canvi en la
conformacié del DNA de la forma B a la forma C. Per tant, el tipus de substituent que

conté el lligand influeix en el tipus d'interaccio complex-DNA.
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- Amb lestudi per RMN-'H de la interacci6 Pt-5GMP s’ha comprovat que el mecanisme
d’interaccio dels quatre complexos és a través d'un enllag Pt- N7 de la guanina, i que els

grups éster etilic s’hidrolitzen en les condicions de |*assaig.

- A través de les imatges de AFM i del patré electroforetic s’ha comprovat que els
lligands Hdap-HCI i Hdab-2HCI generen un lleuger augment de la compactacié del DNA
pBR322 i una agregacio important de les molecules del plasmidi degut probablement a la

capacitat de generar interaccions deébils per pont d’hidrogen amb l'acid nucleic.

- A través de AFM i electroforesi en gel dagarosa s’ha comprovat que els complexos
PtCly(Hdap) i PtCly(Hdab) modifiquen l'estructura terciaria del plasmidi pBR322
augmentant de forma important la seva compactacio i agregacio. Aquest efecte és degut
a la capacitat d’aquests complexos de formar per una banda enllagos covalents amb el
DNA a través del metall i per altra banda enllacos per pont d'hidrogen a través del

lligand.

- S’ha estudiat l'activitat in vitro dels complexos PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) en les linies
cel-lulars A431, HelLa i HL60. El dos compostos son actius en les tres linies cel-lulars
essent llur activitat més baixa que la del cisplati i carboplati. Tot i aixo el comportament

general dels dos complexos sintetitzats segueix la tendéncia del carboplati.

- L'activitat citotoxica depén de la linia cel-lular i del temps d'incubacié. En temps
d’'incubacié baixos (24h) és el complex PtCl,(Hdab) el que es mostra més actiu en les
linies HelLa i HL60, ja que al ser meés lipofilic que PtCly(Hdap) pot atravessar més
facilment la membrana cel-lular i accedir més rapidament al DNA. En temps d'incubacio
alts (72h), el complex PtCl,(Hdab) és més actiu en les linies cellulars A431 i HL60,

mentre que PtCl,(Hdap) és més actiu en la linia HelLa.

-L'activitat dels complexos PtCl,(Etdap) i PtCl,(Etdab) s’ha estudiat en la linia cel-lular

A431 i HL-60 en presencia d'un percentatge de DMSO del 12% per tal de millorar la
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solubilitzacié dels compostos. En aquestes condicions els complexos es mostren inactius.
Aquest efecte s’ha comparat amb el presentat pel cisplati sota les mateixes condicions, i
s’ha observat que l'activitat d'aquesta droga esdevé nul-la. La capacitat d'interaccio del
DMSO amb el plati pot bloquejar les posicions que té el complex disponibles per

interaccionar amb el DNA i inactivar-lo.

- A través de la citometria de flux s’ha comprovat que la mort cel-lular causada per
aguests complexos és principalment per apoptosi i no per necrosi, essent el complex
PtCl,(Hdab) el que mostra mort cel-lular per apoptosi a una concenracié més baixa que el
seu analeg PtCl,(Hdap). L"electroforesi en gel d*agarosa del DNA tractat amb aquests
complexos déna lloc al patro tipic que genera I'apoptosi, observant-se la fragmentacié

del DNA en fragments de 200 pb.
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SINTESI | CARACTERITZACIO DE NOUS COMPLEXOS DE Pt
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Sintesi i caracteritzacio de nous complexos de Pt(Il) amb lligands diaminoquelatants
contenint aminoacids com a substituents. Estudi de llur interacci6 amb el DNA i de
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1. RESUM.

En aquest capitol es descriu la sintesi i caracteritzacié de vuit nous complexos de Pt
(1) amb lligands diaminoguelatants que contenen subtituents de tipus aminoacid (éster
metilic de L-alanina, L-alanina, L-fenilalanina i éster metilic de L-triptofa). L*activitat
biologica d'alguns d'aquests compostos s'avalua en varies etapes: 1. interaccié amb el
DNA; 2. mecanisme d'actuacié a través de la interacci6 Pt-GMP; 3. percentage de
supervivéncia cel-lular; 4. tipus de mort cel-lular. A través dels espectres de dicroisme
circular es demostra com la majoria d'aquests tipus de compostos interaccionen amb el
DNA de forma similar al carboplati després de 48 h dincubacio, i a través de les
variacions del desplacament electroforetic en gel d‘agarosa s'aprecia com aquests
complexos també modifiquen I'estructura terciaria de l'acid nucleic després de 24 h
d’'incubaci6. La interaccio Pt-DNA es visualitza a través de les imatges de microscopia de
forces atomiques (AFM). El mecanisme d'actuacio d*aquesta classe de complexos s*ha
estudiat a través de la interaccié Pt-5GMP per RMN-'H, mostrant-se clarament que
I'enlla¢ de lI'adducte format és a traveés de la posicié N7 de la guanina. S*ha determinat
el temps de vida mitja (t;,») de la formacié dels adductes bifuncionals Pt-5'GMP.

Els complexos que tenen I*alanina com a substituent inhibeixen de forma remarcable
la supervivencia cel-lular en les linies HelLa (linia de carcinoma huma d'tter) i HL60 (linia
de leucémia aguda promielocitica), mostrant una tendencia similar al carboplati. L'efecte
citotoxic dels complexos que contenen la fenilalanina no és tan important, i a més la
disminucio de la supervivencia cel-lular que provoquen en funcié de la concentracio de
complex és poc intensa. Aquests dos tipus de complexos serveixen d'exemple per poder
veure com la voluminositat dels lligands afecta el transport d'aguests compostos a
través de la membrana cel-lular, i en definitiva a llur activitat antitumoral. Els estudis
realitzats per citometria de flux permeten comprovar que la mort cel-lular observada en
els assaigs de proliferacio es produeix per apoptosi i no per necrosi.

Els complexos del triptofa es mostren tan insolubles en medi aquds i en molts

dissolvents organics, que no han estat escollits per I'estudi de l'activitat biologica.
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2. INTRODUCCIO
L*éxit del cisplati en la terapia del cancer prové de la seva habilitat per unir-se
covalentment al DNA i els canvis estructurals que produeix sobre aquest han pogut ser

observats per microscopia de forces atomiques."?**

En els darrers anys s"han
desenvolupat nous complexos de Pt(11) menys toxics que el cisplati i alguns d'ells han
estat estudiats satisfactoriament com a agents antitumorals actius.>®® La uni6 de grups
bioactius a complexos de plati representa una bona aproximacio al desenvolupament de
nous compostos de plati amb una activitat més alta sobre cel-lules tumorals i/o menor
toxicitat sobre cel-lules sanes. Com a grups bioactius s’han utilitzat ntercalladors de
DNA, aminoacids, entre altres, obtenint-se resultats interessants respecte a l'activitat
i/0 especificitat.’*°

En aquesta linia d'estudi, des de I'any 1975 s"han descrit diversos complexos de
Pt(11) amb aminoacids.''"? Els compostos de Pt amb aminoacids, péptids i llurs derivats
han atret I|'atenci6 de molts cientifics des de fa molt de temps, i després del
descobriment de les propietats antitumorals dels complexos de plati, llur estudi ha

generat un interés addicional.'®

Tota una gran varietat de compostos d*aquest metall
amb lligands NH; i aminoacids han estat preparats i analitzats," de manera que sha
detectat activitat antitumoral en alguns compostos en els quals I'estructura cis-PtCl, ha
estat enllacada a molécules portadores com a lligands inerts (per exemple terc-
butilamina i aminoacids N-coordinats). La sintesi de nous compostos de plati amb
aminoacids es basa en la possibilitat de transportar de forma selectiva i facil la fraccio
antitumoral Pt(NH;)** a través de la membrana cap a I'interior de les cél-lules tumorals,
ja que els aminoacids son utilitzats com a nutrients pel creixement cel-lular*

Per tant, els aminoacids son lligands interessants, no només per llur importancia
bioldgica, sin6 també per la gran varietat de complexos que formen amb els metalls, i a

més poden transportar espécies de plati a través de la membrana cel-lular.!>*°*"'®

Tenint en compte aquestes propietats, s*ha realitzat la sintesi de nous complexos
de Pt(11) amb lligands diaminoquelatants (de 2C i 3C) contenint tres tipus d*aminoacids

diferents com a substituents (L-alanina, L-fenilalanina i L-triptofa) (Figura 1). S*ha
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estudiat I"activitat citotoxica de cada compost soluble en aigua i s*ha estudiat el
mecanisme d'actuacié a través de la interaccio amb el DNA i 5'-GMP. En cada cas s'ha
analitzat quines diferéncies s"observen en els resultats obtinguts segons la longitud de

la cadena del lligand diaminoquelatant i segons el tipus de substituent de I*aminoacid.

2 J\ J\COOCH
CI /N:)l\ coocHz CIN /Ng\w 3
o \N oS

PtCl,(dap-Metala) PtCl,(dab-Metala)

J\ | H2 J\COOH
(:|\ ,N COOH C\ /
o N o’ N

PtCl,(dap-ala) PtCl,(dab-ala)

| 0

H

2 N COOH
H

PtCl,(dap-phe) PtCl,(dab-phe)

E% f%f

o, / COOCH3
o \

H2

PtCl,(dap-Mettrp)

H2

PtCl,(dab-Mettrp)

Figura 1. Estructura dels complexos de Pt(l1) sintetitzats i estudiats.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAL 1 INSTRUMENTACIO
3.1.2. Material.

Els reactius comercials han estat emprats sense purificacio previa: acid d,I-2,3-
diaminopropionic  monohidroclorat 98%  (Aldrich), acid d,|I-2,4-diaminobutiric
dihidroclorat (Aldrich), bicarbonat sodic (Panreac), acid clorhidric 37% (Aldrich), di-
terc-butil dicarbonat 97% (Aldrich), N-metilmorfolina 98% (Aldrich), cloroformiat
d’isobutil 97% (Aldrich), acid citric (Panreac), sulfat magnesic anhidre (Panreac), acid
trifluoroacetic 99% (Aldrich), éster metilic de l-alanina (Sigma), L-fenilalanina 97%
(Aldrich), éster metilic de L-triptofa (Sigma), anisola 98% (Aldrich), la sal disodica de
5'-GMP (Sigma), dihidrogenfosfat de potassi (J.T. Baker Chemicals), Calf Thymus-DNA
(Sigma), plasmidi pBR322 (Boehringer Mannheim GmbH).

El tetraclorplatinat de potassi, KPtCl,;, ha estat proporcionat per gentilesa de
Johnson Matthey.

Els dissolvents de qualitat PS han estat obtinguts de Panreac i SDS.

El nitrogen gas ha estat subministrat per Abell6 Linde.

El tampdé TE (50 mM NaCl. 10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH=7.4) i el DNA Calf-
Thymus (Sigma) necessaris per la preparacié de les mostres de dicroisme circular han
estat proporcionats per la Universitat de Barcelona.

El tampo HEPES (40 mM HEPES, 10 mM MgCl,, pH=7.4) i el plasmidi pBR322
(Boehringer Mannheim GmbH) utilitzats per la preparacio de les mostres de microscopia
de forces atomiques han estat proporcionats per la Universitat de Barcelona.

El tamp6 TBE (45 mM tris-[hidroximetilJaminometa, 45 mM acid boric, 1 mM
EDTA, pH=8), I'agarosa (Ecogen) i el bromur d"etidi (ICN Biomedicals) necessaris pels
gels d'electroforesi han estat proporcionats per I'area de Bioquimica i Biologia
Molecular de la Universitat de Girona.

Les dissolucions i medis pels assaigs de proliferacié cel-lular i de deteccio
d*apoptosi han estat proporcionats per I"Institut de Biotecnologia i Biomedicina de la

Universitat Autonoma de Barcelona: Solucié del 0.4 % de blau de tripa (Gibco BRL,
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USA), DMSO (Sigma), PBS (Gibco BRL, USA), suero fetal bovi FBS (Gibco BRL, USA),
soluci6 antibiotic-antimicotic 100x (Gibco BRL, USA), piruvat 100 mM (Sebak, Alemania),
DMEM liquid amb GLUTAMAX (Gibco BRL, USA), IMDM liquid amb GLUTAMAX (Gibco
BRL; USA), tripsina-EDTA solucié (Gibco BRL, USA), kit EZ4U (Biomédica, Alemania),
kit Roche Annexin-V-Fluos Staining, tampé de lisis (10 mM Tris-HCI, pH=8.0, 100 mM
EDTA pH= 8.0, 20 mg/mL RNAsa A), proteinassa K 10 mg/mL, NaCl 5M, gel d'agarosa al
1.5 %, 50x TAE, tampo d'aplicacio de mostres 4x (45 mL formamida, 5 mL EDTA 0.1 M,
0.15 g blau de bromofenol, 0.15 g xilencianol, HO fins a 100 mL), bromur detidi
(Amresco, USA))

Medi complet amb FBS: medi + antibiotic + 10% FBS.

Medi de congelacio: 90% FBS + 10% DMSO.

3.1.2. Instrumentacio.

Els espectres IR han estat enregistrats en estat solid (pastilla de KBr) en un
espectrometre FT-IR Mattson Satellite en el rang de 400-4000 cm™. Els espectres de
RMN-'H i RMN-°C han estat enregistrats en un espectrometre Bruker DPX 200
utilitzant D,O i DMSO-ds com a dissolvents. Els espectres de RMN-'H per l'estudi de les
interaccions Pt-GMP han estat enregistrats en un espectrometre Bruker DPX 300
utilitzant D,O com a dissolvent i TMS com a referéncia externa a d= 0 ppm. Els analisis
elementals s’han portat a terme en un microanalitzador Carlo Erba 1108. Els espectres
ESI-MS shan realitzat en un espectrometre Navigator Thermo Quest Finigan
utilitzant MeOH/H,O com a fase mobil. Les mesures de pH s’han realitzat a 298 °K amb
un pHmetre Radiométer PHM 80.

Els espectres de dicroisme circular s’han obtingut en un espectropolarimetre J-
600 (Jasco Europe) utilitzant una cel-la de quars rectangular de 1 cm. Els resultats han
estat analitzats utilitzant el programari Jasco.

Les electroforesis en gel d'agarosa s‘han realitzat en un tanc horitzontal
Danaphor connectat a una font de voltatge variable Apelex Electrophoresis Power

Supply st. 304. Els gels es fotografien en un sistema d"imatge Bio Rad Gel Doc 1000.



Capitol 4: Complexos de Pt(11) amb substituents de tipus aminoacid - 152

Les imatges de microscopia de forces atomiques han estat preses a través d'un
Nanoscope 111 Multimode AFM (Digital Instrumentals) operant a una velocitat de scan
de 1-3 Hz. La sonda de AFM ha estat de 125 mm de longitud i amb una punta de silici
(Nanosensors GmbH) amb un frequéencia de ressonancia de f,= 330 kHz i una constant
de K=50 N/m.

En els assaigs de proliferacio cel-lular in vitro, les mesures d’'absorbancia de les
plaques de pouets s’han pres amb un lector Labsystems iEMS Reader MF a 450 nm i amb
un filtre de referéncia de 620 nm. Com a indicador cromofor s’ha utilitzat el Kit EZ4U
basat en sals de tetrazol. Les mesures de citometria de flux s’han realitzat en el
citometre FACSCALIBUR Bectron Dickinson utilitzant el Kit Roche Annexina-V-Fluos

Staining i l'aplicacié simultania de iodur de propidi.

3.2. SINTESI DELS LLIGANDS I COMPLEXOS.
3.2.1. Acid di(terc-butil)-2,3-diaminopropionic. [(BOC),Hdap].

S'addicionen 17 mL (17 mmols) d'una dissolucié de NaHCO; 1 M a I'acid Hdap-2HCI
(0.6 gr, 4.268 mmols). La solucio resultant s'agita i es refreda en un bany de gel a 0°C i
seguidament s'afegeix di-terc-butil dicarbonat (BOC,0) (2.32 gr, 10.630 mmols) dissolt
en 10.6 mL de dioxa. La mescla resultant s'agita enérgicament a 0°C durant 30 minuts i
posteriorment es deixa en agitacié a temperatura ambient durant 12 hores. Un cop
transcorregut aquest temps, es torna a refredar la mescla a 0°C i s'acidifica amb HCI
3N fins a pH=2-3. La suspensio6 obtinguda s’extreu amb acetat d'etil (3x3 mL/mmol). La
fase organica es renta amb aigua destil-lada i una soluci6é saturada de NaCl i finalment
s'asseca amb MgSO, anhidre i es filtra. El dissolvent s’elimina per rotavaporacio fins a
obtenir un oli incolor, que un cop assecat al buit dona lloc a un solid blanc.

La formacio del producte es segueix per cromatografia de capa prima, utilitzant
silica com a fase estacionaria i una barreja de butanol/H,O/acid aceétic (8:1:1) com a

fase mobil. Com a revelador s'empra una soluci6 del 2% de ninhidrina en etanol.

Rendiment: 1.109 gr (3.644 mmols), 87.1%.
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IR (KBr): n™* (cm™)= 3312 (st. NH), 2977-2931 (st.CH), 1741 (st. C=0O acid), 1695 (st.
C=0 BOC), 1527 (ds NH, st.si. N-C=0), 1443 (d,, NH), 1367 (ds -C(CH3)s), 1280-1160 (st.
CN, g-C(CH3)3).

RMN-'H (CDCl;, 300K): d (ppm)=1.48 (s, 18H, CHs), 3.6 (m, 2H, CH,), 4.33 (m, 1H, CH),
5.25-6.3 (m, 2H, NH), 8.22 (s, 1H, OH).

RMN-'3C (CDCls, 300K): d (ppm)= 28 (CH3), 42 (CH,), 54 (CH), 156 (HN-C=0), 173 (C=0
acid).

AE: 7.75 %N, 51.87 %C, 8.15 %H. Calculat per GsH,4,O6N,-1/72 EtOAc. (Mm= 348.40
gr/mol): 8.10 %N, 51.71 %C, 8.04 %H.

3.2.2.Acid di(terc-butil)-2,4-diaminobutiric. [(BOC),Hdab].

Seguint el mateix procediment que la sintesi de [(BOC),Hdap] (Apartat 3.2.1.,
pag. 152), s'addicionen 10.6 mL d'una dissolucié de NaHCO; 1M a l'acid Hdab-2HCI (0.412
gr, 2.113 mmols). Un cop agitada i refredada la barreja, s'afegeix (BOC),O (1.172 gr,
5.369 mmols) dissolt en 5.4 mL de dioxa. Finalment s'obté un oli incolor, que un vegada

assecat al buit déna lloc a un solid blanc.

Rendiment: 0.497gr (1.561 mmols), 73.9%.

IR (KBr): n™* (cm™)= 3343-3375 (st. NH), 2977 (st.CH), 1725 (st. C=0 acid), 1689 (st.
C=0 BOC), 1529 (ds NH, st.si. N-C=0), 1453 (di, NH), 1366 (ds -C(CH3)3), 1295-1252 (st.
CN, g-C(CH3)3).

RMN-'H (CDCls;, 300K): d (ppm)= 1.45 (s, 18H, CH3), 1.98 (m, 2H, CH,), 3.19 (m, 2H,
CH,), 4.1 (m, 1H, CH), 5.46 (m, 2H, NH), 6.6 (s, 1H, OH).

RMN-3C (CDCls, 300K): d (ppm)= 28.3 (CH3), 29.7 (CH>), 36.8 (N-CH,), 67.1 (CH), 157
(HN-C=0), 174 (C=0 acid).

AE: 8.39 %N, 52.56 %C, 8.26 %H. Calculat per G;H>s0¢N> (Mm= 318.37 gr/mol): 8.80
%N, 52.82 %C, 8.23 %H.
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3.2.3. Ester 2-(1,2-diaminoetilcarboxiamida)propionat de metil di(trifluoro-
acetilat).[(dap-Metala) - 2CF;COOH].

S'addicionen 15 mL de THF anhidre a [(BOC) ,Hdap] (0.471 gr, 1.548 mmols) sota
atmosfera de nitrogen. La dissoluci6 s'agita i es refreda a-15 °C en un bany de gel/NaCl.
Un cop refredada, s'addicionen 0.186 mL de N-metilmorfolina (1.692 mmols) i 0.206 mL
de cloroformiat d’isobutil (1.588 mmols). La mescla es deixa en agitacioé durant 5 minuts.

Posteriorment, s'afegeix una dissolucio aquosa de I'hidroclorur de I'ester metilic
de L-alanina (0.169 gr, 1.211 mmols) préviament neutralitzada amb una dissoluci6 de
NaHCO; (0.152 gr, 1.809 mmols). La mescla obtinguda es deixa en agitacié a 0°C durant
4 hores.

La formacié del producte es segueix per cromatografia de capa prima en silica i
utilitzant com a fase mobil una barreja H,O/acid acetic (9:1) i CHClz/metanol (95:5).
Com a revelador s'empra una solucié del 2% de ninhidrina en etanol.

Una vegada finalitzat el temps de reaccio, selimina el dissolvent per
rotavaporacié. El residu obtingut es dissol en EtOAc, quedant part del residu sense
solubilitzar-se. La suspensid s'extreu amb una dissolucié d'acid citric 10% (3x3 mL), H,O
(8x3 mL), NaHCO; 10% (3x3 mL) i una solucié saturada de NaCl (3x3 mL), observant-se
que el residu inicialment insoluble en la fase organica es solubilitza en la fase aquosa. La
fase organica s'asseca amb MgSO, anhidre, es filtra i s'evapora a sequetat obtenint-se
un oli incolor, el qual és finalment assecat al buit donant lloc a un solid blanc.

Per portar a terme la desproteccié dels grups amina, es dissol el producte
obtingut amb 3 mL d'una dissolucié de CF;COOH/CH,CI, (40:60) i es deixa en agitacié
durant 1 hora. Es rotavapora el dissolvent contenint part del CFsCOOH i sobre el residu
obtingut es fa passar un corrent continu de nitrogen gas, per tal de poder eliminar el
trifluoroacetic restant. L'oli obtingut es dissol en aigua i es realitzen extraccions
succesives amb éter dietilic. Finalment s'evapora la fase aquosa i s'asseca el producte
obtingut al buit per tal deliminar tota l'aigua i es conserva tapat amb atmosfera de

nitrogen i en un dessecador.

Rendiment: 0.288 gr (0.690 mmols), 60.84%.
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IR (KBr): n* (cm™= 3073 ba (st. NH, st. CH), 1750-1600 (st. C=O éster, amida,
CFsCOOH), 1560 d NH, st.si. N-C=0), 1458 (dq NH3'"), 1438 (d;, NH), 1204 (st. CN, st.
CO), 1138 (st. CF), 723 (st.si. COO, CF;CO0).

RMN-H (D,O, 300K): d (ppm)= 1.35 (d, 3H, C-CH3, J=3Hz), 3.48 (m, 2H, CH.), 3.68 (s,
3H, CH; ester), 4.28 (m, 1H, CH alanina), 4.55 (M, 1H, CH).

RMN-*C (D,O, 300K): d (ppm)= 18.7 (CHsalanina), 43.9 (CH,), 51.82 (CH), 54.34 (CH
alanina), 56.3 (CH; éster), 110-127 (CF;COOH), 165.6 (C=O, CF;,COOH), 173.49 (C=0
amida), 177.7 (C=0 éster).

AE: 9.48 %N, 31.83 %C, 4.77 %H. Calculat per C;;H;;0;N3Fs:1/2 H,O (Mm= 426.26
gr/mol): 9.86 %N, 30.99 %C, 4.26 %H.

ESI-MS (MeOH/H,0): [M-2CF;CO0-H']" = 190.4 m/z

3.2.4. Ester 2-(1,3-diaminopropilcarboxiamida)propionat de metil di(trifluoro-
acetilat) [(dab-Metala) - 2CF;COOH].

S'addicionen 10 mL de THF anhidre a [(BOC) ,Hdab] (0.296 gr, 0.929 mmols) sota
atmosfera de nitrogen. La dissolucié s'agita i es refreda a-15 °C en un bany de gel/NaCl.
Un cop refredada, s'addicionen 0.110 mL de N-metilmorfolina (1.000 mmols) i 0.120 mL
de cloroformiat d'isobutil (0.925 mmols). La mescla es deixa en agitacié durant 5 minuts.

Posteriorment, s'afegeix una dissolucio aquosa de I'hidroclorur de I'ester metilic
de L-alanina (0.100 gr, 0.716 mmols) préeviament neutralitzada amb una dissolucié de
NaHCO; (0.060 gr, 1.716 mmols). La mescla obtinguda es deixa en agitacié a 0°C durant
4 hores.

Per I"'obtenci6 final del producte, es segueix el mateix procediment que [(dap-
Metala)-2CF;COOH] (Apartat 3.2.3., pag. 154), obtenint un solid blanc que es conserva

sec i sota atmosfera de nitrogen.

Rendiment: 0.252 gr (0.584 mmols), 81.84%.

IR (KBr): n* (cm*)= 3400-2900 (st. NH, st. CH), 1750-1600 (st. C=O éster, amida,
CF;COOH), 1559 (d NH, st.si. N-C=0), 1450 (ds NH3"), 1437 (di, NH), 1202 (st. CN, st.
CO), 1140 (st. CF), 724 (st.si. COO, CF;COO0).
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RMN-'H (D,0O, 300K): d (ppm)= 1.60 (d, 3H, C-CH3, J=3Hz), 2.03 (m, 2H, CH), 2.87 (m,
2H, CH,), 3.48 (s, 3H, CH3 éster), 3.85 (t, 1H, CH alanina, J=3Hz), 4.2 (m, 1H, CH).
RMN-"C (D,O, 300K): d (ppm)= 18.7 (CHalanina),31.5 (CH,), 38.18 (N-CH,), 51.82
(CH), 53.5 (CH alanina), 55.9 (CH; éster), 116.3-122.1 (CF;COOH), 171.5 (C=0O amida),
177.2 (C=0 éster).

AE: 9.25 %N, 33.14 %C, 4.91 %H. Calculat per G,H;s0;Ns;Fs-1/2 H,O (Mm= 440.29
gr/mol): 9.54 %N, 32.70 %C, 4.76 %H.

ESI-MS (MeOH/H,0): [M-2CF;COO-HT" =204.2 m/z

3.2.5. Acid 2-(1,3-diaminoetilcarboxiamida)-3-fenilpropionic di(trifluoroacetilat).
[(dap-phe) - 2CF;COOH].

S'addicionen 10 mL de THF anhidre a [(BOC),Hdap] (0.284 gr, 0.932 mmols) sota
atmosfera de nitrogen. La dissolucid s'agita i es refreda a-15 °C en un bany de gel/NaCl.
Un cop refredada, s'addicionen 0.112 mL de N-metilmorfolina (1.008 mmols) i 0.126 mL
de cloroformiat d'isobutil (0.940 mmols). La mescla es deixa en agitacié durant 5 minuts.

Posteriorment, s'afegeix una dissolucié aquosa de L-fenilalanina (0.120 gr, 0.718
mmols), i la mescla obtinguda es deixa en agitaci6 a 0°C durant 4 hores.

Per I'obtencio final del producte, es segueix el mateix procediment que [(dap-
Metala)- 2CF;COOH] (Apartat 3.2.3., pag. 154), obtenint-se un solid blanc que es

conserva sec i sota atmosfera de nitrogen.

Rendiment: 0.246 gr (0.514 mmols), 70.73%.

IR (KBr): n™ (cm Y= 3234-3000 (st. NH, st. CH arom., CH alif.), 1750-1600 (st. C=O
acid, amida, CF;COOH), 1569 (d NH, st.si. N-C=0), 1439 (ds NH5', di; NH), 1205 (st. CN,
st. CO), 1140 (st. CF), 724 (st.si. COO", CF;COO0).

RMN-'H (Acetona dg, 300K): d (ppm)= 3.36 (m, 2H, CH, phe), 3.66 (m, 2H, CH.,), 4.16
(m, 1H, CH), 4.75 (m, 1H, CH phe), 7.30 (m, 5H, CH arom.)

RMN-"°C (Acetona ds, 300K): d (ppm)= 36.77 (CH, phe), 39.37 (CH,), 50.58 (CH),
55.94 (CH phe), 113.33-119.12 (CF;COOH), 127.04-136.9 (C arom.), 1615 (C=0O
CF;COOH), 165.90 (C=0 amida), 175.64 (C=0 acid).
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AE: 7.14 %N, 35.21 %C, 3.90 %H. Calculat per GeH;90;NsFs-4H,0 (Mm=533.38 gr/mol):
7.88 %N, 36.03 %C, 4.72 %H.
ESI-MS (MeOH/H,0): [M-2CF;CO0-H]" = 252.1 m/z

3.2.6. Acid 2-(1,3-diaminopropilcarboxiamida)-3-fenilpropionic di(trifluoroacetilat).
[(dab-phe) - 2CF;COOH].

S'addicionen 10 mL de THF anhidre a [(BOC) ,Hdab] (0.250 gr, 0.785 mmols) sota
atmosfera de nitrogen. La dissoluci6 s'agita i es refreda a-15 °C en un bany de gel/NaCl.
Un cop refredada, s'addicionen 0.092 mL de N-metilmorfolina (0.837 mmols) i 0.102 mL
de cloroformiat d'isobutil (0.786 mmols). La mescla es deixa en agitacio durant 5 minuts.

Posteriorment, s'afegeix una dissolucié aquosa de L-fenilalanina (0.100 gr, 0.605
mmols), i la mescla obtinguda es deixa en agitaci6 a 0°C durant 4 hores.

Per I"obtencio final del producte, es segueix el mateix procediment que [(dap-
Metala)-2CF;,COOH] (Apartat 3.2.3., pag. 154), obtenint-se un solid blanc que es

conserva sec i sota atmosfera de nitrogen.

Rendiment: 0.171 gr (0.346 mmols), 57.28%.

IR (KBr): n™' (cm™)= 3403-2900 (st. NH, st. CH arom., CH alif), 1750-1600 (st. C=0O
acid, amida, CF;COOH), 1547 (d NH, st.si. N-C=0), 1438 (ds NHs', di; NH), 1203-1140
(st. CN, st. CO, st. CF), 724 (st.si. COO", CF;CO0O).

RMN-'H (DO, 300K): d (ppm)=2.08 (m, 2H, CH, ), 2.33-3.40 (m, 4H, CH, phe, N-CH),),
3.94 (m, 1H, CH), 7.25 (m, 5H, CH arom.)

RMN-*°C (D,O, 300K): d (ppm)= 31.49 (CH,), 37.98 (CH, phe), 40.31 (CH,), 53.72 (CH),
59.81 (CH phe), 116.34-122.14 (CF;COOH), 129.73-140.95 (C arom.), 1615 (C=O
CF3;COOH), 170.85 (C=0 amida), 180.45 (C=0 acid).

AE: 7.31 %N, 37.02 %C, 4.48 %H. Calculat per C;Hx0O;N3Fs-3H,O (Mm= 547.41 gr/mol):
7.68 %N, 37.30 %C, 4.97 %H.

ESI-MS (MeOH/H,0): [M-2CFsCOO0-H"]" = 266.3 m/z
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3.2.7. Ester 3-[1-(terc-butil)-1H-3-indolil]-2-(1,2-diaminoetilcarboxiamida) -
propionat de metil di(trifluoroacetilat). [(dap-Mettrp)-2CF;COOH)]

S*addicionen 10 mL de THF anhidre a [(BOC),Hdap] (0.284 gr, 0.933 mmols) sota
atmosfera de nitrogen. La dissolucié s'agita i es refreda a -15 °C en un bany de
gel/NaCl. Un cop refredada, s"addicionen 0.110 mL de N-metilmorfolina (1.000 mmols) i
0.120 mL de cloroformiat d"isobutil (0.925 mmols). La mescla es deixa en agitacio durant
5 minuts.

Posteriorment, s"afageix una dissolucié aquosa de I"hidroclorur de I"éster metilic
de L-triptofa (0.182 gr, 0.714 mmols) préviament neutralitzada amb una dissolucié de
NaHCO; (0.152 gr, 1.785 mmols). La mescla obtinguda es deixa en agitacio a 0 °C durant
4 hores.

Per I'obtencio final del producte, es segueix el mateix procediment que [(dap-
Metala) 2CF;COOH] (Apartat 3.2.3, pag 154), pero addicionant en I'etapa de
desproteccié del grup BOC un 1% d'anisola a la mescla de trifluoroacétic. Finalment

s"obté un solid blanc que es conserva sec i sota atmosfera de nitrogen.

Rendiment: 0.160 gr (0.300 mmols), 42.1 %.

IR (KBr): n* (cm™)= 3232-3059 (st. NH, st. CH arom.), 2961 (st.CH), 1750-1600 (st.
C=0 éster, amida, CF;COOH), 1549 (d NH, st.si. N-C=0), 1450-1439 (ds NH3", d;; NH),
1204-1138 (st. CN, st. CO, st. CF), 724 (st.si. COO", CF;CO0").

RMN-'H (Acetona ds, 300K): d (ppm)=1-2 (M, Narom-C-CH3), 3.2 (m, 2H, CH, trp), 3.35
(m, 2H, CH>), 3.72 (m, 3H, CHs), 4.5 (m, 1H, CH), 4.78 (m, 1H, CH trp), 7.02-7.59 (m, 5H,
CH arom.)

RMN-"°C (Acetona de, 300K): d (ppm)= 28.2 (CH, trp), 29 (CH; terc-butil), 44.0 (CH,),
53.0(CH3), 55.0 (CH), 57.8 (CH trp), 112.1-137.8 (CH arom), 161.07 (C=O CF3COOH),
161.8 (C=0 amida), 172.6 (C=0 éster).

AE: 10.18%N, 42.78 %C, 4.61 %H. Calculat per C,3H3,0;N4Fe-3H,O (Mm= 642.55
gr/mol): 8.72 %N, 42.99 %C, 5.65 %H.

ESI-MS (MeOH/H,0): [M-2CF,COO-H']" = 361 m/z
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3.2.8. Ester 3-[1-(terc-butil)-1H-3-indolil]-2-(1,3-diaminopropilcarboxiamida) -
propionat de metil di(trifluoroacetilat). [(dab-Mettrp)-2CF;COOH].

S*addicionen 20 mL de THF anhidre a [(BOC),Hdab] (0.324 gr, 1.018 mmols) sota
atmosfera de nitrogen. La dissolucié s'agita i es refreda a -15 °C en un bany de
gel/NaCl. Un cop refredada, s*addicionen 0.120 mL de N-metilmorfolina (1.090 mmols) i
0.132 mL de cloroformiat d"isobutil (1.018 mmols). La mescla es deixa en agitacié durant
5 minuts.

Posteriorment, s*afageix una dissolucié aquosa de I"hidroclorur de I"éster metilic
de L-triptofa (0.200 gr, 0.786 mmols) préviament neutralitzada amb una dissoluci6 de
NaHCO; (0.064 gr, 0.760 mmols). La mescla obtinguda es deixa en agitacié a O °C durant
4 hores.

Per l'obtencio final del producte, es segueix el mateix procediment que [(dap-
trp)-2CF,COOH] (Apartat 3.2.7, pag. 158), obtenint-se un solid blanc que es conserva

sec i sota atmosfera de nitrogen.

Rendiment: 0.308 gr (0.510 mmols), 65.2 %.

IR (KBr): n"' (cm*)= 3249-2959 (st. NH, st. CH arom., st.CH), 1750-1600 (st. C=0O
éster, amida, CF;COOH), 1543 (d NH, st.si. N-C=0), 1437 (dy NHs", d;, NH), 1203-1137
(st. CN, st. CO, st. CF), 723 (st.si. COO’, CF;COO)).

RMN-'H (D,0O, 300K): d (ppm)= 1-2 (M, Narom-C-CH3), 2.13 (m, 2H, CH,), 3.03 (m, 2H,
CH, trp), 3.18 (m, 2H, N-CH,), 3.3 (d, 3H, CH53), 3.9 (m, 1H, CH), 4.9 (m, 1H, CH trp),
7.07-7.6 (m, 5H, CH arom.)

RMN-*°C (D,O, 300K): d (ppm)= 29.2 (CH,), 31.2 (CH, trp), 37.5 (N-CH,), 53.5 (CH3),
55.9 (CH), 56.8 (CH trp), 111.6-139.0 (CH arom), 171.4 (C=0 amida), 176.4 (C=0 éster).
AE: 9.68 %N, 43.53 %C, 4.82 %H. Calculat per C,;H3,0;N;Fs-:3H,O (Mm= 656.58
gr/mol): 8.53 %N, 43.90 %C, 5.83 %H.

ESI-MS (MeOH/H,0): [M-2CF;,COO-H]" = 375 m/z
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3.2.9. Cis-diclor-(2-(1,2-diaminoetil carboxiamida)propionat de metil)plati (11).
[PtCl(dap-Metala)]

S'addicionen 3 mL d’ una dissoluci6 de NaHCO; (0.126gr, 1.785 mmols) a una
soluci6 aquosa (2 mL) de K,PtCl, (0.27 gr, 0.648 mmols). Seguidament, s'afegeix
lentament una dissolucié aquosa de [(dap-Metala)-2CF;COOH] (0.3 gr, 0.717 mmols), i la
mescla resultant es deixa en agitaci6 a temperatura ambient durant 2 dies, en el
trancurs dels quals s'observa la formacio d'un precipitat taronja. El producte es filtra i

es renta amb aigua , etanol i éter dietilic, per finalment assecar-lo al buit.

Rendiment: 0.105 gr (0.231 mmols), 36%.

IR (KBr): n* (cm™)= 3259-3207 (st. NH), 3104-2940 (st. CH), 1741 (st. C=O éster),
1669 (st. C=0 amida), 1567 (d NH, st.si. N-C=0), 1453 (d;, NH), 1219-1152 (st. CN, st.
CO).

RMN-'H (DMSO, 300K): d (ppm)= 1.3 (d, 3H, CH3, J= 3Hz), 2.6 (m, 2H, CH,), 3.7 (s,
3H, CH; éster), 4.36 (m, 1H, CH), 5.15 (m, 1H, CH), 5.59-5.95 (m, 4H, NH), 8.7 (d, 1H,
NH amida, J=3Hz)

AE: 8.61 %N, 18.90 %C, 3.93 %H. Calculat per PtCl,C;H;s03N3z1/2 H,O (Mm= 469.22
gr/mol): 8.96 %N, 17.92 %C, 3.44 %H.

3.2.10. Cis-diclor-(2-(1,3-diaminopropilcarboxiamida)propionat de metil)plati (11).
[PtCl(dab-Metala)]

S'addicionen 3 mL d' una dissoluci6 de NaHCO; (0.120gr, 0.93 mmols) a una
soluci6 aquosa (2 mL) de K,PtCl, (0.20 gr, 0.48 mmols). Seguidament, s'afegeix lentament
una dissolucié aquosa de [(dab-Metala)-2CF;COOH] (0.25 gr, 0.58 mmols), i la mescla
resultant es deixa en agitacio a temperatura ambient durant 2 dies, en el trancurs dels
quals s'observa la formaci6 d'un precipitat taronja. El producte es filtra i es renta amb

aigua , etanol i éter dietilic, per finalment assecar-lo al buit.

Rendiment: 0.055 gr (0.011 mmols), 20.6%.
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IR (KBr): n™' (cm™)= 3293-3196 (st. NH), 3127-2955 (st. CH), 1740 (st. C=0O éster),
1665 (st. C=0 amida), 1578 (d NH, st.si. N-C=0), 1455 (di, NH), 1236-1154 (st. CN, st.
CO).

RMN-'H (DMSO, 300K): d (ppm)= 1.38 (d, 3H, CH3, J= 3Hz), 1.8 (m, 2H, CHy), 3.72 (s,
3H, CH; éster), 4.39 (m, 1H, CH), 4.6-6 (m, 4H, NH), 8.66 (d, 1H, NH amida, J=3Hz)

AE: 8.36 %N, 19.92 %C, 3.77 %H. Calculat per PtCl,CgH;;O3N3z-H,O (Mm= 487.24
gr/mol): 8.62 %N, 19.72 %C, 3.93 %H.

3.2.11.Cis-diclor-(2-(1,2-diaminoetilcarboxiamida) -3-fenilpropionic)plati(11). [PtCl,
(dap-phe)].

S’addicionen 3 mL d' una dissoluci6 de NaHCO; (0.155gr, 1.845 mmols) a una
soluci6 aquosa (2 mL) de K,PtCl, (0.18 gr, 0.435 mmols). Seguidament, s'afegeix
lentament una dissolucié aquosa de [(dap-phe)-2CF;COOH] (0.25 gr, 0.525 mmols), i la
mescla resultant es deixa en agitacié a temperatura ambient durant 24 hores. Passat
aquest temps, s'acidifica la mescla amb HCI 3N fins a pH= }2 i es manté l'agitacio
durant unes hores. El producte obtingut es filtra i es renta amb etanol absolut i éter

dietilic, per finalment assecar-lo al buit.

Rendiment: 0.095 gr (0.185 mmols), 35.9%.

IR (KBr): n™* (cm = 3218-2900 (st. NH, st. CH arom, st. CH alif), 1724 (st. C=0 acid),
1670 (st. C=0 amida), 1548 (d NH, st.si. N-C=0), 1448 (di, NH), 1223 ba (st. CN, st. CO).
RMN-'H (DMSO, 300K): d (ppm)= 2-2.3 (m, 2H, CH,), 2.9-3 (m, 2H, CH,), 4.5-5.9 (m,
4H, NH), 7.33-7.35 (m, 5H, CH arom.), 8.55 (m, 1H, NH amida)

AE: 7.35 %N, 26.63 %C, 3.65 %H. Calculat per PtCIl,C;2H;7,0OsN3; (Mm= 517.27 gr/mol):
8.12 %N, 27.86 %C, 3.31 %H.

ESI-MS (MeOH/H,0): [M-H'] =516 m/z
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3.2.12. Cis-diclor-(2-(1,3-diaminopropilcarboxiamida)-3-fenilpropionic)plati (11).
[PtCl,(dab-phe)].

S'addicionen 3 mL d’ una dissoluci6 de NaHCO; (0.145gr, 1.725 mmols) a una
soluciéo aquosa (2 mL) de K,PtCl, (0.21 gr, 0.505 mmols). Seguidament, s'afegeix
lentament una dissolucioé aquosa de [(dab-phe)-2CF;COOH] (0.25 gr, 0.505 mmols), i la
mescla resultant es deixa en agitacio a temperatura ambient durant 24 hores. Passat
aquest temps, sacidifica la mescla amb HClI 3N fins a pH= }2 i es manté l'agitacio
durant unes hores. El producte obtingut es filtra i es renta amb etanol absolut i éter

dietilic, per finalment assecar-lo al buit.

Rendiment: 0.100 gr (0.185 mmols), 37.7%.

IR (KBr): n”! (cm™)= 3218-2955 (st. NH, st. CH arom, st. CH alif), 1722 (st. C=0 &cid),
1663 (st. C=O amida), 1544 (d NH, st.si. N-C=0), 1438 (d;, NH), 1234 ba (st. CN, st. CO).
RMN-'H (DMSO, 300K): d (ppm)= 2.3 (m, 2H, CH,), 2.93 (m, 2H, CH, phe), 4.58-5.9 (m,
5H, 2NH,, CH), 7.33-7.35 (m, 5H, CH arom.), 8.55 (m, 1H, NH amida)

AE: 7.18 %N, 27.99 %C, 3.94 %H. Calculat per PtCl,C;3H;903N3-:2H,O (Mm= 567.33
gr/mol): 7.41 %N, 27.52 %C, 4.09 %H.

ESI-MS (MeOH/H,0): [M-H'T = 530 m/z

3.2.13. Cis-diclor-(2-(1,2-diaminoetilcarboxiamida)propionic)plati (I1). [PtCl(dap-
ala)].

Una suspensi6 del complex [PtCly(dap-Metala)] (0.1 gr, 0.220 mmols) en 10 mL de
tampd fosfat pH=7 s'escalfa a 37 °C durant 24h. La solucié resultant es filtra i es
rotavapora a sequetat i el residu es dissol en aigua i s"acidifica amb HCI 3N fins a pH=2.
La solucio es concentra i es refreda fins a observar la formacié d"un precipitat de color
groc. El producte es filtra i es renta amb acetona i éter dietilic, per finalment assecar-

lo al buit.

Rendiment: 0.032gr (0.077 mmols), 34.58%.
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IR (KBr): n"* (cm™*)= 3500-3300 (st. OH), 3300-3200 (st. NH), 3120-2940 (st. CH),
1734 (st. C=0 acid), 1675 (st. C=O amida), 1568 @ NH, st.si. N-C=0), 1457 (di, NH),
1230-1150 (st. CN, st. CO).

RMN-'H (D,0O, 300K): d (ppm)= 2.17 (d, 3H, CH3, J= 3Hz), 3.54-3.67 (m, 2H, CH,),
4.21-4.46 (m, 1H, CH), 5.17 (m, 1H, CH).

AE: 847 %N, 17.78 %C, 3.61 %H. Calculat per PtCLCsH;303N51/3 (CH3),CO (Mm=
460.53 gr/mol): 9.12 %N, 18.25 %C, 3.28 %H.

ESI-MS (MeOH/H,0): [M-H']=440 m/z

3.2.14. Cis-diclor-(2-(1, 3-diaminopropilcarboxiamida)propionic)plati(l1). [PtCl,(dab-
ala)].

Una suspensio del complex [PtClx(dab-Metala)] (0.07 gr, 0.149 mmols) en 7 mL de
tampd fosfat pH=7 s'escalfa a 37 °C durant 24h. La solucié resultant es filtra i es
rotavapora a sequetat i el residu es dissol en aigua i s*acidifica amb HCI 3N fins a pH=2.
La soluci6 es concentra i es refreda fins a observar la formacié d'un precipitat de color
groc pal-lid. El producte es filtra i es renta amb acetona i éter dietilic, per finalment

assecar-lo al buit.

Rendiment: 0.028gr (0.061 mmols), 41.25%.

IR (KBr): n* (cm™)= 3500-3300 (st. OH), 3240-3190 (st. NH), 3100-2900 (st. CH),
1741 (st. C=0O acid), 1664 (st. C=0 amida), 1577 d NH, st.si. N-C=0), 1457 (di, NH),
1238-1150 (st. CN, st. CO).

RMN-'H (D,O, 300K): d (ppm)= 1.18 (d, 3H, CH3, J= 3Hz), 1.54-1.91 (m, 2H, CH,) 2.52-
2.60 (m, 2H, CH.), 3.38 (m, 1H, CH), 4.17 (m, 1H, CH).

AE: 812 %N, 18.41 %C, 3.73 %H. Calculat per PtCl,C;H;s03N3-1/2 H,O (Mm= 460.53
gr/mol): 9.05 %N, 18.11 %C, 3.05 %H.

ESI-MS (MeOH/H,0): [M-H'] = 454 m/z
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3.2.15. Cis-diclor—(3-[1-(terc-butil)-1H-3-indolil]-2-1,2-diaminoetilcarboxiamida)
propionat de metil)plati (11). [PtCl,(dap-Mettrp)].

S'addicionen 2 mL d'una dissoluci6 de NaHCO; (0.054 gr, 0.66 mmols) a una
soluci6o aquosa (2 mL) de KyPtCl, (0.09 gr, 0.222 mmols). Seguidament, s'afageix
lentament una dissoluci6 aquosa de [(dap-Mettrp)-2CF;COOH] (0.141 gr, 0.267 mmols), i
la mescla resultant es deixa en agitacié a temperatura ambient durant 2 dies, en el
transcurs dels quals s'observa la formacio d'un precipitat taronja. El producte es filtra i

es renta amb aigua, etanol i éter dietilic, per finalment assecar-lo al buit.

Rendiment: 0.084 gr (0.147 mmols), 67.8%.

IR (KBr): n* (cm™)= 3368-3247 (st. NH), 3119 (st. CH arom.), 2954 (st.CH), 1734 (st.
C=0 éster), 1672 (st. C=0O amida), 1568 (d NH, st.si. N-C=0), 1455 (d;, NH), 1223-1099
(st. CN, st. CO).

RMN-'H (DMSO d, 300K): d (ppm)= 1-2 (M, Narer-C-CH3), 3.2 (m, 2H, CH, trp), 3.6 (m,
2H, CH.,), 4.2 (m, 1H, CH), 4.6 (m, 1H, CH trp), 5.51 (m, 4H, NH), 7.05-7.6 (m, 5H, CH
arom.), 9.0 (d, 1H, NH amida, J=3 Hz)

AE: 9.76 %N, 35.68 %C, 4.47 %H. Calculat per PtCl,C;oH2303N4-1/2H,0 (Mm= 635.44
gr/mol): 8.82 %N, 35.91 %C, 4.61 %H.

3.2.16. Cis-diclor-(3-[1-(terc-butil) -1H-3-indolil] -2-(1, 3-diaminopropilcarboxi-
amida)propionat de metil)plati (I11). [PtCl,(dab-Mettrp)].

S'addicionen 2 mL d'una dissolucié6 de NaHCO; (0.051 gr, 0.606 mmols) a una
solucié aquosa (2 mL) de KyPtCl, (0.084 gr, 0.201 mmols). Seguidament, s'afageix
lentament una dissoluci6 aquosa de [(dap-Mettrp)-2CF;COOH] (0.150 gr, 0.249 mmols), i
la mescla resultant es deixa en agitacié a temperatura ambient durant 2 dies, en el
transcurs dels quals s'observa la formacié d'un precipitat taronja. El producte es filtra i

es renta amb aigua, etanol i éter dietilic, per finalment assecar-lo al buit.

Rendiment: 0.084 gr (0.132 mmols), 64.4%.
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IR (KBr): n™* (cm™)= 3367-3232 (st. NH), 3131 (st. CH arom.), 2954 (st.CH), 1736 (st.
C=0 éster), 1669 (st. C=0 amida), 1580-1544 (d NH, st.si. N-C=0), 1439 (d, NH), 1221
(st. CN, st. CO).

RMN-'H (DMSO d, 300K): d (ppm)= 1-2 (M, Naon-C-CH3),0 2.2 (m, 2H, CH,), 3.3 (m,
2H, CH, trp), 3.6-3.7 (senyals emmascarats pel dissolvent: N-CH,, CH3, CH), 4.7 (m, 1H,
CH trp), 5.1-6.3 (m, 4H, NH), 7.13-7.62 (m, 5H, CH arom.), 8.91 (m, 1H, NH amida)

AE: 8.78 %N, 31.70 %C, 4.31 %H. Calculat per PtCLC,0H3003N45H,0 (Mm= 730.47
gr/mol): 7.67 %N, 32.88 %C, 5.53 %H.

3.3. ASSAIGS BIOLOGICS.
3.3.1. Estudi de la interaccié Pt-DNA per dicroisme circular.

Per la preparacio de les mostres i la realitzacié de les mesures de dicroisme
circular es segueix la mateixa metodologia que la descrita en el Capitol 3, apartat 3.3.1.

pag 81.

3.3.2.Estudi de la interaccié Pt-GMP per RMN-"H.

La preparaci6é de les mostres i la realitzacié dels espectres s’ha portat a terme
segons el metode descrit en el Capitol 3, apartat 3.3.2, pag. 82, utilitzant pero una
concentracio dels complexos de 4 mM i una concentracié de 5-GMP de 8 mM. En els

complexos amb problemes de solubilitzacié ha calgut addicionar un 10% DMF-d-.

3.3.3. Estudi de la interaccié Pt-DNA per electroforesi en gel d"agarosa.

La preparacié de les mostres i llur aplicacié en el gel, aixi com la preparacio del
gel d'agarosa es realitza segons el metode ja descrit en el Capitol 3, apartat 3.3.3, pag.
83.

El voltatge aplicat i el temps emprat per cada mostra ha estat de: 0.7 V/cm
durant 16 h en el cas dels compostos de l'alanina, i 5V/cm durant 4h en el cas dels

compostos de la fenilalanina.
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3.3.4. Microscopia de forces atomiques (AFM).
La preparacio i incubacio de les mostres, i la visualitzacio de les imatges de AFM

s'ha realitzat segons la metodologia ja descrita en el capitol 3, apartat 3.3.4, pag. 83.

3.3.5. Linies cel-lulars tumorals, condicions de cultiu i activitat citotoxica.

La linia HelLa (linia de carcionoma huma d uter) ha estat cultivada en medi
complet DMEM suplementat amb 10% FBS, 2 mM L-glutamina i antibiotic en flascons de
cultiu esterils. Els flascons s’han mantingut a 37 °C, 10% de CO, i 90% d’humitat en
lincubador. Les céllules es deixen créixer fins que aconsegueixen un 90% de
confluéncia, canviant el medi segons les necessitats de cultiu (cada 24 dies). Un cop
aconseguida la monocapa cellular, les céllules es tripsinitzen per realitzar nous
subcultius. Es sembra entre 1:2 a 1:10 segons la proporcié de subcultiu de la linia
cel-lular. Es congela una aliqguota amb nitrogen liquid.

La linia HL60 (linia de leucemia aguda promielocitica ATCC n°® CLL-240) ha estat
cultivada en RPM1-1640 suplementat amb 2 mM de L-glutamina i 10% FBS en flascons de
cultiu esterils. Els flascons es mantenen en l'incubador a 37 °C, 5% de CO, i 95%
d’humitat. La linia HL60 creix en suspensié i per aquest motiu no requereix
tripsinitzacio.

La preparacio i aplicacio de les mostres es realitza de la mateixa manera que la

descrita en el Capitol 3, apartat 3.3.5, pag. 84.

3.3.6. Deteccié d'apoptosi.
3.3.6.1. Citometria de flux.
Es segueix el mateix procediment que el descrit en el Capitol 3, apartat 3.3.6,

pag. 86.

3.3.6.2. Electroforesi en gel d'agarosa.
Es segueix el mateix procediment que el descrit en el Capitol 3, apartat 3.3.6.2,,

pag. 87.
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4. RESULTATS 1 DISCUSSIO.

4.1. SINTESI | CARACTERITZACIO QUIMICA DELS LLIGANDS I COMPLEXOS.
4.1.1. Sintesi dels lligands.

La sintesi dels lligands [(dap-Metala)-2CF;COOH], [(dab-Metala)-2CF;COOH],
[(dap-phe)-2CF;COOH], [(dab-phe)-2CF;COOH], [(dap-Mettrp)-2CF;COOH], [(dab-
Mettrp)-2CF;COOH], s'ha realitzat seguint el métode descrit per Louloudi et al'® En
aquest metode es genera un enlla¢ tipus amida entre un grup carboxilic terminal d’'una
molécula (del diaminoacid Hdap i Hdab, en aquest cas) i un grup amina terminal d'una
altra molécula (en aquets cas, un aminoacid com l'alanina, la fenilalanina i el triptofa) a
través d'un atac nucleofilic en condicions basiques. Tenint en compte l'estructura dels
reactius que s'utilitzen, és necessari que reaccioni unicament el grup amina terminal de
I*aminoacid amb el grup carboxilic del diaminoacid (Hdap i Hdab). Els grups amina dels
diaminoacids Hdap i Hdab poden interferir com a nucleofils en aquesta reaccid, per tant
es fa necessari la proteccié d"aquests grups amb el protector terc-butoxicarbonil
(BOC). Aquest protector és ideal per les condicions que s‘utilitzen en la reaccio
sintetica esmentada, perqué és extremadament resistent davant reactius basics i
nucleofilics.

La reaccio de protecci6 s'ha portat a terme segons el métode descrit per Garner

i Park?° i es mostra en I' Esquema 1.
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0
1. NaHCO3 1N
CIH- HoN oH Dloxaleo BOC- HNj/i % Jl\
+ 2 (BOC)20 —mmm™»
2. HCI 3N BOC-HN

HoN
[(BOC) ,Hdap]
0
1. NaHCO3 1N
CIH- HyN OH DioxasHh0 BOC-HN
© 2 Gooyo 220, J'\

CIH -HoN 2. HClI 3N BOC—HN

[(BOC) ;Hdab]

Esquema 1. Esquema de la reaccié de proteccié dels grups amina dels lligands Hdap-2HCI i
Hdab - 2HCI amb BOC.

Per portar a terme la reacci6 de proteccié cal neutralitzar els protons acidics
amb una base i aixi activar aquest reactiu com a nucleofil per poder atacar el grup
carbonil de (BOC),O. Un cop els grups amina estan bloquejats, s'acidifica el medi fins a
pH=2-3 per poder protonar el grup carboxilat. El producte final s'extreu amb un
dissolvent organic per poder-lo separar de la petita quantitat de diaminoacid inicial no

reaccionat.

Els productes amino protegits, [(BOC).Hdap] i [(BOC).Hdab], han estat
caracteritzats per espectroscopia IR, RMN-"H, RMN- *3C i analisi elemental (Apartat 7,
pag. 219).

En I"espectre IR s'observa, de forma general per a tots dos compostos, la
presencia de dos senyals corresponents a la vibraci6 st. C=0 dels dos grups carbonil de
la molecula (1730-1740 C=0 acid, 1680-1690 C=0O BOC), assignats segons les dades
bibliografiques?' A través dels respectius espectres de RMN-'H es pot distingir un
singlet proper a 1.5 ppm corresponent als protons metilics del grup BOC, la presencia del
qual queda confirmada també per RMN-C amb I*aparici6 d'un senyal a 155 ppm
corresponent al senyal del carboni N-C=0.

Seguint la metodologia de formacié d'enllagos tipus amida descrita per Louloudi

|19

et al,” els diaminoacids Hdap i Hdab protegits amb BOC es fan reaccionar, en medi
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basic, amb cloroformiat d"isobutil per donar un intermedi actiu capa¢ d*interaccionar
amb el grup amino terminal de I"aminoacid. Un aspecte a tenir en compte és que el
cloroformiat d"isobutil descomposa gradualment en presencia d'aigua i alcohol, i per

aquest motiu cal treballar amb dissolvents secs. La reacci6 que té lloc es mostra en I

Esquema 2.

0 o) 0
Q N-Metilmorfolina Jl\
BOCHN OH )l\ THF (sec) BOCHN o o
+ Cl (@) >
O
BOCHN -15°C BOCHN!
R
(o] *
0°C 1 HoN COOH
(-CH3)

I | I )R\
CF3COOH - HaN )\ CF3COOH/CHCl2  BOCH Nj)km COOH(-CHg)

N COOH(-CH3) e
H

CF3COO0H - HoN rt BOCHN

R: Lligand:

a) -CH3 [(dap-Metala)-2CF;COOH]
b) ‘CH2_© [(dap-phe)-2CF;COOH]

c)

m [(dap-Mettrp)-2CF;COOH]

N

Esquema 2. Esquema de la reaccié d'acoblament entre el lligand Hdap i un aminoacid [a)
alanina, b) fenilalanina, c) triptofa] a través de la formacié d"un grup amida. La reaccid és
igual per I"analeg [(BOC),Hdab].

En el transcurs de la reaccio es formen diversos subproductes, com per exemple:
N-metil morfolina hidroclorada, 2-metilpropanol, excés de base i de cloroformiat. Tots
ells son eliminats a través d'una série d'extraccions acides i basiques, excepte el 2-

metilpropanol que s"elimina per evaporacio.
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Un cop completada la reaccio de formacié de I'enllag amida, cal desprotegir els
grups amina per tal dobtenir el producte final. EI grup BOC es desprotegeix en
condicions acidiques, utilitzant una barreja de CF;COOH/CH,Cl,. Aquest tipus de
desproteccié del grup BOC doéna lloc a la formacié de cations terc-butil i terc-butil
trifluoroacetat, que poden provocar la terc-butilacié6 de l'anell indol del triptofa.
Aquesta alteracié es pot minimitzar utilitzant un scavenger efectiu com l'anisola?” Tot i
la utilitzacio dun 1% danisola en la reaccio de desproteccié del grup BOC de
[(BOC)(dap-Mettrp)] i [(BOC),(dab-Mettrp)], s’ha detectat la terc-butilacio de I'anell
indol. Per tal que aixd0 no passi, caldria l'addici6 d'un scavenger addicional, com el
trietilsila o el dodecantiol, perdo aquests reactius son solubles en medi aqués i dificils
deliminar en fase homogeéenia. De manera que finalment s’han aillat els lligands de
triptofa amb I'anell indol terc-butilat.

Es important no tractar amb una base i en calent el lligands obtinguts, ja que es
pot produir una ciclacié intramolecular per reacci6 del grup NH terminal i el C=0

terminal, formant-se una dicetopiperazina, tal i com es mostra en Esquema 3.

(0]
R o) R
)\ )\ OCHz  H2N NH

H2N e
CF3COOH -H2N Base N C
N” ScoocHs Base N "\J‘ — s HN
D HoN O R
CF3COOH -HoN 2
O

Esquema 3.Reacci6 de ciclacié intramolecular entre el grup NH terminal i el grup
C=0 terminal del lligands sintetitzats, quan es tracten amb una base i en calent.

La formacié d'aquesta dicetopiperazina s’ha detectat en el cas del lligand [(dap-
ala)-2CF;COOH], quan aquest s’ha tractat en medi basic escalfant a uns 50 °C. Sha
confirmat la seva formacio per espectroscopia IR, RMN-"H i RMN-"3C . Els respectius
espectres es mostren en l'apartat de material suplementari d'aquest capitol (Apartat 7,

pag. 219) i dels quals es pot destacar diversos aspectes.



Capitol 4: Complexos de Pt(11) amb substituents de tipus aminoacid - 171

En I'espectre IR de la dicetopiperazina formada apareix una banda a 1685 cm™
molt més estreta que la que apareix en el lligand [(dap-Metala)-2CF;COOH], la qual
satribueix a la vibracié st. N-C=O dels compostos de tipus lactama?' No existeix la
vibracio st. C=0O ni de l'éster ni del contrai6 CF;COO". Tampoc s'observa la banda
corresponent a la vibracié d NH ni st.si. N-C=0 en la zona espectral 1530-1540 cm™, i

aixo és una caracteristica tipica dels compostos ciclics tipus lactama (Figura 2).
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Figura 2. Espectres IR de la dicetopiperazina formada a partir de [(dap-
Metala) - 2CF3sCOOH] (A) i del lligand [(dap-Metala)-2CF;COOH] (B) on es pot observar
diferéncies significatives.

En I'espectre RMN-'H de la dicetopiperazina no s'observa a 3.68 ppm el singlet
corresponent als protons de I'éster metilic (O-CHy3), i els senyals dels protons metilenics
apareixen com a dobles doblets a 3-3.4 ppm. Els protons metilenics no son equivalents ja
que la rapida rotacié del grup CH, dona lloc a entorns diferents, produint l'aparicié de

senyals en desplacaments quimics diferents.
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Figura 3. Espectres de RMN-'H (D,O, 300K) de la dicetopiperazina derivada de [(dap-
Metala) - 2CF3COOH] (A) i del lligand [(dap-Metala)-2CF3;COOH] (B), on s’observa clarament
les diferéncies.

4.1.2. Sintesi dels complexos.

Seguint la metodologia descrita per Gonzélez et al.,*® la sintesi dels complexos
s'ha realitzat fent reaccionar, a temperatura ambient, quantitats equimolars dels
lligands [(dap-Metala)-2CF;COOH], [(dab-Metala)-2CF;COOH], [(dap-phe)-2CF;COOH],
[(dab-phe)-2CF;COOH], [(dap-Mettrp)-2CF:COOH] i [(dab-Mettrp)-2CF;COOH] amb
K.PtCl,. La preséncia d'una base és necessaria per neutralitzar les molécules de I*acid
trifluoroacetic i permetre la coordinacio dels nitrogens al plati. Un esquema d*aquestes

reaccions es mostra en I' Esquema 4.
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Esquema 4. Esquema de la reacci6 de complexacié dels lligands [(dap-Metala)-2CF;COOH]
(a), [(dap-phe)-2 CF3COOH] (b) i [(dap-Mettrp)-2CF;COOH]. La reaccié és la mateixa pels
lligands analegs del dab.

Els complexos PtCl,(dap-phe) i PtCl,(dab-phe) requereixen una acidificacié del
medi a pH= 2-3 per poder-los aillar i no s6n gaire solubles en medi aqués, excepte en
alguns tampons a pH=7, com el tampo fosfat. Els complexos de |*alanina i el triptofa son
insolubles en medi aquds, podent-se solubilitzar en dissolvents com DMSO i DMF. Per tal
de poder-los fer solubles en aigua, s’ha realitzat la hidrolisi de I'éster metilic en tampd

fosfat a pH=7, escalfant a 37°C durant 24h, tal i com es mostra en I' Esquema 5.
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Esquema 5. Esquema de la reaccié d"hidrolitzacié dels complexos de Pt(ll) esterificats
derivats de l'alanina (a) i triptofa (b). La reaccié és idéntica pels analegs del dab.

Pels complexos PtCl(dap-Metala) i PtCly(dab-Metala) s'observa que, un cop
transcorregudes les 24 h de reaccid, el compost s*ha anat solubilitzant en el medi aqués
de reaccio i una posterior acidificacio amb HCI permet I*obtencio del complex en forma
d'acid. Pels complexos derivats del triptofa no s'aconsegueix la solubilitzacié sota
aquestes condicions, ni deixant transcorrer més temps ni augmentant la temperatura.
Aguesta gran insolubilitat en medi aqués ha sigut el motiu que ha fet que els complexos
derivats del triptofa no s'escollissin per realitzar els diferents estudis dactivitat
biologica, i es prenguessin els complexos de la fenilalanina com a exemples d'estudi de

complexos de Pt(11) contenint lligands de tipus aminoacid amb substituents aromatics.

4.1.3. Caracteritzacio espectroscopica dels lligands i complexos.

L"espectroscopia d*infraroig (IR) ha permeés identificar els grups funcionals de
les molécules, mesurant I*excitacié vibracional dels atoms al voltant dels enllagos quan la
molécula absorbeix I|*energia de la regido de I"infraroig. La posicié de les bandes
d*absorcio depén del tipus de grups funcionals presents, i I"espectre en el seu conjunt
representa una identificacié Unica de la molecula. En la Taula 1 es mostren els valors de

les freqiiéncies (cm™) més destacables dels lligands i els respectius complexos de Pt(I1),
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i els espectres es presenten en lapartat de material suplementari d'aquest capitol

(Apartat 7, pag. 219)

n (cm™Y) OHt NHt CHyt CHt C=Ot NHd NHs’d COt CFt COOt CHad
NC=Ot CN t (CFsCOO)
(dap-Metala) 3073- 3073- 1750- 1560 1458 1204 1138 723
2900 2900 1600
(dab-Metala) 3400- 3400- 1750- 1559 1450 1202 1140 724
2900 2900 1600
(dap-phe) 3234- 3234- 3234- 3234- 1750- 1569 1439 1205 1140 724 701
3000 3000 3000 3000 1600
(dab-phe) 3403- 3403- 3403- 3403- 1750- 1547 1438  1203-  1203- 724 701
2900 2900 2900 2900 1600 1140 1140
(dap-Mettrp) 3232- 3232- 2961 1750- 1549 1450 1204 1138 723 745
3059 3059 1600
(dab-Mettrp) 3249- 3249- 3249- 1750- 1543 1437  1203-  1203- 723 754
2959 2959 2959 1600 1137 1137
Pt(dap-Metala) 3259- 3104- 1741, 1567 1219-
3207 2940 1669 1152
Pt(dab-Metala) 3293- 3127- 1740, 1578 1236-
3196 2955 1665 1154
Pt(dap-ala) 3500- 3300- 3120- 1734, 1568 1230-
3300 3200 2940 1675 1150
Pt(dab-ala) | 3500- 3240- 3100- 1741, 1577 1238-
3300 3190 2900 1664 1150
Pt(dap-phe) | 3218- 3218- 3218- 3218- 1724, 1548 1223-
2900 2900 2900 2900 1670 1150
Pt(dab-phe) | 3218- 3218- 3218- 3218- 1722, 1544 1234-
2955 2955 2955 2955 1663 1150
Pt(dap-Mettrp) 3368- 3119 2954 1734, 1568 1223-
3247 1672 1099
Pt(dab-Mettrp) 3367- 3131 1954 1736, 1580 1221-
3232 1669 1090

Taula 1.Frequéencies

(en cm™) de les bandes més significatives dels espectres IR dels
diferents lligands i complexos presentats en aquest capitol. (t)= tensié o stretching, (d)=
deformacidé o bending, (ar.)= aromatic.

Els espectres dels lligands presenten entre si una estructura molt similar, i els

espectres dels respectius complexos han estat assignats per comparaciéo amb els els

espectres dels corresponents lligands i tenint en compte les assignacions descrites en la

bibliografia.®*

Els espectres dels lligands mostren una banda molt ampla entre 2500 i 3600 cm™,

corresponent a les vibracions st. NH dels grups NH;', st. CH, i st. OH dels grups COOH

de la fenilalanina. En la zona espectral compresa entre 1500 i 1800 cm™ s*observa una

banda lleugerament desdoblada degut al solapament en la mateixa zona de varies bandes
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de vibracio corresponents als st. C=O de I"éster o I"acid, del grup amida i del contraid
CF;COOQ" que apareixen a 1750-1600 cm™, i de la preséncia de la vibracio corresponent al
st. si. N-C=0 i d N-H, tal i com es mostra en I'exemple de la Figura 4. També existeix de
forma comuna en tots els lligands una doble banda intensa entre 1100 i 1300 cm™
corresponent a la vibracié st. GN i C-O i st. GF. Com que els lligands presenten els
grups amina protonats, apareix una banda d"absorcié corresponent a la vibracié de
deformacié del grup NH;" en la zona propera a 1450 cm™, inexistent en els espectres

dels complexos respectius.

b

| i |_— st. C-F

conH” ||!st c- N'J"|' —

CFsCOO" Y st. C-Oy%
term e - !ﬂnﬁ.ﬂ)/ \1‘ -

m

Figura 4. Espectre IR del lligand [(dap-Metala)-2CF;COOH] en la zona compresa entre
1000 i 2000 cm™ on es pot observar la banda ampla corresponent al solapament de les
diferents vibracions st. C=0, i la doble banda intensa corresponent a les vibracions st. C-
N, st. C-O i st. C-F.

Aguests lligands també presenten una banda d'absorci6 caracteristica a 724-723
cm corresponent a la vibraci6 st. COO™ del contrai6 trifluoroacetat.
En els espectres dels complexos s*observa que les bandes compreses entre 3500

i 2900 cm' estan molt més ben estructurades, distingint-se les dues bandes
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corresponents a la vibracié st. N-H dels grups amina coordinats al metall i les bandes
corresponents a la vibraci6 st. C-H. Es mantenen sense modificacié les bandes
corresponents a la vibracio st. C=O del grup éster o acid i del grup amida, i desapareix la
banda caracteristica del grup CF;COO™ corresponent a la vibracié st. COO". Un exemple

d'aquesta millor estructuracié de les bandes d'absorcié es mostra en la Figura 5.

3000 2500 20 10 e 3000 - =0 00 10

(dap-Metala)-2CF;COOH PtCl,(dap-Metala)

Figura 5. Espectre IR del lligand (dap-Metala)-2CF3COOH i el corresponent complex de
Pt(11) en la zona compresa entre 1500 i 3500 cm™, implicada en la formaci6 del complex.
La comparacié dels dos espectres permet observar la millora de [I'estructuraci6 de les
bandes que es produeix en el complex.

L'aparicié de bandes d'absorcié noves i/0 la modificacié daquelles que ja son
presents en els espectres dels lligands s'atribueix als modes de vibracio Pt-Cl i Pt-N. Les
bandes corresponents a la vibracié M-L solen apareéixer a fregiiencies inferiors a 400

Cm-1.24

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de proté (RMN-'H).

Shan enregistrat els espectres de RMN-'H de tots els lligands lliures i els
corresponents complexos de Pt(Il) utilitzant DO o0 DMSO com a dissolvents, i es
mostren en l'apartat de material suplementari d'aquest capitol (Apartat 7, pag. 219). Les

assignacions dels diferents senyals es resumeixen en la Taula 2.
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d (ppm) CH2 N-CH N-CH O-CHs NH NH Altres
amida
(dap-Metala) 348 m 455m 3.68s 4.28 (CHa)) m, 1.35 (C-CHs3) d
(dab-Metala) | 2.03m 2.87m 42m 348s 3.85 (CHa)) m, 1.60 (C-CHs) d
(dap-phe) 3.66m 416 m 3.36 (CHz) m, 4.75 (CHp) m, 7.30
(CHarom) m
(dab-phe) 208m 233-340m 3.94m 2.33-3.40 (CHz (/) m, 7.25 (CHurom)
(dap-Mettrp) 335m 45m 3.72m 1-2 (CHa terc-butil) m, 3.2 (CHz (w)) m,
4.78 (CHw)) m, 7.02-7.59 (CHarom)
(dab-Mettrp) | 2.13m 3.18m 39m 3.3d 1-2 (CHs terc-butil) m, 3.03 (CHzw)) m,
4.9 (CH(W)) m, 7.07-7.6 (CHarom) m
Pt(dap-Metala) 26m 515m 37s 559-595m 8.7d 1.3 (CCH3) d, 4.36 (CH@) m
Pt(dab-Metala) | 1.8 m - - 3.72s 4.6-6m 8.66d 1.38 (C-CH3) d, 4.39 (CH@) m
Pt(dap-ala) 354-3.67m 517 m, 2.17 (C-CHz) m, 4.21-4.46 (CHp) m
Pt(dab-ala) 154- 252-260m 4.17m 1.18 (C-CHs) d, 3.38 (CHa)) m
191 m
Pt(dap-phe) |2-2.3m - 45-59m 855m 2.9 (CHzp) m 7.33-7.35 (CHarom) M
Pt(dab-phe) 23m - - 458-59m 855m 2.93 (CHz@), 7.33-7.35 (CHarom)
Pt(dap-Mettrp) 32m 4.2m - 551lm 9.0d 1-2 (CHgz terc-butil) m, 3.6 (CHxw)) m,
4.6 (CHwy) m, 7.05-7.6 (CHirom) M
Pt(dab-Mettrp) | 2.2 m 3.3m - - 5.1-6.3m 891lm 1-2 (CHz terc-butil) m, 4.7 (CHw),
7.13-7.62 (CHirom)

Taula 2. Desplagcaments quimics de proté (ppm) dels principals senyals dels espectres de
RMN-'H dels lligands i els respectius complexos presentats en aquest capitol. (s)=singlet,
(d)=doblet, (m)=multiplet, (A)=alanina, (F)=fenilalanina, (W)=triptofa, (-)=emmascarat.

Els espectres realitzats en D,O no presenten els senyals corresponents als
protons NH ni OH degut a I'intercanvi de protons per deuteris. Els senyals
corresponents als protons NH en general apareixen amples perqué els acoblaments N-H
no son observables degut a la relaxacié quadrupolar del nucli de nitrogen i al lent
intercanvi dels protons NH*

Els senyals dels espectres dels complexos de plati apareixen, de forma general,
més amples que els corresponents senyals en els lligands, degut a la preséncia de
diferents conformomers en dissolucid. Si I*equilibri conformacional fos lent, es podria
arribar a distingir un conformomer i obtenir senyals amb millor resolucié. Pero al ser
aquest equilibri rapid, els senyals s"eixamplen. Per millorar la resolucié caldria
enregistrar |'espectre a baixa temperatura, experiment que no és possible degut als
dissolvents en qué sén solubles els compostos (H,O i DMSO). A més, els protons que es

troben més allunyats del centre metal-lic apareixen amb més bona resolucié i amb un
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canvi de desplacament quimic minim respecte al lligand perque es veuen menys

influenciats pel metall. Un exemple d'aquest fenomen es mostra en la Figura 6.
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Figura 6. Espectres de RMN-'H del lligand [(dap-Metala)-2CF3COOH] (A) i del complex
PtCl,(dap-Metala) (B), on es pot observar la diferencia de resolucié dels senyals.

Com es pot observar en la Figura 6, en la qual es compara els espectres de RMN-
'H del lligand [(dap-Metala)-2CF;COOH)] i del respectiu complex de Pt(I1), els senyals
del lligand apareixen amb més bona resolucié que els senyals del complex. El doblet una
mica distorcionat a 1.3 ppm i el singlet a 3.5 ppm de I"espectre del complex s6n els

senyals que presenten millor resolucié i corresponen a protons que es troben allunyats
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del centre metallic. Els altres senyals, dels grups més propers al metall, compresos
entre 2-6 ppm del mateix espectre, apareixen com a multiplets i senyals amples degut a
I"existencia d"un equilibri conformacional en dissolucio i a la preséncia dels senyals del
dissolvent.

Comparant els espectres i les dades presentades en la Taula 2 dels complexos
PtCl,(dap-ala) i PtCl,(dab-ala) amb els dels respectius ésters metilics, es fa evident la

desaparicio del singlet proper a 3.5 ppm corresponent al CH; de I*éster metilic.

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *3C.
S'han enregistrat els espectres de RMN-"3C dels diferents lligands sintetitzats,
els quals es mostren en |"apartat de material suplementari d*aquest capitol (Apartat 7,

pag. 219), i les dades dels desplacaments quimics es presenten en la Taula 3.

d (ppm) CH, N-CH, N-CH O-CHs C-F c=0 N-C=O C=0 Altres
(CFsCOOH)

(dap-Metala) 439 5182 563 110-127 165.6 17349 177.7 18.7 (CHs),
54.34 (CHw)
(dab-Metala) | 315 38.18 51.82 55.9 116.3-122.1 165.6 1715 177.2 18.7 (CHsw),
53.5 (CHa)
(dap-phe) 39.37 50.58 113.33- 1615 1659 175.64 36.77 (CHzp),
119.12 55.94 (CHp)
127.04-136.9 (Caron)
(dab-phe) | 3149 4031 53.72 116.34- 1615 170.85 180.45 37.98 (CHgp),
122.14 59.81 (CHg)
129.73-140.95 (Carom)
(dap-Mettrp) 440 550 530 - 161.07 1618  172.6 28.2 (CHawy),
29 (CHs terc-butil)
57.8 (CHw))
112.1-137.8 (CHirom)
(dab-Mettrp) | 292 375 559 535 - 161.0 1714  176.4 31.2 (CHaw),
56.8 (CHw))
111.6-139.03 (Carom)

Taula 3. Desplagcaments quimics (ppm) de carboni dels diferents lligands sintetitzats.
(A)=alanina, (F)=fenilalanina, (W)=triptofa, (-)=emmascarat

En tots els espectres dels lligands hi ha una serie de senyals comuns
corresponents a grups que sén presents en cada un dels compostos. En la zona compresa
entre 110 i 135 ppm apareix un senyal caracteristic del carboni C-F del contraié

CFsCOOH i a 164 ppm aproximadament apareix el senyal corresponent al C=O del mateix
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contraid. Agquests senyals del CF;COOH apareixen com a quadruplets degut a
I*acoblement amb el fluor, presentant unes constants d*acoblament de I"ordre de 294
Hz pel C-F i de 45 Hz pel COOH?! En la zona compresa entre 165 i 180 ppm apareixen
els senyals corresponents als carbonils (amida, acid, éster) de I'estructura del lligand. A

desplacaments quimics baixos apareixen els senyals dels carbonis alifatics.

Cromatografia liquida ESI1-MS.

S'han enregistrat els espectres ESI-MS de tots els lligands i dels complexos
PtCl,(dap-ala), PtCl,(dab-ala), PtCl,(dap-phe) i PtCl,(dab-phe), utilitzant com a fase mobil
MeOH/H,0. Els diferents espectres es mostren en |"apartat de material suplementari
d"aquest capitol (Apartat 7, pag. 219).

L*espectre de masses obtingut és una representacidé del corrent produit pels
ions, generats en la cambra de ionitzacid, quan arriben al detector, i la intensitat del pic
és una indicacio del nimero relatiu de ions. Els ions produits per la fragmentacio es
separen segons la seva relacié massa/carrega (m/z).

L*'espectre ESI-MS dels lligands presenta el senyal corresponent al i6 [M-
2CF;COO™-H'T" (Figura 7), i a valors de m/z inferiors a aquest senyal apareixen els
senyals d'altres fragmentacions de la molécula. En el cas dels lligands de I'éster metilic
del triptofa, sempre apareix un senyal a 56 unitats de massa per sota del senyal de [M-
2CF;COO-H'T, el qual s'atribueix al catié format per la pérdua del grup terc-butil de

I'anell indol.
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Figura 7. Senyals corresponents a I'i6 molecular de I'espectre ESI-MS dels lligands [(dap-
Metala) - 2CF3COOH] (A) i [(dap-phe)-2CF3;COOH)] (B) i [(dap-Mettrp)-2CF3COOH] (C) amb
les corresponents simulacions teoriques. El mateix comportament el presenten els lligands
[(dab-Metala) - 2CF3COOH], [(dab-phe)-2CF3COOH] i [(dab-Mettrp)-2CF3COOH].

Els complexos PtCl,(dap-ala), PtCl,(dab-ala), PtCl,(dap-phe) i PtClL(dab-phe) s'han
hagut d'enregistrar en negatiu per tal de detectar I'anié corresponent a la pérdua del
proté acidic [M-H']" (Figura 8). En els espectres dels complexos, la distribucio isotopica

dels senyals difereix de la dels lligands, ja que en els complexos cal tenir en compte
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I"existéncia de sis isotops del plati (°°Pt, '?Pt, **Pt, °°Pt, "*°Pt) i dos isotops del clor
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Figura 8. Senyals corresponents al i6 molecular de l'espectre ESI-MS dels complexos
PtCl,(dap-ala) (A) i PtCly(dap-phe) (B) amb les corresponents simulacions teodriques. Els
compostos PtCly(dab-ala) i PtCl,(dab-phe) mostren un comportament similar.

4.2.ASSAIGS BIOLOGICS.
4.2.1. Estudi de la interaccié Pt-DNA per dicroisme circular.

L'espectre de dicroisme circular és una representacié de I'el-lipticitat en front de
la longitud d'ona, i dona informacio a nivell qualitatiu sobre els canvis conformacionals
provocats pels compostos en I'estructura secundaria del DNA.

Per poder estudiar la interaccié dels complexos de plati amb el DNA i la
modificacié causada en la seva estructura secundaria, s"ha enregistrat I'espectre de
dicroisme circular de DNA-Calf Thymus incubat durant 48 h a 37 °C amb els lligands
lliures ([(dap-Metala)-2CF;COOH], [(dab-Metala)-2CFCOOH], [(dap-phe)-2CF;COOH],
[(dab-phe)-2CF;COOH] i els respectius complexos de Pt(Il), a tres raons molars

diferents de compost (r; = 0.1, 0.3, 0.5). Els espectres obtinguts es mostren en la Figura
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9 i la Figura 10, i els valors maxims i minims d’el-lipticitat i longitud d'ona obtinguts per a
cada ra6 molar es presenten en la Taula 4. En tots ells, es pot observar una banda
positiva entre 310 i 260 nm, i una banda negativa entre 260 i 220 nm.

L'espectre del lligand s"enregistra en cada cas per tal de comprovar si aguest
interacciona covalentment amb el DNA i per tant, si influeix en els canvis observats en
els espectres del DNA incubat amb els complexos. Com es pot observar en els
espectres, els lligands no modifiquen significativament el valor de la longitud d*ona
maxima ni el valor de I"elipticitat de la corba del DNA, indicant que no produeixen canvis
importants en la seva estructura secundaria.

En canvi, els corresponents complexos de plati presenten modificacions
importants en els valors de longitud d*ona maxima i ellipticitat, fent evident que
produeixen un efecte en I'estructura del DNA. Les modificacions observades en les
corbes del DNA no son comparables a les del cisplati, pero si, en canvi, a les del

carboplati.?®

A través de la Figura 9 i la Figura 10 i els valors presentats en la Taula 4
s'observa que, en els complexos PtCl(dap-Metala), PtCl,(dap-ala), PtCl,(dab-Metala) i
PtCl,(dab-ala), a mesura que augmenta el valor de la raé molar, augmenta el valor de | .
i disminueix el valor de gnax €ssent alguns valors inferiors al del DNA no tractat i altres
superiors. Pel que fa a la banda del minim, s*observa que a mesura que augmenta la raé
molar disminueix el valor de g, i el valor de | ;, gairebé no es modifica. La disminucio6 de
I'ellipticitat maxima acompanyada de lI'augment de la longitud d'ona quan augmenta la ra6
molar s'atribueix a un canvi de la conformacio del DNA de la forma B a la forma C,
produint-se un augment de la curvatura de la hélix de I*acid nucleic per rotacié de les
bases.”®?"?® Se sap que la reduccié de l'ellipticitat de la banda positiva es pot associar a
la formaci6 de segments curts d’una sola cadena contenint bases desaparellades.?*

En el complex PtCl,(dap-phe) s‘observa un comportament similar als complexos
gue contenen l'alanina, pero en el complex PtCl,(dab-phe) els valors de Qm.x varien en
funcio de la raé molar en sentit invers (gmnax augmenta quan r; augmenta), essent sempre

superiors al valor de q..x del DNA no tractat. L'augment de lellipticitat maxima del
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DNA s'atribueix a la formacié d’enllagos cis-bifuncionals i és conseqiiencia de distorcions
no desnaturalitzants en la doble hélix*®La variacié de gn. que genera PtCl,(dab-phe)
segueix, per tant, el mateix comportament que presenta el cisplati.

En la interacci6 dels compostos de fenilalanina amb el DNA existeix un factor
addicional a tenir en compte, com és la presencia d*un anell aromatic. L'estructura plana
dels anells aromatics fa que aquest tipus de compostos tinguin la capacitat d'intercal-lar-
se entre les bases nitrogenades del DNA, provocant distorcions en la seva estructura.
30.3132 Esta descrit que els complexos que presenten lligands intercal-ladors provoquen
una disminucié important de lellipticitat a mesura que augmenta la raé molar de
compost, a més d'un efecte batocromic sobre la longitud d'ona®®*3** Aixi doncs, els
complexos de la fenilalanina poden interaccionar amb la doble hélix de tres maneres, a
través d'un enllag covalent Pt-DNA (un cop desplacats els lligands clorur), per
intercal-lacio de I*anell aromatic entre les bases nitrogenades (amb els resultats
obtinguts només es compleix pel complex PtCl,(dap-phe)) , i per pont d’hidrogen a través
del grup carboxilat.

El diferent comportament que presenta el PtCl,(dab-phe) respecte els altres
complexos es pot atribuir a que aquest compost, en les 48 h d'incubacié amb el DNA, pot
arribar a estabilitzar la forma B del DNA mentre que els altres complexos no han tingut
el temps suficient®*>*® S’han descrit alguns casos similars, en els quals un conjunt de
complexos que presenten estructures molt semblants, la majoria es comporten de forma
similar, estabilitzant la forma B del DNA, i algun presenta resultats diferents,
modificant la conformacié B a la forma C. En aquests casos s’ha observat que el primer
adducte que es forma pot canviar a un altre tipus d'adducte augmentant el temps

d’incubaci6.®
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Figura 9. Espectres de DC del DNA-Calf Thymus incubat amb els

lligands lliures [(dap-

metala) - 2CF3COOH] i [(dab-metala)-2CF3COOH] (figures A i B respectivament) i amb els
complexos PtCly(dap-metala),

C,D,E i F respectivament) a diferents valors de r (0.1, 0.3, 0.5)

PtCl;(dab-metala),

PtCl,(dap-ala) i

PtCly(dab-ala) (figures
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Figura 10. Espectres de DC del DNA-Calf Thymus incubat amb els lligands lliures (dap-
phe)-2CF3;COOH i (dab-phe)-2CF;COOH (figures A i B respectivament) i amb els complexos

PtCl,(dap-phe) i PtCl,(dab-phe) (figures C i D respectivament) a diferents valors de r (0.1,
0.3, 05).
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DNA
ri | max Qmax | min Qmin
- 273.6 5.03-10° 245.2 -5.25-10°
(dap-Metala) - 2CF;COOH
ri | max Omax | min Qmin
0.1 2754 5.25-10° 243.2 -5.71-10°
0.3 273.6 4.99-10° 2452 -5.86-10°
0.5 278.6 5.03-10° 246 -5.43-10°
PtCl,(dap-Metala)
ri | max Omax | min Qmin
0.1 277.6 5.75-10° 247.6 -4.70-10°
0.3 278.6 5.49-10° 248.6 -4.15-10°
0.5 280.4 4.81-10° 2474 -4.07-10°
PtCl,(dap-ala)
ri | max Omax | min Qmin
0.1 277.2 4.3310° 247.4 -3.26-10°
0.3 279.2 3.74-10° 247 -3.06-10°
0.5 2824 3.13-10° 247 -2.11.10°
(dab-Metala) - 2CF;COOH
ri | max Omax | min Qmin
0.1 275.6 4.7710° 244.6 -5.50-10°
0.3 273.2 4.64-10° 244.8 -5.61-10°
0.5 2717.2 45310° 2444 -5.71-10°
PtCl,(dab-Metala)
ri | max O max | min Qmin
0.1 278.2 6.11-10° 247.6 -4.18-10°
0.3 279.6 5.33-10° 247.2 -3.94-10°
0.5 281.6 4.52:10° 246.2 -3.31-10°
PtCl,(dab-ala)
ri | max Omax | min Qmin
0.1 279.8 4.1810° 248.8 -3.17-10°
0.3 282.8 3.08-10° 2454 -1.79-10°
0.5 284.4 2.71-10° 250.8 -1.39-10°
(dap-phe) - 2CF;COOH
ri | max O max | min Qmin
0.1 277 481-10° 2464 -5.70-10°
03 2732 476-10° 2454 -5.70-10°
0.5 274.6 4.9210° 2454 -5.64-10°
PtCl,(dap-phe)
r | max Omax | min Qmin
0.1 279.6 3.61-10° 248.2 -3.19-10°
0.3 280.4 3.15-10° 248.0 -3.2510°
0.5 282 2.45-10° 246.0 -1.88-10°
(dab-phe) - 2CF;COOH
ri | max Omax | min Qmin
0.1 275.2 5.15-10° 2454 -5.72-10°
0.3 274.8 5.00-10° 246.0 -5.65-10°
0.5 2744 4.7810° 244.8 -5.90-10°
PtCl,(dab-phe)
ri | max O max | min Qmin
0.1 278.6 5.57-10° 246.2 -5.53-10°
0.3 276.8 5.78-10° 248.2 -5.17-10°
0.5 279.4 5.87:10° 247.0 -4.89-10°

Taula 4. Valors de | qax, I'min. Omax» | Omin Obtinguts dels espectres de DC pels diferents
lligands i complexos, per cada radé molar estudiada (ri= 0.1, 0.3, 0.5).
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Tot i que el tipus de modificacio que generen els complexos PtCl,(dap-Metala) i
PtCl,(dab-Metala) sobre I'espectre de DC del DNA segueix la mateixa tendencia que les
modificacions generades per PtCl(dap-ala) i PtCl,(dab-ala) (quan r; augmenta, Omax
disminueix i | h.x augmenta), els canvis en g i | en funcié de r, s6n més pronunciats en
aquests darrers complexos, PtCl,(dap-ala) i PtCl(dab-ala). Aquests compostos, a
diferencia dels seus analegs esterificats, presenten un proté acidic que pot
interaccionar per pont d’hidrogen amb el DNA, i augmentar aixi I'efecte generat pel
complex. També s'observa un augment en els canvis de q i | al passar del complex amb el
lligand quelatant de dos metilens (PtCl,(dap-Metala) o PtCl,(dap-ala)) al complex que té
el lligand amb tres metilens (PtCl,(dab-Metala) o PtCl,(dab-ala)). D’aquesta manera és el
complex PtCl,(dab-ala) el que mostra un espectre de DC amb més canvis en els valors de
gil en funcié de r,. Aixi doncs, es pot diferenciar I'efecte de tenir o no un proto acidic
terminal en el substituent i 'efecte de tenir un lligand quelatant de dos o tres metilens.

En els complexos PtCly(dap-phe) i PtCly(dab-phe), també existeix un canvi de
comportament en la modificacié de I'espectre del DNA al passar del lligand quelatant de
dos metilens al de tres metilens. Per tant, el fet de tenir un lligand quelatant més gran o

menys influeix en la interaccié amb l'acid nucleic.

4.2.2. Estudi de la interacci6 Pt-GMP per RMN-"H.

El mecanisme d'accié de les drogues antitumorals de plati es pot interpretar en
termes d'una interacci6 bifuncional amb el DNA de les cel-lules tumorals, per exemple
amb els N7 de les guanines. L'estudi de la interacci6 dels complexos antitumorals de
plati amb nucledtids o nucleosids facilita la determinacié del mecanisme d'actuacié. En
aquest sentit, s’ha estudiat el transcurs de la reaccié dels complexos PtCl,(dap-Metala),
PtCl,(dab-Metala), PtCl,(dap-ala), PtCl,(dab-ala), PtCl,(dap-phe) i PtCl,(dab-phe) amb 5'-
GMP a través de l'espectroscopia RMN-'H i els resultats obtinguts es mostren en la

Figura 11 i Figura 12.
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Figura 11. Espectres de RMN-'H obtinguts en I'estudi de la interaccié dels complexos

PtCl,(dap-ala), PtCl,(dab-ala), PtCl,(dap-Metala),

PtCl,(dab-Metala) amb 5'-GMP.

Els

espectres han estat enregistrats a 372C, pH=7 (tamp6 fosfat) i en D,O o D,O + DMF d;.
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Figura 12. Espectres de RMN-'H obtinguts en l'estudi de la interaccié dels complexos
PtCl,(dap-phe), PtCl,(dab-phe) amb 5-GMP. Els espectres han estat enregistrats a 372C,

pH=7 (tampé fosfat) i en D,O o D,O+DMF d-.

Les reaccions s'han seguit controlant la disminucié de la intensitat del senyal

corresponent al H8 de la 5'-GMP lliure i lI'aparicié dels senyals corresponents al H8 de la

5'-GMP unida al plati (Figura 13).
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Figura 13. Estructura del mono-adducte (A) i bis-adducte (B) Pt-5"GMP
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En tots els casos s*ha observat el desplacament cap a valors de d (ppm) més
elevats del H8 de la 5'-GMP (8.1 ppm pel H8 de la 5-GMP lliure; 8.5-8.6 ppm pel H8 de la
5-GMP unida al plati). Aquest fet indica que, en tots els complexos, el punt de
coordinacié de la 5’-GMP és la posicié N7.

La reaccio dels complexos PtCl,(dab-ala), PtCl,(dap-Metala), PtCl,(dab-Metala),
PtCl,(dap-phe) i PtCl,(dab-phe) dona lloc a I'aparicié de 4 senyals nous corresponents a
H8 resultat de la formacio dels bis-adductes amb 5-GMP. La formacié de l'adducte
entre 5-GMP i els complexos racemics de plati dona lloc a 2 diasteroisomers cada un
dels quals dona lloc a 2 senyals H8, proporcionant un total de 4 senyals. En els complexos
PtCl,(dab-ala), PtCl,(dap-Metala) i PtCl,(dab-Metala) s'observa una lleugera superposicio
d'aquests senyals.

La reacciéo del complex PtCl,(dap-ala) amb 5-GMP déna lloc a l'aparicié de 8
senyals nous corresponents al H8 de 5'-GMP. L'existéncia de 8 senyals en comptes de 4
es pot atribuir a la preséncia de rotamers.

Els resultats obtinguts del percentatge de bis-adducte format en funcié del
temps es mostren en la Figura 14. Els temps de vida mitja determinats (t;,2) corresponen

al temps que tarda el 50% de la quantitat de complex lliure al formar els bis-adductes.
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Figura 14. Representacié grafica de I'evolucié en el temps de la interaccié dels complexos
amb 5'-GMP, mostrant la formacié del bis-adducte. Els temps de vida mitja (ti/;) de la

formacié dels bis-adductes s’han determinat graficament.

Com es pot observar amb els resultats presentats, el complex que reacciona més
rapidament amb 5'-GMP és el PtCl,(dap-ala) amb t,,= 3h, seguit pel complex PtCl,(dab-

Metala) amb t,,= 3.8h. Els altres complexos presenten temps de vida mitja superiors al
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temps de lI'experiment. Aquests resultats ja es podien deduir a través de les intensitats
dels senyals dels espectres de RMN-"H. En general sembla que els complexos amb el
lligand diaminoguelatant dap reaccionen més rapidament que els analegs amb el lligand
dab, exceptuant el complex PtCl,(dap-Metala).

El fet que alguns d'aquests complexos reaccionin lentament amb 5'-GMP, fins i tot
meés lentament que els complexos PtCl,(Hdap), PtCl,(Hdab), PtCl,(Etdap) i PtCl,(Etdab)
presentats en el capitol 3, es pot atribuir a la concentracio de 5-GMP existent respecte
a la concentraci6 de complex. En aquest cas s’ha emprat una relacio 2:1 en comptes d'una
relacié 4:1 (emprada en el capitol 3). Un augment de la concetracié de 5'-GMP facilitaria
l'augment de la velocitat de reaccid i es podria establir més clarament una relacié

estructura-activitat.

4.2.3. Estudi de la interaccié Pt-DNA per electroforesi en gel d"agarosa.

El DNA de plasmidi pBR322 (de procedencia bacteriana) utilitzat en aquesta
electroforesi és circular i pot presentar una estructura terciaria definida o
superenrotllament. Aguest DNA ot presentar dues formes diferents: forma circular
covalentment tancada (CCC) que presenta un determinat nimero de voltes

superhelicoidals, i la forma circular oberta (OC) que no presenta superenrotllament®®

Figura 15. Representacié de les dues conformacions que presenta el plasmidi de DNA
pBR322: la circular covalentment tancada (CCC) i la circular oberta (OC).

En unes condicions experimentals determinades, la velocitat de migracié de les

dues formes és proporcional al numero de voltes superhelicoidals. Per tant, com més
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voltes, més compacta és l|*estructura i augmenta la mobilitat a través del gel. Els
complexos metallics poden provocar una disminucié del superenrotllament o una
compactacio del plasmidi>"*® de manera que es pot esperar una variacio en la mobilitat
electroforética de les diferents formes.

Per tal d'estudiar els efectes que produeixen els compostos sintetitzats sobre
I"estructura terciaria del DNA, s'ha realitzat I'electroforesi del DNA pBR322 incubat
amb els lligands [(dap-Metala)-2CFsCOOH], [(dab-Metala)-2CF;COOH], [(dap-
phe)-2CF;COOH] i [(dab-phe)-2CF;COOH] i els corresponents complexos de Pt(ll) a
37°C durant 24 hores, i s"han comparat amb dos controls:

a. Control negatiu: plasmidi sol.

b. Control positiu: plasmidi incubat amb el cisplati a les mateixes raons molars

que els altres compostos (ri= 0.3, 0.5).

Es ben conegut que raons molars de cisplati moderades provoquen un retard en la
mobilitat electroforéetica de la forma CCC, i augmenten lleugerament la mobilitat de la
forma OC. Per aix0 s'utilitza cisplati com a control positiu.®®

Els resultats obtinguts de I'analisi electroforétic del DNA tractat amb els

compostos mencionats anteriorment es mostren en la Figura 16 i Figura 17.



Capitol 4: Complexos de Pt(11) amb substituents de tipus aminoacid - 196

03 05 03 05 03 05 03 05 03 05

oC

CcC

DNA A B C D E

Figura 16.Patr6 de mobilitat electroforética a 0.7 V/cm (16 h) del DNA de pBR322 natiu i
incubat amb els compostos, essent A=cisplati, B=[(dap-Metala)-2CF;COOH], C=[(dab-
Metala)- 2CF3COOH], D=PtCl,(dap-ala), E=PtCl,(dab-ala). El senyal superior correspon a la
forma OC del DNA, i el senyal inferior a la forma CCC.

03 05 03 05 03 05 03 05 03 05

ocC

CccC

DNA A B C D E

Figura 17.Patr6 de mobilitat electroforetica a 5 V/cm (4 h) del DNA de pBR322 natiu i
incubat amb els compostos, essent A=cisplati, B=[(dap-phe)- 2CF3COOH], C=[(dab-
phe) - 2CF3;COOH], D=PtCl,(dap-phe), E=PtCl,(dab-phe). El senyal superior correspon a la
forma OC del DNA i el senyal inferior a la forma CCC.
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A través de la Figura 16 es pot observar que el comportament del cisplati
difereix de |'esperat. En aquest cas, el DNA tractat amb el cisplati presenta dos
senyals. El superior correspon al comportament tipic del cisplati, resultat de I"augment
de la mobilitat de la forma OC i el retard de la mobilitat de la forma CCC. El senyal
inferior correspon a una forma de DNA que presenta una mobilitat més gran que la
forma CCC del DNA control. Aquest senyal correspon segurament a molécules de DNA
hidrolitzat durant la incubacié. Aquest resultat es pot esperar si durant la conservacio
previa a la preparacio de la mostra I"estat del DNA s"ha modificat. Si algunes molécules
de DNA CCC perden la seva compactacié tipica, al tractar-les amb el cisplati, la droga
pot arribar a fragmentar-les.

Els lligands [(dap-Metala)-2CFCOOH] i [(dab-Metala)-2CF;COOH] no modifiquen
significativament ni la mobilitat de la forma OC ni la mobilitat de la forma CCC,
suggerint que, 0 bé no generen cap canvi sobre I'estructura terciaria del DNA o bé els
canvis que provoguen no sén prou importants com per distingir-se amb aquesta téecnica.
Per altra banda, els respectius complexos generen canvis més notables, augmentant la
mobilitat de la forma OC i de la forma CCC, essent el complex PtCl,(dab-ala) el que
augmenta la mobilitat amb més intensitat. Aquest augment de la mobilitat
electroforetica implica que els complexos augmenten el grau de compactacio de la doble
hélix del plasmidi. Contrariament al tractament amb cisplati, ni en el cas dels lligands ni
dels complexos s'observa evidéncies clares de la fragmentacié del DNA.

En el cas dels compostos que contenen la fenilalanina (Figura 17), [(dap-
phe)-2CF;COOH], [(dab-phe)-2CF;COOH], PtCl,(dap-phe) i PtCl,(dab-phe), s'observa que
els lligands no modifiguen significativament la mobilitat electroforéetica de les dues
formes de DNA, de forma similar als lligands de l'alanina. En canvi, els dos complexos
generen un lleuger augment de la mobilitat de la forma OC i CCC. Aquesta modificacio
suggereix que PtCly(dap-phe) i PtCl,(dab-phe) provoquen un augment de la compactacié
del DNA.

Per tal d'observar quin és l'efecte que realment produeixen aquests lligands i
complexos sobre el DNA a les 24 h d'incubacio, s’han enregistrat les imatges de AFM,

els resultats dels quals es mostren en l'apartat seglent.
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4.2.4. Imatges de microscopia de forces atomiques.

Un cop comprovat que els complexos de Pt(Il) estudiats interaccionen amb el
DNA, s'ha visualitzat I'efecte que aquests produeixen sobre I|'estructura de lacid
nucleic a través de la microscopia de forces atomiques. Les imatges obtingudes s"han
comparat amb les dels respectius lligands i amb les del DNA lliure. Per aquests estudis
s'ha utilitzat plasmidi pBR322, de la mateixa manera que en electroforesi en gel
d*agarosa.

A través de les imatges de AFM es pot observar els efectes que poden induir els
complexos metal-lics, com la disminucié o augment del superenrotllament, la compactacio
del plasmidi, i fins i tot I"agregaci6é de molécules de DNA.

Els canvis estructurals provocats per la interaccio dels complexos de plati amb el
DNA i els respectius lligands, transcorregudes 24 hores d'incubacio a 37 °C es mostren

en la Figura 18 i Figura 19.



Capitol 4: Complexos de Pt(11) amb substituents de tipus aminoacid - 199

3.0 nM

1.5 nm

0.0 nM

L/

Figura 18. Imatges de AFM del pBR322 sol (figura A) i del pBR incubat amb els lligands
[(dap-Metala) - 2CF3COOH], [(dab-Metala)-2CF;COOH] (figures B, D) i del pBR322 incubat
amb els complexos PtCly(dap-ala), PtCl,(dab-ala), (figures C, E) a 37 ©C i durant 24 hores.
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Figura 19. Imatges de AFM del pBR322 sol (figura A) i del pBR incubat amb els lligands
[(dap-phe)-2CF;COOH], [(dab-phe)- 2CF3;COOH], (figures B, D) i del pBR322 incubat amb
els complexos PtCl,(dap-phe), PtCl,(dab-phe), (figures C, E) a 37 ©C i durant 24 hores.
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A través de les imatges enregistrades es pot observar com el plasmidi sense
tractar (imatge A de la Figura 18 i Figura 19) presenta la seva estructura circular amb
diferents voltes superhelicoidals.

En presencia dels lligands (imatges B, D de la Figura 18 i Figura 19), les diferents
molécules de DNA experimenten un cert recargolament, pero el que resulta remarcable
€s que pateixen una agregacio important. Aquests efectes s'atribueixen a interaccions
per pont d*hidrogen amb la doble hélix!**° Els diferents lligands estudiats presenten en
la seva estructura diversos punts possibles perqué es produeixi aquest tipus d'interaccié
feble, el grup carboxilat i els dos grups amina. Aquesta caracteristica permet explicar
perqué l'agregacié de molécules de DNA és tan important. S’han descrit diversos estudis
en els que s'observa la formacié d'enllacos débils per pont d’hidrogen intermoleculars
entre els grups amina de diverses amines i acid nucleics i el grup carboxilat d'acids

' Aix0 explicaria perqué els lligands estudiats poden unir diferents

carboxilics.*
moleécules de plasmidi entre si sense enllacar-se covalentment al DNA. Aquestes
observacions concorden amb els resultats de dicroisme circular, a través dels quals es
deduia que els lligands no modifiquen significativament |*estructura secundaria del DNA.
Per altra banda, a través de I'electroforesi en gel d'agarosa no s'apreciava cap efecte
sobre el DNA, i en canvi, a través de les imatges de AFM es demostra I'existéncia d'una
activitat per part dels lligands.

En incubacié amb els complexos de Pt(l1) (figures C, E, de la Figura 18 i Figura
19), el DNA pateix una modificaci6 en la compactacié de les seves molecules, més
important que en els lligands, i també una agregaci6. Aquest doble efecte és degut, per
una banda, a la uni6 covalent amb el DNA a través del metall, de manera que modifiquen
la seva estructura terciaria augmentant la intensitat de compactacio de la forma CCC i
OC, i per altra banda, a través del grup carboxilat del lligand agrupen diferents
molécules de plasmidi per interaccions débils per pont d'hidrogen. Aquests resultats
estan d"acord també amb els obtinguts per dicroisme circular i per electroforesi en gel

d'agarosa. Els resultats de dicroisme indicaven que existeix una interaccid covalent

complex-DNA que modifica I'estructura de l'acid nucleic i els resultats d'electroforesi
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mostraven un avang electroforetic de les dues formes de DNA deduint-se un augment

de la compactacié de la doble hélix.

4.2.5. Assaigs de proliferacio cel-lular.

L'objectiu d'aquests assaigs biologics és I'estudi dels efectes que produeixen els
complexos de plati en el creixement in vitro d'una linia cel-lular i determinar el valor de
la I1Cso (concentracioé de complex en la qual es produeix el 50 % de mort cel-lular).*>*>**

En I"estudi del creixement in vitro de les cél-lules incubades amb els complexos
de plati, s"estableix el nimero de cél-lules vives utilitzant un tint cromofor basat en sals
de tetrazol. El temps d"incubacié amb aquest tint depén de la capacitat metabolica de
les cel-lules. Per obtenir un increment significatiu de la intensitat de color sén suficients
de dues a cinc hores d'incubaci6 a 37 ©°C. Transcorregut el temps necessari, es
comptabilitza el numero de cél-lules vives en funcié d‘aquesta intensitat, mesurada a

través d'un lector ELISA. Com més elevada és la intensitat, més gran és el percentatge

de céllules vives.

La citotoxicitat dels complexos que s6n més solubles en aigua s*ha determinat
per incubaci6 d'aquests a 37 °C durant 24h, 48h i 72h en la linia cel-lular HeLa (linia de
carcinoma huma d*uter) i HL60 (linia de leucémia aguda promielocitica), i els resultats
obtinguts s*han comparat amb els del cisplati i carboplati. Els efectes dels complexos en
la proliferacio cel-lular es mostren representats com a percentatge (%) de supervivéncia
en front de la concentracio de complex (nM), tal i com es mostra en la Figura 20 i Figura

21, i els valors de ICs es recullen en la Taula 5.
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Figura 20. Corbes de citotoxicitat dels complexos cisplati,

carboplati,

PtCl,(dap-ala),

PtCl;(dab-ala), PtCly(dap-phe), PtCl;(dap-phe) en la linia cel-lular HelLa, a 24h, 48h, 72h

d’incubacio.
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Figura 21. Corbes de citotoxicitat dels complexos cisplati, carboplati, PtCl,(dap-ala),

PtCl,(dab-ala), PtCl,(dap-phe), PtCl,(dap-phe) en la linia cel-lular HL-60, a 24h, 48h, 72h
d’incubacié.
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HelLa 24h 48h 72h
Cisplati 20 7 2.5
Carboplati >500 125 65

PtCl,(dap-ala) 415 310 160
PtCl,(dab-ala) 220 190 60
PtCl,(dap-phe) >500 >500 335

PtCl,(dab-phe) | >500 >500 440

HL-60 24h 48h 72h
Cisplati 12.5 3 25
Carboplati 243 60 30

PtCl,(dap-ala) 240 98 90
PtCl,(dab-ala) 245 195 130
PtCl,(dap-phe) 448 420 340
PtCl,(dab-phe) 470 340 330

Taula 5. Valors de ICsg (concentracié de complex en la qual es produeix el 50% de mort
cel-lular) expressats en mM per cada un dels complexos de Pt (I11) sintetitzats, en la linia
cel-lular Hela.

En la linia cellular HeLa s'observa que els complexos PtCl,(dap-ala) i PtCl,(dab-
ala) presenten un efecte citotoxic destacable, provocant una disminucié del percentatge
de supervivencia cel-lular a mesura que augmenta la concentracié de complex. Aquesta
disminucié segueix la mateixa tendencia que la presentada pel carboplati, i s'allunya
bastant de l'efecte mostrat pel cisplati. Aquest efecte citotoxic que mostren els
complexos de l'alanina és més important a mesura que augmenta el temps d"incubacié.
Comparant els valors de ICso obtinguts en cada complex amb les ICso del carboplati
(Taula 5), es pot destacar la major activitat que presenten els complexos PtCl,(dap-ala) i
PtCl,(dab-ala) després de 24 h d'incubacio, essent les respectives ICs, de 415 i 200 nM,
mentre que el carboplati encara mostra un percentatge de supervivéncia superior al 50%

a una concentracié de 500 mM. A partir de les 48 h d'incubacid, el carboplati es mostra
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meés efectiu que els altres dos complexos, i si s'observa els valors de ICs, el complex
PtCl,(dab-ala) és el que es comporta de forma més similar al carboplati, assolint gairebé
la mateixa 1Csq a les 72 h d’incubaci6.

En els complexos PtCl,(dap-phe) i PtCl,(dab-phe) I'efecte citotoxic no es tan
important, doncs la disminucié de la supervivéncia cel-lular es produeix molt lentament a
mesura que augmenta la concentraciéo de complex. Amb un temps d'incubacié de 72 h
I"efecte de mort cel-lular és més destacable, podent-se determinar ja el valor de la 1Cs,
pero aquest resulta ser encara molt elevat (335 i 440 niM, respectivament). En les
corbes de citotoxicitat daquests dos complexos també es pot observar que la
supervivéncia cellular és més gran a les 48h d'incubacié que a les 24h, quan el que
s'esperaria és just a l'inversa. La causa d'aquest fenomen es troba en la replicacié de les
cel-lules. La linia HelLa es caracteritza per replicar-se molt rapidament, de manera que,
si durant el tractament amb els complexos de plati queden cel-lules vives, aquestes es
poden replicar, i augmentar aixi el percentatge de supervivencia. Com es pot comprovar,
després de 24h d'incubacié l'activitat d'aquests complexos no és molt important, i
s'observa un elevat percentatge de cél-lules vives. Aquestes cél-lules que no s’han vist
afectades es poden replicar augmentant el nimero de ceél-lules vives presents. Per aixo,
després de 48h dincubacié el percentage de mort cel-lular és inferior. En canvi, a 72h
d’'incubacio l'efecte del complex és prou important com per generar més mort cel-lular,

quedant reflectit en els assaigs de proliferacié cel-lular.

En la linia cel-lular HL-60 els complexos de plati sintetitzats també es mostren
actius, disminuint el percentatge de supervivéncia cel-lular a mesura que augmenta la
concentraciéo de compost. Aquest efecte és més remarcable a mesura que augmenta el
temps d'incubacid, de manera que a 72h és on s'obtenen els valors més baixos de 1Cs
(Taula 5). Malgrat tot, per temps d'incubacié moderats-alts (48 i 72h) l'activitat del
carboplati és superior a la dels complexos sintetitzats.

En aquesta linia cel-lular els complexos PtCl,(dap-phe) i PtCl,(dab-phe) s6n també
els que es mostren menys actius, pero la disminucié de la supervivencia cel-lular que

generen és més gran que en la linia HelLa en temps d'incubacio de 24 i 48h. Per temps
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d’'incubacio alts (72h) l'efecte és similar en les dues linies cel-lulars. A través de les
corbes de citotoxicitat es pot comprovar com el complex PtCl,(dab-phe), tot i presentar
una mort cel-lular inferior a la del seu analeg PtCl,(dap-phe) després de 24h d'incubacié,
genera un augment de la mort cel-lular molt més important al passar de 24h a 48h
d’'incubacio. En el complex PtCl,(dap-phe) l'augment de la mortalitat cel-lular es produeix
de forma més progressiva amb l'augment del temps d’incubacio. Aixd suggereix que el
complex PtCly(dab-phe) pot atravessar la membrana cel-lular amb més facilitat, degut
segurament a la seva major hidrofobicitat.

El complex PtCl,(dab-ala) es mostra menys actiu que el seu analeg PtCl,(dap-ala)
en la linia HL-60, mentre que en la linia HeLa el comportament era a l'inversa. Aquesta
diferéncia pot ser atribuida a la diferent sensibilitat de la linia cel-lular. Com es pot
observar amb els resultats presentats, la linia HL-60 en general és més sensible als
tractaments amb els complexos de plati. La seva naturalesa hematopoiética no la fa tan
resistent a les agressions fisico-quimiques, i com a conseqiiencia la mort cel-lular en
aquesta linia cel-lular és més important.

Amb els resultats obtinguts es fa evident que en les condicions emprades en els
assaigs de proliferacio, els complexos de I'alanina s6n més actius que els de la
fenilalanina en les linies cel-lulars HelLa i HL-60. La cadena lateral de I"alanina €s un grup
CH3; molt menys voluminds que I*anell aromatic de la fenilalanina, de manera que el
complex pot atravessar la membrana cel-lular amb menys dificultat. Si els complexos de
[*alanina poden entrar més rapidament en la céllula, aquests poden accedir més
facilment en el nucli i actuar més intensament. Tot i que en in vitro els complexos
PtCly(dap-phe) i PtCl(dab-phe) entren amb dificultat en la cellula, per dicroisme
circular i AFM s’ha demostrat que sense barreres cel-lulars i en incubacié amb el DNA,

aquests poden interaccionar covalentment amb l'acid nucleic.

4.2.6. Determinacié de la mort cel-lular per apoptosi.
4.2.6.1. Citometria de flux.
Per coneixer la causa de la mort cel-lular observada en els assaigs de proliferacio

es realitza un estudi de distincio de cel-lules apoptotiques a través de la citometria de
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flux, de la mateixa com s’havia realitzat en els complexos presentats en el Capitol 3, pag
121.45,46,47

Els citogrames obtinguts de les célllules HL60 tractades amb els diferents
complexos, PtCl,(dap-ala), PtCl,(dab-ala), PtCl,(dap-phe), PtCl,(dab-phe) i carboplati a
una concentracié de 150 M i amb cisplati a una concentracié de 15 niM, durant 48 hores
d’'incubacié, es mostren en la Figura 22. Com a control sutilitza cel-lules HL60 sense
tractar. Les cél-lules vives (An-/Pl-) apareixen en el quadrant baix-esquerre (R1), les
cel-lules apoptotiques recents (An+/Pl-) apareixen en el quadrant baix-dreta (R2), i les
cellules apoptotiques tardanes (An+/Pl+) apareixen en el quadrant dalt-dreta (R3). El
guadrant dalt-esquerre (R4) correspon a cél-lules necrotiques PI-, les quals presenten la
membrana molt degradada o fins i tot la cél-lula ja esta fragmentada, de manera que

nomes incorporen PlI.
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Figura 22. Citogrames obtinguts de les ceél-lules HL60 incubades durant 48h amb els
complexos cisplati (15 mM), carboplati (150 nmM), PtCly(dap-ala) (150 niM), PtCly(dab-ala)
(150 mM), PtCly(dap-phe) (150 mM), PtCly(dab-phe) (150 nmiM). El control correspon a les

cel-lules HL60 sense tractar.

Els percentatges de les céel-lules, respecte el total de la poblacid, que es troben

en les diferents fases de mort cel-lular es mostren en la Taula 6.
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Tractament % cel-lules % cel-lules % cel-lules en % cel-lules
vives apoptotiques  apoptosi tardana  necrotiques
(R1) (R2) (R3) (R4)
Control 83.21 2.99 10.82 2.99
Cisplati 14.18 16.56 47.04 21,92
Carboplati 43.0 8.15 16.89 31.96
PtCl,(dap-ala) 36.72 7.17 22.16 33.65
PtCl,(dab-ala) 65.52 9.0 23.03 2.45
PtCl,(dap-phe) 79.62 5.32 12.86 2.19
PtCl,(dab-phe) 82.12 5.08 10.59 2.21

Taula 6. Valors del % de cél-lules apoptotiques (An+/PI-) i cél-lules necrotiques o en
apoptosi tardana (An+/Pl+) obtinguts en la incubaci6 d'una poblaci6 de cel-lules HL60
durant 48 h amb els complexos cisplati (15 nmM), carboplati (150 niM), PtCl,(dap-ala) (150
mM), PtCl,(dab-ala) (150 mM), PtCly(dap-phe) (150 niM), PtCl,(dab-phe) (150 mM).

Aquests percentatges s'obtenen del tractament informatic de les dades que dona
el citometre a partir de la dispersio de la poblacio cel-lular.

Com es pot observar en els resultats presentats, el cisplati, tot i estar en una
concentracié més baixa que els altres compostos, és el que mostra un percentatge més
elevat de ceél-lules apoptotiques després de 48 h d’incubacid. Aquest resultat ja és
d’'esperar perque el cisplati és molt actiu.

Comparant els resultats dels quatre complexos sintetitzats, els complexos de la
fenilalanina, PtCl,(dap-phe) i PtCl,(dab-phe), sén els que presenten percentatges més
baixos de cél-lules apoptotiques (de l'ordre del 5%), i els percentatges més alts de
cel-lules sanes (79.62% i 82.12% respectivament). Aix0 indica que, en igualtat de
condicions, aquests complexos s6n menys actius. Aquest efecte en la supervivencia
cel-lular ja s’havia apreciat en els resultats de proliferacié cel-lular.

Observant els resultats dels complexos de lalanina, el que presenta un
percentatge d'apoptosi més gran és el PtCly(dab-ala) amb un 9.0% davant del 7.17% del
PtCly(dap-ala). Tot i aix0, el PtCl,(dap-ala) és el que presenta un percentatge més baix
de cél-lules vives, amb un 36.72%. Per tant, aquests resultats indiquen que, a les 48 h

d’'incubacidé, el complex PtCl,(dap-ala) és més actiu que el seu analeg, doncs presenta un
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numero meés gran de cel-lules efectades. El percentatge de céel-lules vives que presenta el
carboplati és una mica més alt que el del PtCl,(dap-ala), indicant que la seva activitat és
lleugerament menor.

Malgrat tot, amb els resultats de citometria de flux s’ha pogut comprovar que el
tipus de mort cel-lular que generen els complexos és apoptosi.

Per tal de corroborar el fenomen dapoptosi, en les célllules control i les
tractades s'ha realitzat una extraccio del DNA i s’ha analitzat per electroforesi en gel
d'agarosa per tal dobservar el patr6 tipic de fragments de 200 pb que produeix

I'apoptosi. Els resultats es mostren en I'apartat seguent.

4.2.6.2. Electroforesi en gel d*agarosa del DNA de les cél-lules tractades.

El patro electroforetic obtingut del DNA extret de les cél-lules HL60 tractades
amb una concentracio de 300 nmM dels complexos sintetitzats durant 72 hores es mostra
en la Figura 23. Els resultats es comparen amb un control de DNA de les cél-lules HL60

sense tractar (C) i un marcador molecular (MM).
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Figura 23. Patr6 electroforétic del DNA extret de les cél-lules HL60 tractades amb els
complexos PtCly(dap-ala) (1), PtCly(dab-ala) (2), PtCl,(dap-phe) (3), PtCly(dab-phe) (4) a
una concentraci6 de 300 mM durant 72 h, carboplati (5) a una concentracié6 de 150 nM, i
cisplati (6) a una concentracié de 15 mM. MM=marcador molecular, C=control.

Com es pot observar, el control presenta un senyal de pes molecular alt (21 KDa)
degut al DNA genomic sense fragmentar-se, i en la part inferior s'observa un segon
senyal molt intens que es correspon majoritariament a RNA i una mica de DNA de baix
pes molecular.

En les condicions emprades i comparant amb I"efecte del carboplati i cisplati,
tots els complexos provoquen una fragmentacié del DNA generant fragments de 200 pb
caracteristics de |'apoptosi. La fragmentacié generada pels complexos que contenen
I"alanina és molt més important que la generada pels complexos de fenilalanina, ja que el
patro electroforetic d'aquests ultims mostra una menor degradacio del senyal del DNA
en comparacio amb el DNA natiu. Per tant, els complexos de I"alanina provoquen una

major fragmentacio del DNA en les cel-lules apoptotiques.
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5. CONCLUSIONS

-S’han sintetitzat i caracteritzat sis nous lligands diaminoquelatants funcionalitzats amb
aminoacids: [(dap-Metala)-2CF;COOH], [(dab-Metala)-2CF;COOH], [(dap-
phe)-2CF;COOH], [(dab-phe)-2CF;COOH], [(dap-Mettrp)-2CF;COOH], [(dab-
Mettrp)-2CF3;COOH]. A partir d"aquests lligands s'han sintetitzat els seglents
complexos: PtCly(dap-Metala), PtCl,(dab-Metala), PtCl,(dap-ala), PtCl,(dab-ala),
PtCl,(dap-phe), PtCl,(dab-phe), PtCl,(dap-Mettrp), PtCl,(dab-Mettrp).

-Els dos complexos PtCl,(dap-Mettrp) i PtCl,(dab-Mettrp) presenten molts problemes de

solubilitat i no s’han utilitzat pels estudis d'activitat bioldgica.

-A través dels estudis de DC sha comprovat que els lligands lliures no afecten
'estructura secundaria del DNA, mentre que els complexos poden interaccionar
covalentment amb la doble hélix i modificar la seva estructura secundaria. El complex
PtCl,(dab-phe) es comporta de la mateixa manera que el cisplati generant distorcions no
desnaturalitzants en la doble hélix, mentre que els altres complexos generen un canvi de
la forma B a la forma C del DNA produint-se un augment de la curvatura del DNA per

rotacio de les bases nitrogenades.

-L'estructura dels complexos influeix en els canvis que es produeixen en l'ellipticitat i
longitud d'ona en funcié de la raé molar. Existeixen diferencies en el comportament en
funcié del tamany de I"anell que forma el lligand guelatant, de manera que els complexos
amb el lligand dab provoquen modificacions més remarcables en els espectres de DC.
També hi ha diferencies de comportament depenent de la preséncia o no d"un grup
carboxilic terminal. Aixi els complexos que presenten un grup carboxilic terminal
provoquen modificacions més importants en I'espectre de DC que els complexos amb un

grup éster terminal.
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-El mecanisme d’'actuacié dels complexos s’ha estudiat a través del seguiment per RMN-
'"H de la interacci6 complex-5GMP. S’ha comprovat que els complexos suneixen

covalentment en la posicié N7 del mononucleotid formant adductes bifuncionals.

-A través d'electroforesi en gel d'agarosa i les imatges de AFM s’ha pogut determinar
I'efecte que generen els lligands lliures i els complexos sobre l'estructura terciaria del
DNA. El lligands produeixen un lleuger augment de la compactacio i una important
agregacio del DNA degut a la possible capacitat de generar interaccions debils per pont
d’hidrogen. Els complexos, per la seva banda, provoquen un important augment de la
compactacio i una agregacié del DNA, degut a la uni6 covalent Pt-DNA i a unions débils

per pont d*hidrogen a través dels lligands.

-L"activitat citotoxica dels complexos s"ha avaluat a través d*assaigs de proliferacio
cel-lular en les linies cel-lulars HelLa i HL-60. Els estudis in vitro demostren que els
complexos solubles en aigua, PtCl,(dap-ala), PtCl,(dab-ala), PtCl,(dap-phe), PtCl,(dab-
phe), presenten activitat antitumoral disminuint la supervivéncia cellular de forma
gradual al augmentar la concentracié de complex, de forma similar al carboplati i no al
cisplati. EIs més inactius son els complexos de la fenilalanina, el transport dels quals a
través de la membrana cel-lular pot estar dificultat per problemes estérics de I'anell
aromatic. En temps d'incubaci6 baixos (24h) el complex PtCl,(dab-ala) és més actiu que
PtCl,(dap-ala) en la linia cel-lular HelLa, mentre que en HL-60 I'activitat dels dos
compostos és similar. En temps d'incubacio alts (72h) el complex PtCl,(dab-ala) és més
actiu que el seu analeg en la linia cellular HelLa, pero I'efecte s'inverteix en la linia
cel-lular HL-60. En general, l'activitat dels quatre complexos és més gran en la linia

cel-lular HL-60.

-Els estudis de citometria de flux de les cél-lules tractades amb aquests complexos i
I"electroforesi del DNA extret d'aquestes cél-lules demostren que el tipus de mort

cel-lular que es produeix és principalment per apoptosi i ho per necrosi.
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1. RESUM.

En aquest capitol es descriu la sintesi i caracteritzacié quimica de tres nous lligands
diaminoquelatants derivats de |*acid 2,3-diaminopropionic (Hdap) contenint substituents
peptidics amb diferent nombre d"aminoacids, [(dap-TNYT-OCH;) - 2CF;COOH], [(dap-
TTNYT-OCHS5) - 2CF;COOH], [(dap-ASTTTNYT-NH,)-2CF;COOH]. S'ha realitzat la
sintesi del complex de Pt(11) d"aquest darrer lligand, el qual ha demostrat ser bastant
insoluble en aigua i en dissolvents organics, exceptuant el DMSO i DMF. Amb I'objectiu
de determinar si el complex PtCl,(dap-ASTTTNYT-NH.,) pot interaccionar amb el DNA i
modificar la seva estructura secundaria s'ha portat a terme I'estudi de dicroisme
circular, i s"ha comparat amb I'espectre del respectiu lligand. S*ha pogut demostrar que
tot i que el lligand provoca una lleugera modificacié en I"el-lipticitat de I*espectre del
DNA, aquesta no és comparable amb els canvis que provoca el respectiu complex. En
aquest cas, s'observa un desplagament batocromic de la longitud d*ona i una variaci6 de
I"el-lipticitat, essent el seu comportament lleugerament diferent al del cisplati.
L'activitat citotoxica del complex s'ha mesurat a través d'estudis de proliferacio
cel-lular en la linia HelLa utilitzant un pecentatge de DMSO del 2% per millorar la
solubilitzacio, i s’ha comparat amb l'activitat del corresponent péptid lliure sota les
mateixes condicions. Els resultats obtinguts demostren que tant el complex com el
peptid lliure provogquen una disminucié de la supervivencia cel-lular, essent I'efecte del
complex més important que el del péptid lliure.

En aquest capitol, doncs, es tracta la sintesi i estudi d'un complex de Pt(11) actiu

gue conté un lligand també biologicament actiu.

2. INTRODUCCIO.

En general, la interaccié de les sals de plati amb aminoacids, péptids i llurs derivats
doéna lloc a la formacié d"una gran varietat de compostos amb el lligand coordinat d"una
forma simple o fent de pont entre diferents ions metal-lics formant-se compostos

oligonuclears.'”
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Actualment la recerca de noves drogues antitumorals de plati es centra en
complexos que interaccionen amb el DNA de forma diferent al cisplati i aixi solventar
els problemes de resisténcia® Molts complexos de Pt(l1) formats per aminoacids,
péptids i poliamides han estat preparats i estudiats com a possibles models per estudiar
la interaccié general in vivo de proteines amb un metall, i per ser utilitzats com a
elements d'interaccio especifica amb el DNA. Malgrat tot, pocs compostos amb aquestes
caracteristiques han tingut realment éxit.*

Recentment, s’ha demostrat que la reacci6 de K,PtCl, amb peéeptids implica la
coordinacio a través dels grups amina o imina,” i contrariament al que s*havia descrit en
estudis anteriors, no s*observa cap interaccié entre els grups carboxilat o carbonil dels
péptids amb 1'i6 metal-lic. Aguest fenomen, pero, és degut al fet que aquestes
interaccions s*observen utilitzant temps de reacci6 curts (de 1 a 24 hores), mentre que
amb temps de reaccioé meés alts es formen els productes que son termodinamicament mes
estables.’

En l'actualitat, els péptids han esdevingut interessants com a potencials agents
terapeutics per la capacitat que poden tenir d'unir-se a enzims especifics o sistemes
enzimatics.” Un dels principals objectius de la recerca amb péptids i proteines és el
disseny racional de lligands peptidics, les propietats dels quals, tant quimiques, com
fisiques o bioldgiques, es puguin predir.* Molts d*aquests estudis comencen per simples
modificacions del lligand natiu. Amb els diferents resultats obtinguts resulta impossible
poder establir un conjunt de normes generals que es puguin aplicar en els estudis de la
relacio estructura-activitat®?®

La investigacié de les reaccions del cisplati amb aminoacids i derivats ha donat
lloc a la preparacié de compostos amb propietats antitumorals millors que les d'aquesta
droga’® Aquest fet es basa en la idea que els aminoacids poden transportar espécies de
plati a través de la membrana cel-lular.!’

Tenint en compte aquests antecedents, s'ha realitzat la sintesi de nous lligands
diaminoquelatants contenint substituents peptidics i s"ha sintetitzat el complex de
Pt(l1) d'un d aquests lligands, PtCl,(dap-ASTTTNYT-NH,), (Figura 1). S'ha realitzat

I"estudi de dicroisme circular del complex de Pt(Il) incubat amb DNA-Calf Thymus,
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observant-se una modificacio de l'estructura secundaria del DNA, i s*ha comparat amb
el respectiu lligand lliure i el cisplati. L'activitat citotoxica ha estat analitzada per

estudis de proliferaci6 cel-lular en la linia cel-lular HelLa.

2 (CF3C00-) . CONH2

I > g

[(dap-TNYT-OCH,)-2CF;COOH]

CONH2

/}/\kx/ gY COOCH3
2 (CRRCOO") HaN
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mm%%ﬁﬂﬁﬁ%ﬂ

O
OH

[(dap-ASTTTNYT-NH,)-2CF;COOH)]

“w%%ﬁﬂﬁﬁﬁﬁ

o

PtCl,(dap-ASTTTNYT-NH,)

Figura 1. Estructura dels compostos estudiats en aquest capitol.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAL | INSTRUMENTACIO
3.1.1. Material

Els reactius comercials han estat emprats sense purificacio previa: acid d,I-2,3-
diaminopropionic monohidroclorat 98% (Aldrich), di-terc-butil dicarbonat 97% (Aldrich),
N-metilmorfolina 98% (Aldrich), cloroformiat d'isobutil 97% (aldrich), acid citric
(Panreac), bicarbonat sodic (Panreac), sulfat magnesic anhidre (Panreac), acid
trifluoroacetic 99% (Aldrich), H-TNYT-OH (Servei de sintesi de peptids de la UB), H-
TTNYT-OH (Servei de sintesi de péeptids de la UB), HASTTTNYT-NH, (Servei de
sintesi de péptids de la UB), clorur de tionil (Aldrich), DNA-Calf Thymus (Sigma).

El tetraclorplatinat de potassi (K:PtCl;) ha estat proporcionat per gentilesa de
Johnson Matthey.

Els dissolvents de qualitat PS han estat obtinguts de Panreac i SDS.

El tampo TE (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA, pH=7.4) i el DNA-Calf
Thymus (Sigma) necessaris per a la preparacié de les mostres de dicroisme circular han
estat proporcionats per la Universitat de Barcelona.

Les dissolucions i medis pels assaigs de proliferacié cel-lular i detecci6 d'apoptosi
han estat proporcionats per I'Institut de Biotecnologia i Biomedicina de la Universitat
autonoma de Barcelona: Solucié del 0.4 % de blau de tripan (Gibco BRL, USA), DMSO
(Sigma), PBS (Gibco BRL, USA), suero fetal bovi FBS (Gibco BRL, USA), solucio
antibiotic-antimicotic 100x (Gibco BRL, USA), piruvat 100 mM (Sebak, Alemania), DMEM
liguid amb GLUTAMAX (Gibco BRL, USA), IMDM liquid amb GLUTAMAX (Gibco BRL;
USA), tripsina-EDTA solucié (Gibco BRL, USA), kit EZ4U (Biomédica, Alemania), kit
Roche Annexin-V-Fluos Staining, tampé de lisis (10 mM Tris-HCI, pH=8.0, 100 mM EDTA
pH= 8.0, 20 mg/mL RNAsa A), proteinassa K 10 mg/mL, NaCl 5M, gel d'agarosa al 1.5 %,
50x TAE, tampo d'aplicacio de mostres 4x (45 mL formamida, 5 mL EDTA 0.1 M, 0.15 g
blau de bromofenol, 0.15 g xilencianol, H,O fins a 100 mL), bromur d'etidi (Amresco,
USA).

Medi complet amb FBS: medi + antibiotic + 10% FBS.
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Medi de congelacio: 90% FBS + 10% DMSO.

3.1.2. Instrumentacio

Els espectres IR han estat enregistrats en estat solid (pastilla de KBr) en un
espectrometre FT-IR Mattson Satellite en el rang de 400-4000 cm™. Els espectres de
RMN-'H i RMN-"°C han estat enregistrats en un espectrometre Bruker DPX 200
utilitzant D,O i DMSO-ds com a dissolvents. Els analisis elementals s’han portat a terme
en un microanalitzador Carlo Erba 1108. Els espectres ESI-MS s’han realitzat en un
espectrometre Navigator Thermo Quest Finigan utilitzant MeOH/H,O com a fase
mobil.

Els espectres de dicroisme circular s’han obtingut en un espectropolarimetre J-
600 (Jasco Europe) utilitzant una cel-la de quars rectangular de 1 cm. Els resultats han
estat analitzats utilitzant el programari Jasco.

En els assaigs de proliferacio cel-lular in vitro, les mesures d'absorbancia de les
plaques de pouets s’han pres amb un lector Labsystems iEMS Reader MF a 495 nm i amb
un filtre de referéncia de 620 nm. Com a indicador cromofor s'ha utilitzat el Kit EZ4U

basat en sals de tetrazol.

3.2. SINTESI DELS LLIGANDS I COMPLEXOS.
3.2.1. [(dap-TNYT-OCH3;)-2CF;COOH]

S*addicionen lentament 58 ni de clorur de tionil (10 eq.) sobre 240 nL. de MeOH
absolut (3 mL/mmol) refredat en un bany de gel a 0°C. S"introdueix el peptid H-TNYT-
OH (0.040 gr, 0.08 mmols) tot de cop i es deixa en agitacié durant tota una nit a
temperatura ambient. Si passat aquest temps la reaccié no s*ha completat, es torna a
addicionar una mescla MeOH/SOCI, preparada de la mateixa manera que inicialment.
S'elimina el dissolvent a pressio reduida i es redissol el residu en aigua destil-lada. Es
renta la dissolucié aquosa amb cloroform i éter dietilic, i s"elimina I"aigua a pressié

reduida, obtenint un solid blanc que es conserva sec i sota atmosfera de nitrogen.
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La reaccié es segueix per cromatografia de capa prima utilitzant com a fase
mobil una barreja de ButOH/AcOH/H,O (4:1:1) i com a revelador una solucié de
ninhidrina al 2% en etanol.

El producte que s"obté s'utilitza en el seglient pas sense cap altra purificacio.
Rendiment: 0.024 gr (0.044 mmols), 54,54 %. IR (KBr): n"* (cm™)= 3500-2800 b.a. (st.
OH, st. NH, st. CH alif., st. CH arom.), 1745 (st. C=0 éster), 1671 (st. C=0O amida), 1515
(d NH3"), 1152 (st. as. CO éster), 1109 (st. si. CO éster). RMN-"H (D,O, 300K): d(ppm)=
1.05 (dd, 6H, C-CHgz, J,= 16 Hz, J,= 21 Hz), 2.45-3.08 (m, 4H, CH,), 3.46-3.83 (m, 9H, O-
CHs;, CH), 6.56 (m, 2H, CH fenol), 6.85 (m, 2H, CH fenol). RMN.*3C (D,O+MeOD (ref.),
300K): d (ppm)= 19.41 (C-CH3), 19.67 (C-CH3), 36.39 (CH,), 53.54 (O-CHs), 55.14 (CH),
57.20 (CH), 59.38 (CH), 67.17 (HO-CH), 70.2 (HO-CH), 116.42 (Carom.), 128.45 (Carom.),
131.43 (Carom), 155.47 (Carom), 168.79 (N-C=0), 170.10 (N-C=0), 172.05 (N-C=0), 173.20
(N-C=0), 176.60 (COOMe). ESI-MS (H,O/MeOH): [M]" =511 m/z

Es dissolen 0.014 gr de (BOC),Hdap (0.045 mmols) en 2 mL de THF anhidre i sota
atmosfera de nitrogen, i la dissolucié resultant es refreda a -15 °C en un bany de
gel/NaCl. A la mescla s"addiciona N-metilmorfolina (5.4 ni, 0.049 mmols) i cloroformiat
d'isobutil (5.8 ni, 0.045 mmols) i es deixa en agitacié durant 5 minuts. Un cop
transcorreguts, s*afageix una dissolucié aquosa de CIH-H-TNYT-OCH; (0.020 gr, 0.036
mmols) préviament neutralitzada amb una solucié6 de NaHCO; (0.003 gr, 0.036 mmols).
La barreja resultant es deixa en agitacié en un bany de gel a 0 °C durant 6 hores.

Posteriorment, s'elimina el dissolvent a pressié reduida. El residu es dissol
parcialment amb acetat d'etil i es realitzen extraccions successives amb acid citric
10%, aigua destil-lada, NaHCO; 10% i NaCl saturat. S"evapora el dissolvent organic a
pressié reduida i el residu resultant es tracta amb 0.25 ml duna solucié CF;COOH
40%/CH,Cl,. S'elimina el dissolvent a pressié reduida i es fa passar un corrent de
nitrogen gas sobre el residu obtingut durant 1 hora. Es dissol el residu amb aigua
destil-lada i es fan successives extraccions amb éter dietilic. L"aigua s"elimina a pressio
reduida obtenint el producte com un solid blanc, el qual es conserva sec, sota atmosfera

de nitrogen i refrigerat a 4°C.
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La reaccio es segueix per cromatografia de capa prima en silica, utilitzant com a

fase mobil una mescla AcOH/H,0 (1:9).

Rendiment: 0.010 gr (0.012 mmols), 34.7%

IR (KBr): n* (cm™)= 3500-2800 b.a. (st. OH, st. NH, st. CH arom., st. CH. alif.), 1745
(st. C=0 éster, emmascarada per la banda ampla a 1678 cm™), 1678 b.a. (st. C=O amida,
CF;CO0), 1543 (d NH, st. si. N-C=0), 1520 (d NH3"), 1440 (d ip NH), 1205 (st. CN; st.
CO), 1138 (st. CF), 723 (st.si. COO", CF;C00).

ESI-MS (H,O/MeOH): [M-CF;COO7 = 713 m/z.

3.2.2. [(dap-TTNYT-OCH,) - 2CF;COOH].

Seguint el mateix procediment que en I|"apartat 3.2.1. (pag. 245), es realitza
I"esterificacio del péptid addicionant lentament 36 niL de clorur de tionil (10 eq.) sobre
150 nL. de MeOH absolut (3 mL/mmol) refredat en un bany de gel a 0°C. S*introdueix el
peéptid H-TTNYT-OH (0.030 gr, 0.04 mmols) tot de cop. El producte obtingut s"utilitza
en el segiient pas sense purificacio previa. Rendiment: 0.011 gr (0.017 mmols), 34.37%.
IR (KBr): n"* (cm™)= 3500-2800 b.a. (st. OH, st. NH, st. CH alif., st. CH arom.), 1747
(st. C=0 éster), 1667 (st. C=0 amida), 1516 (d NH3"), 1150 (st. as. CO éster), 1115 (st. si.
CO éster). RMN-"H (D,0, 300K): d(ppm)= 1.08 (m, 9H, C-CHs), 2.3-3.3 (m, 4H, NOC-
CHy, Carom~CH>), 3.4-4.1 (m. 11H, CH,, O-CH3, CH) 6.63 (m, 2H, CH fenol), 6.91 (m, 2H, CH
fenol). RMN.**C (D,0+MeOD (ref.), 300K): d (ppm)= 16.9 (C-CH;), 36.7 (CH,), 53.8
(O-CH5), 55.25 (CH), 57.5 (CH), 59.6 (CH), 60.4 (CH), 66.42 (CH), 67.44 (HO-CH), 68.28
(HO-CH), 70.5 (HO-CH), 116.7 (Carom.), 128.7 (Carom.), 131.7 (Carom), 155.8 (Carom),
169.2 (N-C=0), 172.4 (N-C=0), 173.4 (COOMe). ESI-MS (H,O/MeOH): [M] = 628.7

m/z.

Es dissolen 0.016 gr de (BOC),Hdap (0.052 mmols) en 2 mL de THF anhidre i sota
atmosfera de nitrogen, i la dissolucié resultant es refreda a -15 °C en un bany de
gel/NaCl. A la mescla s'addiciona N-metilmorfolina (6.2 nm., 0.056 mmols) i cloroformiat

disobutil (6.8 ni, 0.052 mmols) i es deixa en agitaci6 durant 5 minuts. Un cop
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transcorreguts, s*afageix una dissolucio aquosa de CIH-H-TTNYT-OCH; (0.027 gr, 0.041
mmols) préviament neutralitzada amb una solucié de NaHCO; (0.0035 gr, 0.041 mmols).
La barreja resultant es deixa en agitacié en un bany de gel a O °C durant 6 hores.
Seguint el mateix procediment que en l|'apartat anterior (3.2.1., pag. 245) s'obté el
producte en forma de solid blanc, el qual es conserva sec, sota atmosfera de nitrogen i
refrigerat a 4°C.

La formacio del producte s*ha seguit per cromatografia de capa prima en silica,

utilitzant com a fase mobil una barreja AcOH/H,0 (1:9).

Rendiment: 0.010 gr (0.011 mmols), 26.3%.

RMN-H (D,O, 300K): d (ppm)=1.01 (m, 9H, C-CH3), 2.82 (M, 2H, Caron-CH>), 3.52 (m,
12H, CH-C=0, CH,, O-CH3), 4.28 (m, 4H, O-CH, N'-CH), 6.63 (m, 2H, CH arom.), 6.94 (m,
2H, CH arom.)

ESI-MS (H,0/MeOH): [M-CF;COO7'= 814.4 m/z

3.2.3. [(dap-ASTTTNYT-NH,) - 2CF;COOH].

Es dissolen 0.022 gr de (BOC),Hdap (0.072 mmols) en 5 mL de THF anhidre i sota
atmosfera de nitrogen, i la dissolucié resultant es refreda a -15 °C en un bany de
gel/NaCl. A la mescla s*addiciona N-metilmorfolina (8.5 nL, 0.077 mmols) i cloroformiat
d"isobutil (9.4 ni, 0.072 mmols) i es deixa en agitacié6 durant 5 minuts. Un cop
transcorreguts, s"afageix una dissolucié aquosa de H-ASTTTNYT-NH, (0.05 gr, 0.055
mmols). La barreja resultant es deixa en agitacié en un bany de gel a 0 °C durant 6
hores. Seguint el mateix procediment que en I"apartat 3.2.1. (pag. 245) s"obté el
producte en forma de solid blanc, el qual es conserva sec, sota atmosfera de nitrogen i
refrigerat a 4°C.

La formacio del producte es segueix per cromatografia de capa prima en silica

utilitzant com a fase mobil una barreja AcOH/H,0 (1:9).

Rendiment: 0.033 gr (0.028 mmols), 51%.
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RMN-H (D,O, 300K): d (ppm)= 1.03 (m, 12H, C-CH; (T)), 1.24 (d, 3H, C-CH5 (A), J= 4.1
Hz), 2.49 (m, 2H, CH, (Y)), 2.79 (m, 2H, CH, (N)), 3.34 (d, 2H, CH, (dap), J=3.1 Hz), 3.67
(d, 2H, CH, (S), J= 3.1 Hz), 3.97-4.43 (m, 13H, CH-OH, CH-C=0, N'-CH), 6.62 (d, 2H,
Carom J=4.6 HZ), 6.92 (d, 2H, Carom J=4.6 HZ).

RMN-3C (D,O + MeOD ref., 300K): d (ppm)=17.6 (CHs (A)), 19.6 (CH5 (T)), 36.9 (C-
CH,), 49.8 (N*-CH,), 51.2 (CH (A)), 56.3-61.8 (CH-C=0), 67.9 (CH-OH), 116.5 (Carom),
128.8 (Caron), 131.4 (Carom), 155.4 (Caron), 172.04-175.2 (N-C=0).

ESI-MS (H,O/MeOH): [M-2CF;COO™-H" + Na']= 965; [M-2CF;COO™-H" + K']= 981 m/z

3.2.4. PtCly(dap-ASTTTNYT-NH,)

A una dissolucié (2 mL) de K:PtCl, (0.014 gr, 0.034 mmols) s*addiciona una solucié
aquosa (1 mL) de NaHCO; (0.006 gr, 0.071 mmols) i es comprova que el pH=7.
Posteriorment, s*afageix una dissolucio aquosa (5 mL) de [(dap-ASTTTNYT-NH,)-
2CF3;COOH] (0.04 gr, 0.034 mmols) i es deixa en agitaci6 a temperatura ambient,
observant-se la formacié d"un precipitat marronos. El solid es filtra i es renta amb aigua

destil-lada i éter dietilic.

Rendiment: 0.011 gr (0.009 mmols), 27.8%.

AE: 12.13 %N, 34.34 %C, 5.43 %H. Calculat per PtCl;(dap-ASTTTNYT-NH,)-6H,O (Mm=
1317.06 gr/mol): 12.76 %N, 34.65 %C, 5.66 %H.

ESI-MS (H,O/MeOH): [M] =1207 m/z

3.3. ASSAIGS BIOLOGICS
3.3.1. Estudi de la interaccié Pt-DNA per dicroisme circular.

Per la preparacio de les mostres i la realitzacio de les mesures de dicroisme
circular es segueix la mateixa metodologia que la descrita en el Capitol 3, apartat 3.3.1.

pag. 81.
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3.3.2. Linies cel-lulars tumorals, condicions de cultiu i activitat citotoxica.

La linia HelLa (linia de carcionoma huma d"Gter) ha estat cultivada en medi
complet DMEM suplementat amb 10% FBS en flascons de cultiu estérils. Els flascons
s’han mantingut a 37 °C, 10% de CO, i 90% d’humitat en l'incubador. Les cél-lules es
deixen créixer fins que aconsegueixen un 90% de confluéncia, canviant el medi segons
les necessitats de cultiu (cada 2-4 dies). Un cop aconseguida la monocapa cel-lular, les
cel-lules es tripsinitzen per realitzar nous subcultius. Es sembra entre 1:2 a 1:10 segons
la proporcié de subcultiu de la linia cel-lular. Es congela una aliquota amb nitrogen liquid.

La preparacio i aplicacié de les mostres es realitza de la mateixa manera que la
descrita en el Capitol 3, apartat 3.3.5, pag. 84, pero utilitzant un 2% de DMSO per

solubilitzar les mostres.

4. RESULTATS I DISCUSSIO.

4.1.SINTESI I CARACTERITZACIO QUIMICA DELS LLIGANDS | COMPLEXOS.
4.1.1. Lligands [(dap-TNYT-0OCH3) - 2CF;COOH] i [(dap-TTNYT-
OCH3) - 2CF;COOH].

Per portar a terme la reacci6 d'acoblament d'un péptid al lligand
diaminoquelatant Hdap-HCI a través de la formacié d*un enllagc amida entre el grup
carboxilic de Hdap-HCI i el grup amina terminal del peptid s"ha utilitzat el metode
descrit per Louloudi et al*?

En aquest cas, s'han emprat dos peptids similars de longituds de cadena
diferents. Els péptids contenen en la seva estructura un grup NH, terminal i un grup
COOH terminal, de manera que en el transcurs de la reaccio, diferents molécules de
péptid podrien reaccionar entre si i formar-se enllacos peptidics entre elles. Per tal
d"evitar aquest tipus d"acoblament, es fa necessari protegir el grup carboxilic terminal
"

en forma d'éster. Seguint un méetode similar al descrit per Egberston et a s'ha

realitzat I'esterificacio fent reaccionar clorur de tionil amb metanol per formar clorur
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de metil, el qual en una segient etapa reacciona amb el grup carboxilic del peptid per

donar lloc a I"éster metilic. Un resum de la reacci6 es mostra en I'Esquema 1.

MeOH (excés) + SOCl 2 ——» MeCl + SO2 + HCI

- +

MeCl + H-TNYT-OH —— Cl H3N-TNYT-OCH3
- +

MeCl + H-TTNYT-OH —» Cl H3N-TTNYT-OCH 3

Esquema 1. Reacci6 d'esterificacié dels péptids H-TNYT-OH i H-TTNYT-OH

La formacio de MeCl s*ha de realitzar en condicions inertes perqué el clorur de
tionil és sensible a I"aigua i es pot hidrolitzar.
Els péptids esterificats s*han caracteritzat per espectroscopia d'IR, RMN-'H,

RMN-*3C i ESI-MS.

Espectroscopia IR. S’han enregistrat els espectres IR de CIH-H-TNYT-OCH; i
CIH-H-TTNYT-OCHs;, els quals es presenten en lapartat de material suplementari
d'aquest capitol (Apartat 7, pag. 273), i les principals bandes d'absorcié es mostren en la
Taula 1. Com es pot observar a través dels valors presentats en la taula, en ambdos
péptids esterificats apareix una banda a 1745 cm™ aproximadament corresponent a la
vibracié st. C=0 de I"éster metilic, inexistent en el peptid inicial. Aquest ultim, presenta
una banda ampla a 1655 cm deguda a la vibracié st. C=O del grup amida i del grup
carboxilic (apareix a un valor de freqiéncia més baix que l'esperat per un acid
carboxilic, segurament perqué es troba en forma de zwitteri6 o formant ponts
d’hidrogen intramoleculars)™ (Figura 2). També son caracteristiques dels ésters les
bandes corresponents a la vibracié st. C-O simética i assimetrica a aproximadament 1110

cm™ i 1150 cm™ respectivament.
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Vibracions

TNYT-OH/TTNYT-OH

TNYT-OCH;

TTNYT-OCH3

n OH (t)
n NH (t)
n CHgyif. (1)
N CHarom. (1)
n C=0 (1)
n NHz" (d)

n CO (d)

3200-3600 b.a.
3200-3600 b.a.
2977
3085
1655 b.a.
1516

1243 b.a.

2800-3500 b.a.
2800-3500 b.a.
2800-3500 b.a.
2800-3500 b.a.

1745 éster/1671 amida

1515

1152 as./1109 si.

2800-3500 b.a.
2800-3500 b.a.
2800-3500 b.a.

2800-3500 b.a.

1747 éster/1667 amida

1516

1150 as./1115 si.

Taula 1. Principals freqiiéncies d"absorcié IR (cm™) dels péptids inicials i dels péptids
esterificats. (t)= tensi6 o streching, (d)= deformacié o bending (b.a.)= banda ampla,
(as)=assimetric, (s)=simetric.
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Figura 2. Zona espectral compresa entre 1400 i 1800 cm™! dels espectres IR de TNYT-OH
(A) i TNYT-0OCHs (B), on es pot observar les diferéncies de les bandes caracteristiques de

la vibracié st. C=0 entre 1650-1750 cm™ .

Espectroscopia RMN-'H i RMN-"3C. S’han enregistrat els espectres de RMN-'H

i RMN-'3C dels dos péptids esterificats, els quals es mostren en l'apartat de material

suplementari d'aquest capitol (Apartat 7, pag. 273), i els principals desplacaments

quimics es recullen en la Taula 2.
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RMN-H C-CH; CH, O-CHg, CHa, CHp
d (ppm) CH
TNYT-OCH; | 105dd  245- 346- 6.56sa 6.85sa
308m 383m
TTNYT-OCH; | 0.88- 2.3- 3.4- 6.63sa 6.9lsa
1.23 m 33 m 41 m
RMN-13C CHs CH, O-CHjz CH HO-CH Carom N-C=0 c=0
d (ppm)
TNYT-OCHj; 19.41- 36.39 53.54 55.14- 67.17- 116.42-  168.79- 176.60
19.67 59.38 70.2 155.47 173.20
TTNYT-OCH; 16.9 36.7 53.8 5525-  67.44- 116.7- 169.2- 1734
66.424 705 155.8 172.4

Taula 2. Valors dels desplacaments quimics (ppm) de protdé i de carboni dels péptids
esterificats, CIH-H-TNYT-OCH3z i CIH-H-TTNYT-OCHs5.

Els senyals dels protons dun mateix tipus de grup funcional apareixen molt
propers entre si, de manera que en la taula s’han agrupat per rangs espectrals. El senyal
corresponent als protons del grup COOCH; de I"éster metilic apareix com a singlet en la
zona compresa entre 3 i 4 ppm juntament amb els senyals dels protons CH de la cadena
peptidica. Els senyals dels protons de I'anell aromatic del fenol apareixen com a dos
senyals amples sense estructuracid, pero en realitat correspondrien a dos doblets, un
pels protons en a (equivalents entre si) i I'altre pels protons en b (equivalents entre si).
L'acoblament d'un proté en a amb un prot6 en b genera un doblet, de la mateixa manera
que l'acoblament invers. Els protons en a respecte el C-OH apareixen a un desplagament
quimic més baix que els que es troben en posicié b. Aquest fenomen és degut a I'efecte
electrodonador del -OH, el qual augmenta la densitat electronica sobre els protons en a,
augmentant l'apantallament d'aquests respecte els protons en posicié b. L'augment de
l'apantallament provoca que els protons en a apareguin a desplacaments quimics menors

que els protons en posicio b.

En lespectre de RMN-°C també sobserva una agrupacié dels senyals dels
carbonis que pertanyen a un mateix tipus de grup funcional, de manera que els que es
distingeixen de forma clara son els senyals de carboni C-CH;z a 17-19 ppm, els senyals
dels carbonis de I'anell aromatic a 116-155 ppm, i finalment els senyals dels carbonis dels

grups carbonil (N-C=0 i COOMe) a 169-175 ppm.
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El peptid esterificat, un cop aillat, s"utilitza en el segiient pas d"acoblament amb
el lligand Hdap.

Segons el métode de Louloudi et al® que s’ha seguit per la formaci6é d'un enllag
tipus amida entre el grup carboxilic de Hdap i el grup amina dels péptids esterificats, el
diaminoacid Hdap ha de tenir els grups amina protegits amb BOC per tal que no
intervinguin en la reacci6. La reaccidé de proteccio del lligand Hdap amb BOC ha estat
presentada en el capitol 4. Aquest, es fa reaccionar en medi basic amb cloroformiat
d"isobutil per formar un intermedi electrofil que pot ser atacat nucleofilicament pel
grup amina terminal del péptid. Es important treballar amb dissolvents anhidres durant
la primera part de la reacci6 (formacio de I'intermedi electrofil) perqué el cloroformiat
d"isobutil descomposa gradualment en preséncia d'aigua. En 'Esquema 2 es mostren els

diferents passos de la reaccio.

O O

N-Metilmorfolina )l\

BOCHN THE (sec) BOCHN o o/\r
+ Cl )

BOCHN /\l_ -15°C BOCHN Interm‘eql

electrofil

1. H-TNYT-OCH;
2. CF3COOH/CHCl2

2 (CF3COO™) + CONH2

NH3
+
H3
COOC H3

Esquema 2. Reacci6 d'acoblament del péptid H-TNYT-OCHz al lligand diaminoquelatant
Hdap seguint el metode descrit per Louloudi et al. EI mateix procediment s"aplica al péptid
H-TTNYT-OCHs;.

Els diferents subproductes que es formen durant el transcurs de la reaccié (N-

metilmorfolina hidroclorada, 2-metilpropanol, excés de base i de cloroformiat d*isobutil)
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s"eliminen amb successives extraccions acides i basiques, excepte pel 2-metilpropanol,
que s'elimina per evaporacio.
La caracteritzacio dels lligands s"ha portat a terme a través d"espectroscopia

IR, RMN-'H i ESI-MS.

Espectroscopia IR. S’ha enregistrat l'espectre IR del lligand [(dap-TNYT-
OCH3)-2CF;COOH], el qual es mostra en l'apartat de material suplementari daquest
capitol (Apartat 7, pag. 273), i en la Taula 3 es presenten les principals freqliéncies

d’absorcié.

Vibracions [ dap-TNYT-OCHS3;

n OH (t) | 2800-3500 b.a.
n NH (t) | 2800-3500 b.a.
n CHair. (t) | 2800-3500 b.a.

N CHarom (t) | 2800-3500 b.a.

n C=0 (t) 1678 b.a.
n NH (d) 1543

n NC=0 (t) 1543
n NHs" (d) 1520
n CN (t) 1205
n CO (t) 1205
n CF (t) 1138

Taula 3. Principals bandes d"absorci6 IR del lligand [(dap-TNYT-OCHj3)-2CF3;COOH]. Els
valors de les frequéncies d*absorcié es presenten en cm™ . (t)= tensi6, (d)= deformacio,
(b.a.)= banda ampla.

Amb els valors presentats en la taula, es pot destacar la banda ampla que apareix
a 1678 cm?, la qual és resultat del solapament de les vibracions corresponents al st. C=O
de I"éster (a 1745 cm™), el st. C=0 dels grups amida, i el st. C=O del contrai6 CF;COO". A
1520 cm™ apareix la banda corresponent a la deformacié d NH;" provinent dels grups

amina protonats, i en la zona compresa entre 2800-3500 cm™ apareix una banda molt
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ampla que correspon al solapament de les vibracions st. OH, st. NH dels grups amina, st.

CH alifatics i st. CH aromatics.

Espectroscopia RMN-'H. Sha enregistrat l'espectre de RMN-'H del lligand
[(dap-TTNYT-OCH3)-2CF;COOH], el qual es mostra en lapartat de material
suplementari d'aquest capitol (Apartat 7, pag. 273), i els principals desplacaments
qguimics es presenten en la Taula 4. Es pot observar que la major part dels senyals de la

molécula es concentren en la zona compresa entre 1-4.5 ppm .

dppm) C-CHs CHy O-CH3, CH CHa CHy

TTNYT-0OCH3 0.88-1.23 (m) 2.3-3.3 (m) N,Y 3.4-4.1(m) 6.63 s.a. 6.91 s.a.
3.4-4.1 (m) dap
dap-TTNYT-OCH; | 0.90-1.01 (m) 282 (m)Y 3.52-4.28 (m) 6.63s.a. 6.94 s.a.
3.52 (m) N, dap

Taula 4. Desplacaments quimics de protdé (en ppm) de TTNYT-OCH;3 i dap-TTNYT-OCHs;.
Els espectres s"han realitzat en D,O. (m) multiplet. (s.a.) senyal ample.

Com es pot observar en la Figura 3, a 1.01 ppm apareix el senyal ample
corresponent als protons metilics de I"aminoacid treonina. Entre 3.4 ppm i 3.7 ppm
apareix un altre senyal ample i intens el qual és resultat del solapament de diversos
senyals de protons de grups diferents, com els protons metilénics de I'éster, els CH de
la cadena peptidica, i els CH, de I'estructura exceptuant el CH, de I'asparagina (N). A
desplagaments quimics una mica més alts apareixen els senyals dels protons CH

adjacents als grups OH, COOCH 3 i NH5", molt propers entre ells.
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HDO

N-CH
O-CH

Hp Ha

B RAR e sy e RN E e e R e e S R a S SRR
8 6 4 2 0

Figura 3. Rang comprés entre O i 7.5 ppm de l'espectre de RMN-'H del lligand [(dap-
TTNYT-0CHj3)-2CF3COOH]. L'espectre s’ha enregitrat utilitzant D,O.

En la zona espectral 6.6-7 ppm es dstingeixen els senyals corresponents als
protons de I'anell del fenol, els quals apareixen com a senyals amples, pero
correspondrien a dos doblets degut a I'acoblament dels protons a amb els protons b del

mateix costat de l'anell, i viceversa.

ESI-MS. S*han enregistrat els espectres dels dos lligands, els quals es mostren
en l'apartat de material suplementari d’aquest capitol (Apartat 7, pag. 273), on es pot
observar el senyal corresponent al catié resultant de la perdua d"un contrai6 CF;COQ",
[M-CF;COOT, a 713 m/z i 814 m/z respectivament (Figura 4). En cada cas s’ha realitzat
la simulaci6 teodrica, obtenit wuna distribucié isotopica igual a Il'obtinguda

experimentalment.
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681.4 ' A T B

8144

800 B50

Figura 4. Senyals corresponents al i6 molecular [M-CFsCOO™]" de l'espectre ESI-MS dels
lligands [(dap-TNYT.OCHj3)-2CF3COOH] (A) i [(dap-TTNYT-0OCH3)-2CF3COOH] (B) amb les
corresponents simulacions tedriques.

4.1.2. Lligand [(dap-ASTTTNYT-NH,)-2CF;COOH].

La reaccié d'acoblament entre el lligand diaminoquelatant Hdap-HCI i el peptid
ASTTTNYT-NH, a través de la formacié d'un enllag amida entre el grup carboxilic de
Hdap i el grup amina terminal del péptid s’ha realitzat seguint el mateix metode descrit
per Louloudi et al.*?

El peptid H-ASTTTNYT-NH, té el grup C-terminal protegit en forma d*amida, de
manera que la reaccié d*acoblament amb el lligand diaminoquelatant Hdap-HCI es pot
realitzar sense perill que es produeixi enllagc de varies molécules de peptid. Igual que en
els altres dos peptids descrits anteriorment, la reaccié s'ha de dur a terme utilitzant el
lligand Hdap N-protegit amb BOC, per tal que els dos grups amina no interfereixin en la
reaccio.

El procediment no difereix gaire dels dos casos anteriors i es mostra en

I"Esquema 3.



Capitol 5: Lligands amb subtituents de tipus peptidic i complexacié amb Pt(11) - 259

N-Metilmorfolina i
BOCHN. /[l\ THE (Sec) BOCHN. o” No
+ ql
BOCHN ‘15°C BOCHN!

1.ASTTTNYT-NH o
2. CF3CO0OH/CH»Cl»

o

OH OH CONH2
(0] (0] (0]
- H H
2(CFacoon) + \Hl\ %N I(N g( I(
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Esquema 3. Reaccié d"acoblament del peptid H-ASTTTNYT-NH, amb el lligand
diaminoquelatant Hdap seguint el metode descrit per Louloudi et al.

Cal destacar que, a diferéncia dels casos anteriors, I'intermedi de reacci6 que es
forma, (BOC).dap-ASTTTNYT-NH, (producte obtingut abans de la desproteccié del
BOC), és insoluble en EtOAc i en diversos dissolvents organics com CHCIls;, CH,CI,,
CH3CN, hexa, THF, entre altres, pero en canvi €s soluble en DMSO i DMF. Aixo dificulta
el procés d'extraccio dels subproductes formats, i es pot resoldre rentant el residu
amb les solucions que en els altres casos s'utilitzaven com a fases aquoses extractants.

El producte final, [(dap-ASTTTNYT-NH,)-2CF;COOH], ha estat caracteritzat
per RMN-'H, RMN-"3C i ESI-MS.

Espectroscopia RMN-"H. S’ha enregistrat I'espectre de RMN-'H utilizant D,O
com a dissolvent, el qual es presenta en l'apartat de material suplementari daquest
capitol (apartat 7, pag. 273) i els principals desplacaments quimics es resumeixen en la
Taula 5. Com es pot observar en les dades de la taula i la Figura 5, en la zona propera a 1
ppm apareixen dos grups de senyals. Un primer senyal més intens corresponent als
protons del grup CH; de les treonines, i un segon senyal menys intens (doblet)
corresponent as protons CH; de I'alanina. Entre 2.4 i 2.8 ppm apareixen dos senyals

corresponents als protons CH, de les cadenes laterals CH,-CONH, i CH,-fenol, essent
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aquest ultim el que apareix a un desplacament quimic més baix, ja que es troba meés
apantallat per la densitat electronica del fenol. Els dos doblets que apareixen a 3.67 i
3.34 ppm corresponen al CH, de la serina i al CH, de dap respectivament, essent aquest
altim inexistent en l'espectre del peéeptid inicial ASTTTNYT-NH,. Aquests protons
s"acoblen als protons CH adjacents donant lloc a un doblet i no s*acoblen als protons del
grup OH ni del grup NH3" degut a I"intercanvi d'aquests protons per deuteris. Els
senyals dels protons dels grups CH de la cadena d*aminoacids i el CH del lligand dap

apareixen molt propers en la zona compresa entre 3.8 ppm i 4.5 ppm.

d(ppm) C-CHs3 CH, CH CH, CHy
ASTTTNYT-NH, 115-125(m) T 277 (Y) m 4.1-4.8 6.88 (d) 7.17 (d)
157-1.62 (m) A 3.08 (N) m
395(S) m
dap-ASTTTNYT-NH, 0.85-1.03 (m) T 249 (Y) m 3.97-4.43 6.62 (d) 6.92 (d)
1.21-1.24 (d) A 279 (N) m
3.34 (dap) d
367(S)d

Taula 5. Desplacaments quimics de protdé (en ppm) de ASTTTNYT-NH, i dap-ASTTTNYT-
NH,. Els espectres s"han realitzat en D,O. (m) multiplet, (d) doblet.

C-CHa(T)

HDO

CH

CH3(A)

H SCH2CHz  YCHy,

WA

Figura 5. Espectre de RMN-'H (D,0) del lligand [(dap-ASTTTNYT-NH,)-2CF3;COOH] en el
rang espectral comprés entre O i 7 ppm.
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De forma destacable apareixen a 6.5-7 ppm els senyals dels protons aromatics en
forma de dos doblets, ja que cada un s'acobla al proté del grup CH adjacent. De la
mateixa manera que en els altres dos peptids anteriors, els protons en posicié a
respecte el grup -OH del fenol apareixen a un desplacament quimic inferior que els
protons en posicié b, ja que es troben més apantallats degut a I'efecte electrodonador

del grup hidroxil.

Espectroscopia RMN-"3C. Sha enregistrat I'espectre de RMN-'*C del lligand
[(dap-ASTTTNYT-NH,)-2CF;COOH] i sha comparat amb el del peptid inicial
ASTTTNYT-NH,. Ambdds es mostren en lapartat de material suplementari d'aquest
capitol (Apartat 7, pag. 273), i els desplacaments quimics es resumeixen en la Taula 6.
Tal i com es mostra en les dades de la taula, en I"espectre es poden distingir els senyals
dels grups CH i CH, alifatics en la zona compresa entre 18 ppm i 68 ppm. Cap a
desplacaments quimics més alts apareixen dos grups de senyals, un corresponent als
senyals del carbonis aromatics (116-155 ppm) i I'altre corresponent als carbonis dels

grups NH-C=0 i del C=0 del contraié trifluoroacetat.

d (ppm) CHs CH, N-CH, CH (A) CH CH-OH  Carom. N-C=0
ASTTTNYT | 17.9(A) 372 - 515 566-622 682 1168-1557 172.3-1750
19.9 (T)
dap-ASTTTNYT | 17.6 (A) 369 498 512 563-61.8 679 1165-1554 172.0-175.2
19.6 (T)

Taula 6. Desplagcaments quimics de carboni (ppm) del péptid ASTTTNYT-NH, i el lligand
[(dap-ASTTTNYT-NH,)]. Els espectres han estat realitzats en D,O, utilitzant com a
referencia MeOD. (-) emmascarat pel senyal de la referencia.

La zona compresa entre 110 i 135 ppm és caracteristica del quadruplet format
pels senyals de carboni de l'enllag C-F; del trifluoroacétic degut a I'acoblament C-F, pero
no es distingeixen clarament en l'espectre del Iligand [(dap-ASTTTNYT-

NH,)-2CF;COOH] ja que en la mateixa zona apareixen els senyals dels carbonis

aromatics.
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ESI-MS. Sha enregistrat lespectre ESI-MS de [(dap-ASTTTNYT-
NH,)-2CF;COOH] utilitzant com a fase mobil MeOH/H0, i es mostra en l'apartat de
material suplementari d'aquest capitol (Apartat 7, pag. 273). A través de I'espectre
s'observa el senyal corresponent al catio resultant de la pérdua de dues molecules de
contraié6 (CF;COOY) i un protd, ([M-2CF;,COO-H]") (m/z=942), contenint i6 sodi
(m/z=965) i i6 potassi (m/z=981) (Figura 6). Els senyals que apareixen a valors de m/z

inferiors corresponen a diferents fragmentacions de la molecula.

ty +
M+ Na g2 M

1000

Figura 6. Espectre ESI-MS en el rang comprés entre 1000 i 950 m/z on s'observen els
senyals corresponents a [M-2CF3COO -H"+Na']" i [M-2CF3COO -H"+K'T". En el requadre es
presenta la simulaci6 teodrica de [M-2CF3;COO -H'], on es pot observar que la distribucié
teorica coincideix amb I'experimental.

4.1.3. Complex PtCl,(dap-ASTTTNYT-NH,).

Per tal de complexar el lligand obtingut amb Pt(l1), es fa reaccionar quantitats
equimolars de KPtCl, i del lligand [(dap-ASTTTNYT-NH,)-2CF;COOH], tal i com es
mostra en I"Esquema 4. S’ afageix el lligand sobre la sal de plati per afavorir la formacio
del complex amb estequiometria 1:1. La preséncia d'una base és necessaria per
neutralitzar els grups amina protonats, de manera que els atoms de nitrogen tinguin els

dos electrons lliures per coordinar-se dativament amb el Pt(11).
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H20
KPtClg + 2 NaHCO 3+ [(dap-ASTTTNYT-NH 2)-2CF3COOH] —2_5 2KCl + 2CF 3COONa + CO 2 +
r.t.

PtCl5 (dap-ASTTTNYT-NH 5):

O

Esquema 4. Reacci6 de complexaciéo del lligand [(dap-ASTTTNYT-NH,)-2CF3;COOH] amb
Pt(ll), realitzada a temperatura ambient i en quantitats equimolars dels reactius.

El complex resultant és bastant insoluble en aigua i en molts dissolvents organics,
exceptuant el DMSO i DMF. S*ha caracteritzat per analisi elemental i ESI-MS.

La complexaci6 amb Pt(1l1) només s"ha pogut realitzar amb el lligand [(dap-
ASTTTNYT-NH,)-2CF;COOH] perqué no s"ha disposat de quantitat de producte

suficient pels altres compostos.

ESI-MS. Sha enregistrat l'espectre ESI-MS del complex, dissolent-lo a pH
basic i utilitzant com a fase mobil MeOH/H,O L'espectre obtingut es mostra en
'apartat de material suplementari d'aquest capitol (Apartat 7, pag. 273). Com que el
complex és neutre, per poder realitzar I'espectre ESI-MS ha calgut addicionar una
petita quantitat de base per tal de desprotonar algun grup hidroxilic de la molécula i
formar una carrega negativa, permetent també la solubilitzacié del complex. L*espectre
s"ha hagut d*analitzar en negatiu per poder detectar les espécies anioniques, pero degut
a que la solubilitzaci6 amb la base emprada no ha estat completa, la intensitat dels
senyals no ha estat molt elevada. Tot i aix0, s"ha pogut observar el senyal corresponent

a l'ani6é [M-H']" (Figura 7).
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12064

12060

12080

Figura 7.Espectre ESI-MS en el rang comprés entre 1215 i 1200 m/z on s’observa el
senyal corresponent a l'ani6 [M-H']". En el requadre es presenta la simulacié teorica, on es
pot apreciar que la distribucié teorica coincideix amb I'experimental.

La distribuci6 isotopica del complex difereix de forma important a la distribuci6
del respectiu lligand, ja que en aquest cas cal tenir en compte la preséncia dels
diferents isotops del plati i del clor, donant lloc a la distribucié caracteristica dels

complexos de plati.

4.2.ASSAIGS BIOLOGICS.
4.2.1. Estudi de la interaccié Pt-DNA per dicroisme circular.

Per poder demostrar si el complex PtCl,(dap-ASTTTNYT-NH,) presenta la
capacitat d'interaccionar amb el DNA i modificar la seva estructura secundaria, s'ha
enregistrat I'espectre de dicroisme circular del DNA-Calf Thymus incubat amb el
complex i el respectiu lligand a 37 °C durant 48 hores. Els espectres obtinguts es
mostren en la Figura 8, on es representa els valors d'el-lipiticitat en front de la longitud
d'ona, i les dades més significatives es presenten en la Taula 7. En tots ells es pot
observar una banda positiva entre 310 i 260 nm, i una banda negativa entre 260 i 220
nm.

L*espectre del lligand s*enregistra per tal de comprovar si pot interaccionar amb
el DNA i si I'efecte del lligand influeix en els canvis observats en lI'espectre del DNA

incubat amb el complex.
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Figura 8. Espectres de DC del DNA-Calf Thymus incubat amb el lligand lliure [(dap-
ASTTTNYT-NH;)-2CF3COOH] (A) i el complex PtCl,(dap-ASTTTNYT-NH,) (B) a diferents
valors de r; (0.1, 0.3, 0.5). El-lipticitat (q)= graus-cm?-dmol™?t.

DNA
ri | max 0 max | min  min
- 273.6 5.0310° 245.2 -5.25.10°

[(dap-ASTTTNYT-NH;,)- 2CFsCOOH]

ri | max O max | min O min
0.1 276.8 4.45.10° 2454 -5.21-10°
0.3 274.2 4.4810° 245.8 -4.90.10°
0.5 273.4 4.2510° 244.2 -4.81.10°

PtClo(dap-ASTTTNYT-NH;)

ri | max O max | min Ol min
0.1 276.4 5.9110° 246.6 -4.55.10°
0.3 280.2 5.1810° 250 -4.1110°
0.5 279.8 4.3610° 247.2 -3.73.10°

Taula 7. Valors de | max., | min.» Omax> Qmin Obtinguts dels espectres de DC per cada raé molar
estudiada (ri= 0.1, 0.3, 0.5). (q)= graus-cm?-dmol™, (I )=nm.

En lespectre de dicroisme circular del lligand [(dap-ASTTTNYT-
NH,)-2CF;COOH] es pot observar com aquest afecta de forma poc important

'estructura secundaria del DNA, de manera que hi ha una certa interaccio del lligand
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amb el DNA, pero no és tan significativa com la que produeix el complex. Es pot apreciar
una disminuci6 del valor de I'el-lipticitat respecte al valor del DNA lliure, i no hi ha canvis
molt significatius del valor de la longitud d'ona.

En l'espectre del complex PtCL(dap-ASTTTNYT-NH,) es poden apreciar canvis
importants en els valors de l'el-lipticitat i en els de la longitud d'ona. Respecte al DNA
lliure, es produeix un desplacament batocromic de la longitud dona del maxim, i a
laugmentar la raé molar de complex disminueix l'el-lipticitat del maxim i del minim.
Aquests canvis s'atribueixen a una modificaci6 de la conformacié del DNA de la forma B
a la forma C, augmentant la curvatura de I'hélix del DNA per rotaci6 de les bases.'*'® La
reduccio de la banda positiva esta relacionada amb la formacié de segments curts d'una
sola cadena contenint bases desaparellades.’” Per tant, agquest complex interacciona
covalentment amb el DNA i modifica la seva estructura secundaria de forma diferent al

cisplati.

4.2.2. Assaigs de proliferacio cel-lular.

Amb els assaigs de proliferacié cellular el que es pretén és estudiar els efectes
qgue produeixen els complexos de Pt(I1) en el creixement in vitro d'una linia cel-lular i
determinar el valor de la ICso (concentracié de complex en la qual es produeix el 50% de
mort cel-lular).!®%%°

En aquest estudi del creixement in vitro de les cél-lules tractades amb els
complexos de plati, s'estableix el nimero de cel-lules vives que queden després del
tractament, utilitzant un reactiu cromofor basat en sals de tetrazol com a indicador, i
es determina el valor de la 1Cs, (concentracié de complex en la qual es produeix el 50%
de mort cel-lular).

El temps dincubacié amb aquest reactiu depén de la capacitat metabolica de les
cel-lules. Per obtenir un increment significatiu de la intensitat de color sén suficients de
dues a cinc hores d'incubaci6 a 37 ©°C. Transcorregut el temps necessari, es
comptabilitza el nimero de cellules vives en funci6 d'aquesta intensitat, mesurada a
través d"un lector ELISA. Com més elevada és la intensitat, més gran és el percentatge

de cel-lules vives.
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La citotoxicitat del complex PtCl,(dap-ASTTTNYT-NH;) s*ha determinat en la
linia cel-lular HelLa (linia de carcinoma huma d'Uter) després de 72h d'ncubacié a 37°C
utilitzant tres concentracions diferents de compost (0O nM, 150 nM i 414 niM). Per tal de
solubilitzar completament el complex ha calgut l'addicié d'un 2% de DMSO. Els resultats
obtinguts s'han comparat amb els obtinguts pel peptid lliure en les mateixes condicions

d’'incubacio. Els efectes causats en la proliferacié cel-lular es mostren en la Taula 8

v 0 150 414 500
ASTTTNYT 100 + 5.22 78.64 £6.32 20.75 £ 2.96
PtCl,(dap-ASTTTNYT) 100 £ 9.24 75.48 £ 9.91 0

Taula 8. Valors de supervivéncia cel-lular expressats com a percentatge + SD (desviacio
estandard) després de 72h d'incubacié de la linia cel-lular HeLa amb tres diferents
concentracions de compost (nM).

Degut als pocs valors disponibles per a cada compost no es pot fer una
representacid exacta de la variacié del percentatge de supervivéncia cel-lular amb la
concentracié de compost, pero la grafica permet veure la tendéncia que presenta

l'activitat biologica (Figura 9).

Figura 9. Representacié dels percentatges de supervivéncia cel-lular en front de la
concentraci6 de compost (mM) del peptid ASTTTNYT-NH, i del complex PtCly(dap-
ASTTTNYT-NH,) incubats durant 72h en la linia cel-lular Hela.
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Com es pot observar en la grafica anterior, el péptid ASTTTNYT-NH, provoca
una disminucié de la supervivencia cel-lular a mesura que augmenta la concentraci6 de
compost, assolint un percentatge de supervivencia del 20% a una concentracié elevada
de 500 nM. Per altra banda, el complex PtCl,(dap-ASTTTNYT-NH,) també es mostra
actiu en aquesta linia cel-lular, provocant una mort cel-lular total a una concentraci6 de
400 nM. Els percentatges de supervivencia son més baixos pel complex de Pt(11) que els
presentats pel peptid lliure. Aquest resultat suggereix que l'activitat biologica in vitro
qgue mostra el complex no només prové del lligand, sind que la capacitat que té l'atom
metal-lic per coordinar-se covalentment amb el DNA incrementa el seu potencial de
lesi6. Semblaria aixi que el péptid lliure pot atravessar la membrana i arribar a
interaccionar amb el DNA, segurament a través d’'un mecanisme d'intercal-laci6é de I'anell
aromatic entre les bases nitrogenades. Unit a I'atom de plati, aquest péeptid pot actuar
de molecula portadora, facilitant el transport del metall a través de la membrana i
facilitant el seu accés al DNA nuclear.

El mateix comportament sha observat en altres compostos descrits en la
bibliografia, els quals contenen lligands que tenen propietats antitumorals o antivirals
per si mateixos, com els complexos PtCl,(razoxa) o [PtCly(en)(acv)]** acv= 9-(2-
hidroxietoximetil)guanina.>*** També és coneguda la capacitat que tenen els aminoacids
de transportar complexos de plati a través de la membrana cel-lular, ja que els

aminoacids son bons nutrients per les cél-lules.'

5. CONCLUSIONS.

- Shan sintetitzat i caracteritzat a través de diferents técniques de determinacio
estructural tres nous lligands diaminoquelatants, derivats de I'aminoacid Hdap-HCI, que
contenen substituents de tipus peptidic. Aquests lligands %n solubles en aigua i en

dissolvents organics polars.
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- S'’ha sintetitzat i caracteritzat el complex de Pt(11) del lligand diaminoquelatant amb
substituent peptidic [(dap-ASTTTNYT-NH,)-2CF;COOH], el qual és bastant insoluble en

aigua i en molt dissolvents organics, excepte el DMSO i DMF.

- Dels resultats de dicroisme circular es dedueix que el complex PtCl,(dap-ASTTTNYT-
NH,) té la capacitat dinteraccionar amb el DNA-Calf Thymus després de 48h
d’'incubacio a 37°C, modificant l'estructura secundaria de la doble hélix de forma
important. El lligand [(dap-ASTTTNYT-NH,)-2CF;,COOH] també mostra una certa

capacitat d'interaccid, pero no és tan remarcable com la del respectiu complex de Pt(l11).

- La modificacio de l'estructura secundaria del DNA provocada pel complex es genera
per un canvi de la conformacié de la forma B a la forma C, augmentant la curvatura de

I'nelix per rotacio de les bases.

- Els assaigs de proliferacio cel-lular amb la linia cel-lular HeLa han demostrat que el
péptid ASTTTNYT-NH, i el complex PtCl,(dap-ASTTTNYT-NH,) presenten activitat

antitumoral in vitro, essent l'activitat del complex més gran que la del peptid lliure.

- L'activitat antitumoral del complex pot ser deguda, per una banda, a la capactitat del
lligand d'atravessar la membrana cellular i poder interaccionar amb el DNA per
intercal-lacio, i per altra banda, a la capacitat de l'atom de plati dinteraccionar
covalentment amb el DNA una vegada ha entrat en el nucli, fent més important la lesid

sobre la doble hélix.
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SINTESI D'UN NOU COMPLEX TRINUCLEAR DE Pt (11).
CARACTERITZACIO ESPECTROSCOPICA | ESTRUCTURAL.
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1. RESUM

En aquest capitol es descriu la sintesi casual d'un complex trinuclear de Pt(I1),
{[Pt(Me,Bpy).][PtCl.(Me.Bpy)]-}(PFs). essent Me,Bpy= 4,4-dimetil-2,2'-dipiridil, el qual
presenta una unitat de [Pt(Me,Bpy).] en un pla central, i en un pla superior i inferior
presenta una unitat [PtCl,(Me,Bpy)]. L'obtencié daquest complex es va produir en
lintent de substituir els lligands clorur del complex PtCl,(Hdab) per la Me,Bpy en
condicions de reflux.

El complex s’ha pogut caracteritzar per tecniques espectroscopiques com IR,
RMN-'H, RMN-*C i per difracci6 de raigs X. La resolucié de la seva estructura

cristal-lina mostra l'existéncia d'una interaccié Pt-Pt intermolecular de l'ordre de 3.474

A

2. INTRODUCCIO

Es ben coneguda l'existéncia d’'unions M-M intermoleculars en el rang 2.7 A < d <
3.5 A, inferior a la suma de Van der Waals, en estructures cristal-lines de complexos de
Pt(11) planoquadrats o altres ions metal-lics ¢, tant en estructures dimériques com en
cadenes.”” També hi ha evidéncies de la preséncia dassociacions intermoleculars en
soluci6.? En tots aquests compostos, la interaccié d®-d® no es pot representar com una
estructura de Lewis.” A més, en el cas de molts dimers coneguts de Pt(11), els dos atoms
metal lics estan units per lligands pont.>®

El prototip de les families de compostos de tipus cadena esta format per les sals
de [Pt(CN).]*", per les quals les distancies Pt-Pt son bastant grans (3.3-3.7 A). En
K,PtCl,, la distancia Pt-Pt és de 4.105 A i els ions propers sembla que estan units entre
ells per interaccions ioniques CI-K-Cl.”

S’ha predit que els models de complexos dimerics son estables a la dissociacio si
presenten energies d'enllagc en excés de 3 Kcal/mol i distancies Pt-Pt entre 3.25 i 3.32
A? Les interaccions lligand-lligand i els enllacos débils M-M sén importants per
determinar l'estabilitat dels dimers. L'estudi de I'efecte d’addicionar un grup en posicio

axial suggereix que I'enllag d’'acids de Lewis (A) i/o bases (B) a I'atom metal-lic en posicio
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axial té l'efecte d'augmentar la fortalesa de l'enllag M-M segons: LLBM-MBL,< L,BM-
ML4»L4AM-ML»LsM-MLs< LyM-MAL,< L,BM-MAL,.*

El compost de cadena més llarga conegut fins ara és el
[Pts(NH3)16(CH3CONH)g](NO3)10-4H,0O, el qual consisteix en quatre unitats dinuclears
de cis-Pt(NH3), unides amb dos lligands acetamidat en cada una. En aquest compost
I'estat d'oxidacié promig del Pt és 2.25, pero les separacions Pt-Pt es poden interpretar
com una uni6 d'un tetramer Pt (2.5) amb dos dimers Pt (2.0)°

Les especies monomeériques de Pt(I11) han estat relacionades a intermedis de
temps de vida mitja curts en reaccions de subtitucié de complexos de Pt(1V), entre
altres.’ Fins ara hi havia un consens general de que tots els complexos de Pt(111) aillats
eren compostos de valéncia mixta Pt(I1) i Pt(1V).!° Avui es coneix al menys un cas ben
establert d'un compost mononuclear de Pt(111) aillat, (NBu4)[Pt(CsHs).].* Els complexos

diamagnétics de diplati (111) amb enllagos simples Pt-Pt sén molt més comuns.>® %3

Per altra banda, dues de les classes més importants de lligands son, en general,
les polipiridines i les porfirines. En el primer tipus de lligands es pot incloure la 2,2'-
bipiridina, 2,2’;6',2"-terpiridina, 1,10-fenantrolina, i una gran varietat d'altres homolegs i
derivats benzofusionats.!**> Les bipiridines son considerades els lligands de tipus
diimina, ja que en una de les seves formes de ressonancia presenten la funcionalitat
N=C-C=N, les quals quan s'orienten de forma adequada poden coordinar-se de tal manera
que formen anells quelats de cinc membres amb un metall adequat.’® Lippard i els seus
col-laboradors han mostrat que els complexos de Pt(11) amb anells heteroaromatics com
la 2,2"-bipiridina i 1,10-fenantrolina s'intercal-len entre els parells de bases del DNA!’ La
carrega positiva d*aquests complexos de Pt(11) contribueix en la interaccié a través
d’'interaccions electrostatiques amb les carregues negatives dels grups fosfat del DNA.
Els complexos de Pt(I1) tenen una tendéencia intrinseca a associar-se amb els nucleotids
i nucledsids en solucions aquoses diluides.”® L'extencié d’aquesta asociacié depén del
tamany i la densitat electronica de l'anell que interacciona, a més de l'efecte de les
interaccions hidrofobiques i hidrofiliques en les quals els dissolvents juguen un paper

molt important.'®
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Tenint en compte aquests antacedents presentats, en aquest capitol es descriu la
sintesi d'un complex trinuclear de Pt(1l) amb el lligand 4,4-dimetil-2,2'-dipiridil
(Me,Bpy), format per una unitat de tipus [Pt(Me,Bpy).] i dues unitats de tipus
[PtCl(MesBpy)] (Figura 1). Els diferents fragments estan units entre si per interaccions

Pt-Pt de l'ordre de 3.474 A, i no a través dels lligands.

Pt/ t ) (PF6)2
/\ /' \ ’\

Figura 1. Representaci6 de [l'estructura del complex trinuclear de Pt(ll)
{[Pt(Me2Bpy).][PtCl>(Me,Bpy)].}(PFg). sintetitzat.

3. EXPERIMENTAL
3.1. MATERIAL 1 INSTRUMENTACIO.
3.1.1. Material
Els reactius comercials han estat emprats sense purificacio prévia: 4,4’ -dimetil-
2,2'-dipiridil (Fluka), hexafluorofosfat d'amoni (Fluka), HCI (Aldrich).
La sal K,PtCl, ha estat proporcionada per gentilesa de Johnson Matthey.
Els dissolvents de qualitat PS han estat obtinguts de Panreac i SDS.

El nitrogen gas ha estat proporcionat per Abellé-Linde.

3.1.2. Instrumentacio

Els espectres IR han estat enregistrats en estat solid (pastilla de KBr) en un
espectrometre FT-IR Mattson Satellite en el rang de 400-4000 cm™. Els espectres de
RMN-'H han estat enregistrats en un espectrometre Bruker DPX 200 utilitzant CD;CN i
DMSO-ds com a dissolvents. Els analisis elementals s’han portat a terme en un

microanalitzador Carlo Erba 1108. Els espectres ESI-MS shan realitzat en un



Capitol 6: Complex trinuclear de Pt(11) - 288

espectrometre Navigator Thermo Quest Finigan utilitzant CH;CN com a dissolvent. La
resolucié de I'estructura cristallina per difraccio de raigs X s’ha portat a terme amb un
difractometre Bruker SMART equipat amb un monocromador de grafit, amb una radiacio
de tipus Mo Ka. Les estructures han estat resoltes per la técnica SHELXS-97 i el
refinament en F* per la técnica SHELXL-97 (G.M. Sheldrick, programa pel refinament
d'estructures cristal-lines. Universitat de Gottingen, Gottingen, Alemanya, 1997). Els

dibuixos estructurals i calculs geometrics s’han realitzat amb un Bruker SHELXTL.

3.2. SINTESI DELS COMPLEXOS
3.2.1. Sintesi del complex {[Pt(Me.Bpy).][PtCl.(Me.Bpy)]}(PFe)-.

S'addicionen 0.022 gr de Me,Bpy (0.118 mmols) sobre 10 mL d'una suspensié del
complex PtCl,(Hdab) en EtOH/H,O (3:1) (0.050 gr, 0.13 mmols). La barreja resultant
s'escalfa a reflux durant 24 h, obtenint-se finalment una dissolucio de color taronja, la
qual es filtra en calent. Sobre la dissolucié filtrada s'afageix una dissolucié aquosa
saturada de NH,PFs fins a observar la formacié dun precipitat taronja clar. El
precipitat obtingut es filtra i es renta amb aigua i éter dietilic.

La reaccio de formacié del complex es segueix per cromatografia de capa prima
en alumina, utilitzant com a fase mobil una mescla CH,Cl,/Hexa (2:1).

Per l'obtencié dels cristalls del complex, es dissol una quantitat de producte
compresa entre 510 mg en acetona i la dissolucid resultant es deixa en difusi6 amb

éter. Passats diversos dies, s'observa la formacio d'uns cristalls de color taronja intens.

IR (KBr): n* (cm™)= 3145 b.a. (st. CH arom), 2800-3000 b.a. (st. CH), 1669 (st. C=N),
1622 (st. CaronC), 1401 b.a. (St. Cyrom-C, das. -CH3, ds —-CH3), 837 (st. P-F, d 00p Carom-H).

RMN-'H (DMSO ds, 300K): d (ppm)= 2.403 (s, 12H, C-CH; [PtCl,(Me,Bpy)]), 2.626 (s,
12H, G-CH; [Pt(Me.Bpy)]), 7.25 (s.a., 4H, CHss [PtClxy(Me,Bpy)]), 7.78 (s.a. 4H, CHss
[Pt(Me.Bpy).]), 821 (s.a, 4H, CHssz [PtCl(MesBpy)]), 850 (s.a. 4H, CHsa
[PtCI,(Me,Bpy)]), 852 (s.a, 4H, CHge[PtCly(Me,Bpy)]), 8.61 (s.a, 4H, CHse

[PtCI(Me.Bpy)]).
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3.2.2. Cis-diclor-(4,4'-dimetil-2,2’-dipiridil)plati (11). [PtCl,(Me,Bpy)].
La sintesi del complex s’ha realitzat de la mateixa manera que el metode descrit

per E.Bielli et al?°

Rendiment: 83%

IR (KBr): n* (cm™)= 3073 b.a. (st. CH arom.), 2920 b.a. (st CH), 1619 (st. C=N, st.
C=C), 1482 (st. C,-C, das —CH3), 1447 (ds -CHg, d,s -CH3), 835 (d oop Cysr-H).

RMN-'H (CDsCN, 300 K): d (ppm)= 2.54 (s, 6H, CH3), 7.55 (s.a., 2H, CHss), 8.10 (s,
2H, CHs3), 9.45 (d, 2H, CHeg, J= 6.2 Hz).

A.E.: 594 %N, 32.18 %C, 2.83 %H. Calculat per PtCI,C;,H;,N, (Mm= 450.22 gr/mol):
6.22 %N, 32.01 %C, 2.69 %H.

ESI-MS (CHsCN) : [M-CI+CH3CN]'= 455.9 m/z.

3.2.3. Cis-bis-(4,4'-dimetil-2,2'dipiridil)plati(11) di(hexafluorofosfat). [Pt(Me.Bpy).]
(PFe)2.

Sobre 50 mL d'una suspensi6 aquosa de PtCl,(Me,Bpy) (0.100 gr, 0.222 mmols)
s'addicionen 0.04 gr de 4,4-dimetil-2,2'-dipiridil (0.217 mmols). La barreja s'escalfa a
reflux fins a l'obtencié d'una soluci6 homogénia. Es filtra la solucio en calent, i en el
filtrat s’hi addiciona una solucié saturada de NH4PF¢ fins a I'obtencié d'un precipitat

groc pal-lid. Es filtra el producte i es renta amb aigua i éter dietilic.

Rendiment: 0.127 gr (0.149 mmols), 67.30 %

IR (KBr): n”' (cm™)= 3142-3091 (st. CH arom.), 2968 b.a. (st CH), 1624 (st. C=N, st.
C=C), 1489 (st. C,,-C, das ~CH3), 1448 (ds ~CHs, das ~CH3), 833 (d 00p Car-H, st. P-F).
RMN-"H (CDsCN, 300 K): d (ppm)= 2.73 (s, 6H, CH3), 7.79 (d, 2H, CHss J=5.8 Hz),
8.32 (s, 2H, CH33), 8.69 (d, 2H, CHeg, J= 6 Hz).

A.E.: 6.42 %N, 33.92 %C, 3.19 %H. Calculat per PtCl,CyH>4N4P2Fs (Mm= 853.49
gr/mol): 6.56 %N, 33.77 %C, 2.83 %H.

ESI-MS (CHsCN) : [M-PF¢]’= 708.7 m/z.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO.

4.1. SINTESI DEL COMPLEX {[Pt(Me,Bpy).][PtCl.(Me,Bpy)1}(PFs)-.

Seguint el métode descrit per Wu et al'® i amb la finalitat de substituir els
lligands clorur del complex PtCl,(Hdab) (la sintesi del qual s’ha presentat en el capitol 3)
per un lligand diaminoquelatant destructura plana, com la 4,4'-dimetil-2,2'-dipiridil
(MezBpy), s’ha escalfat a reflux una suspensié formada pel lligand Me,Bpy i el complex
PtCl,(Hdab), tal i com es mostra en I'Esquema 1A . El complex que s’hauria de formar
presentaria carrega positiva, de manera que es mantindria solubilitzat en el medi. Per tal
de precipitar-lo i aillar-lo del medi aquos s'addiciona un i6 voluminds, PF, el qual té la
propietat de formar compostos insolubles en aigua. Al caracteritzar el complex obtingut
a través de les técniques espectroscopiques IR i RMN-'H, s’ha pogut comprovar que el
compost obtingut no presenta cap senyal caracteristic del lligand Hdab. Aquests
resultats han permés concloure que el producte sintetitzat no ha estat el desitjat.

Gracies a l'obtenci6 de cristalls adequats per la difraccié de raigs-X s’ha pogut
resoldre l'estructura cristal-lina del complex aillat. Aquest consisteix en un compost
trinuclear de Pt(1l1) format per una unitat de Pt(Me,Bpy), i dues unitats de
PtCl,(Me,Bpy), les quals es mantenen unides a través d'interaccions intermoleculars Pt-

Pt (Esquema 1B).
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y ,COOH ON 1. EtOH/H 20 (3:1) O 1, COOH
Cl~_ N reflux 24 h l\ N
Pl + & > 4
cl N \ (PFE)2
Hp ON 2. NHy4PFg sat. ON/ N
H2
A

1. EtOH/H 20 (3:1) -
reflux 24 h
2. NH4PFg sat.

ON E ON\ NO ol NQ COOH
P/ (PFe)2 + H2N§
ON N ON/ O H2N

Esquema 1. Esquema de la reacci6 que té lloc en la formacié del complex trinuclear de
Pt(ll).

Per tant, en les condicions de reflux emprades, el lligand Hdab és desplagat per
la Me,Bpy formant-se el complex [PtCl,(Me.Bpy)], el qual en presencia de Me,Bpy lliure
té la capacitat de reaccionar formant-se [Pt(Me,Bpy),]?° en comptes de desplacar-se
els lligands clorur. Aquest fenomen es pot atribuir a la protonacié dels grups amina del
lligand diaminoquelatant Hdab degut a les condicions del medi de reacci6, provocant que
I'enllag Pt-N es debiliti, ja que el nitrogen es queda sense electrons dsponibles per
enllagcar-se amb el plati.

Per tal de comparar les similituds i diferéncies del complex trinuclear de Pt(I1)
amb les seves unitats constitutives per separat, s'ha realitzat la sintesi del complex
PtCl,(Me,Bpy) a través del métode ja descrit per Bielli et al,*° i la sintesi del complex
[Pt(Me,Bpy).](PFs).. ElI complex PtCl,(Me,Bpy) es sintetitza en condicions de reflux i en
medi acid a partir de Ky,PtCl, i Me,Bpy en quantitats equimolars. ElI complex
[Pt(Me.Bpy).](PFe). es forma a partir de PtCl,(Me,Bpy) en preséncia de lligand Me,Bpy
lliure i a reflux (Esquema 2). Aquestes condicions de sintesi explicarien la formacié del

complex trinuclear de Pt(11), ja que son molt similars a les condicions emprades.
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HCl 1N N A
KoPtClg + O E—— Pt\ + 2 KCI
N N /

reflux 2h al
OJ

PtCIz(Mezpr)
1. Hp0
\ / reilux 8h ON\ /NO
/ \C' 2. NH4PFg ON/Pt\ O (Prez2
[Pt(Me,Bpy).](PFs)-

Esquema 2. Reaccions de sintesi dels complexos PtCl,(Me,Bpy) i [Pt(Me>Bpy).](PFs)2.

4.2. CARACTERITZACIO ESPECTROSCOPICA DELS COMPLEXOS.

Espectroscopia IR. Sha enregistrat l'espectre IR del complex
{[Pt(Me,Bpy)][PtCl(Me.Bpy)].}(PF¢)., el qual es mostra en lapartat de material
suplementari d'aquest capitol (Apartat 7, pag. 307), i sha comparat amb els espectres
enregistrats dels complexos PtClL,(Me,Bpy) i [Pt(Me,Bpy).](PFs).. Les principals bandes

d’absorci6 es mostren en la Taula 1.

Vibracions CHarom () CHair(t) C=N (t) Carom=C das CH3 doop Carom—H P-F (1)
(t) dsi CHs
Tri-Pt 3145 ba. 3000-2800 1669 1622 1401 b.a. 837 837

1401

PtCl>(Me,Bpy) 3073 ba. 2920 b.a. 1619 1619 1447 ba. 835
1482

Pt(Me,Bpy), 3142-3091 2968 b.a. 1624 1624 1448 b.a. 833 833
1489

Taula 1. Principals bandes d'absorcié6 de IR (cm™) dels complexos sintetitzats. (t)= tensi6 o
stretching, (b.a.)=banda ampla, tri-Pt={[Pt(Me.Bpy)][PtCl.(Me.Bpy)]-}(PFs)-.-

Les diferents assignacions dels senyals s’han realitzat a través de les dades

bibliografiques*"** Com es pot observar a través de les dades presentades, en la zona
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compresa entre 2800 i 3200 cm™ apareix, en tots tres complexos, una banda molt ampla
i poc estructurada que correspon al solapament de les bandes de vibracié st. CH,.on
(3100-3200 cm™) i del st. CH dels grups metilics (2800-2950 cm™). En el rang 1600-
1670 cm™ apareixen les bandes corresponents al st. C=N i st C,on -C, que en el cas del
complex {[Pt(Me.Bpy)][PtCL(Me.Bpy)]-}(PF¢)., apareixen solapades donant lloc a una
banda molt ampla, mentre que en els altres dos complexos les dues bandes apareixen
solapades donant lloc a una banda menys ampla i molt intensa. La banda molt intensa que
apareix a 835 cm' aproximadament en els complexos [Pt(Me,Bpy).](PFe), i
{[Pt(Me,Bpy)][PtCl(Me,Bpy)].}(PFs). correspon a la vibracié st. P-F del contrai6 PFs. En
la mateixa zona també apareix la banda corresponent a la vibracio dyep Carom~H.

En linterval de freqiiéncies estudiat (4000-400 cm™) no s'observen les vibracions
de tensié n(M-N) ni les vibracions n(M-Cl) ja que aquestes apareixen generalment entre

400-200 cm*.??

Espectroscopia de RMN-"H. S’ha enregistrat I'espectre de RMN-'H del complex
{[Pt(Me.Bpy)][PtCl.(Me.Bpy)].}(PF¢). utilitzant DMSO-ds com a dissolvent, i es mostra
en l'apartat de material suplementari d'aquest capitol (Apartat 7, pag. 307). L'espectre
de RMN-'H daquest compost sha comparat amb lespectre dels complexos
PtCl,(Me,Bpy) i [Pt(Me,Bpy).](PFs).. Els desplacaments quimics (ppm) de proto es

presenten en la Taula 2.

RMN-'H d (ppm) CHs CHs 5 CHs, 3 CHe.6
Tri-Pt (DMSO) 240s 7.25sa. 8.2lsa.852s.a.
262s 7.78s.a. 850s.a 8.6ls.a.
PtCl,(Me2Bpy) (CD3sCN) | 254 s 7.55 s.a 8.10s 9.45d
Pt(Me;Bpy), (CD3CN) 273s 7.79d 8.32s 8.69d

Taula 2. Desplacaments quimics de proté (ppm) dels complexos sintetitzats. (s)= singlet,
(d)= doblet, (s.a.)= senyal ample, tri-Pt= {[Pt(Me.Bpy)][PtCl,(Me.Bpy)].}(PFs)-.

Com es pot observar en les dades de RMN-H del complex
{[Pt(Me,Bpy)][PtCl.(MesBpy)].}(PFs)2, en la zona compresa entre 2.4 i 2.6 ppm apareixen

dos singlets corresponents als protons metilics. Un pertany al CH; del fragment
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Pt(Me,Bpy), i l'altre al fragment PtCl(Me,Bpy). Els protons metilics de la unitat
Pt(Me,Bpy). s6n equivalents ja que presenten un mateix entorn electronic (Figura 2), dos
clorurs i un lligand Me,Bpy en el pla superior o inferior, i un lligand Me,Bpy en el mateix

pla.

CH3 equivalents entre les dues unitats

N>:>t< ; Pt >Pt< (PFe)2
O N O NN O N O
— ~— _/ _

CH3 equivalents entre si

Figura 2. Representaci6 del complex {[Pt(Me.Bpy)][PtCl,(Me,Bpy)].}(PF¢). indicant les
equivalencies dels protons metilics.

Els protons metilics dels fragments PtCl,(Me,Bpy) també presenten una mateixa
equivaléncia entre ells ja que en un mateix pla tenen la influéncia dels lligands clorur, i
en un pla inferior o superior presenten un grup Pt-Me,Bpy (Figura 2).

Els protons aromatics apareixen en la zona compresa entre 7 i 10 ppm (Figura 3)
com a dos grups de tres senyals: un grup de tres senyals pertanyents a les dues unitats

PtCl,(Me,Bpy) i un segon grup de tres senyals que corresponen a la unitat Pt(Me,Bpy)s,.
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A CHss X= PtCl,(Me;Bpy)
3 N =
O 1 CHe e y x Y= Pt(Me,Bpy)-

IJIIIIIIEIIﬁEIIII1II|I!III!!IIII]IIIIIII

AapMm 8

III|I"I[II|IIIIIIIIIIIT'Il"IIIII:IIIII\I"I"r l|f][||]5|11||!|[|||!|

10 B 8

Figura 3. Part aromatica dels espectres de RMN-1H dels complexos
{[Pt(Me,Bpy)][PtCl(Me.Bpy)]}(PFs). (A), PtCL(Me.Bpy) (B) i [Pt(Me.Bpy).](PFs). (C).

Els protons Hs i Hg estan situats en carbonis adjacents en I'anell de bipiridina, de
manera que s'acoblen entre si donant lloc a un doblet cada un i amb unes constants
d'acoblament de l'ordre de 6 Hz. En I'espectre del complex trinuclear de Pt(I1), aquests
senyals apareixen amples i amb poca resolucio. Els protons Hs sén els que apareixen a
desplagcament quimic més alt, perqué estan més propers a lI'atom de nitrogen de l'anell i

es troben més desapantellats.

En general, els desplacaments quimics dels senyals de proté de Pt(Me.Bpy).
apareixen a valors més alts que els senyals equivalents en PtClL(Me,Bpy). Aquest
fenomen s'atribueix a la carrega del complex. El Pt(Me,Bpy). presenta menys densitat
electronica que el complex diclorur, de manera que els nuclis de proté es troben més

desapantellats i com a consequiencia augmenta el valor del desplacament quimic.
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Els desplagcaments quimics dels senyals en el complex trinuclear de Pt(Il)
difereixen lleugerament dels desplacaments de proté de les seves unitats constitutives,
degut a que cada part no esta aillada, sin6 que rep la influéncia de I'entorn. També cal
tenir en compte que els dissovents emprats no sén iguals, degut a la diferent

solubilitzacio6 dels compostos.

4.3. CARACTERITZACIO ESTRUCTURAL PER DIFRACCIO DE RAIGS-X.

L'obtencio de cristalls del complex trinuclear de Pt(11) adequats per la difracci6
de raigs-X ha permes resoldre la seva estructura cristal-lina i s’ha pogut comparar les
dades cristal-lografiques amb les dades presentades per Connick i col-laboradors®® sobre
I'estructura cristal-lina de PtCl,(Bpy).

El complex trinuclear de Pt(11), {[Pt(Me.Bpy)][PtCl.(Me,Bpy)]-}(PFs)., cristal-litza
segons un sistema monoclinic i un grup espacial P2(1)/n amb Z=4, formant cristalls
prismatics de color taronja. Les principals dades cristal-lografiques es mostren en la
Taula 3, i les principals distancies d'enllac i angles d'enllag es presenten en la Taula 4 i
Taula 5 respectivament.

Com es pot observar en el diagrama ORTEP de l'estructura, Figura 4, el complex
esta format per una unitat central [Pt(Me.Bpy).], i dues unitats PtCl,(Me,Bpy)
disposades en la part superior i inferior i en posicié alternada. Aquestes tres unitats
estan situades de forma quasi parallela (angle N2-Ptl-Pt2= 89.6°, angle NI1-Ptl-
Pt2=95.6°) al llarg de la xarxa cristallina (Figura 5). En la Figura 6 es mostra la xarxa
cristallina sense incloure els lligands Me,Bpy, i es pot veure com les unitats
constitutives del cristall sempre es troben agrupades de tres en tres amb la mateixa

disposicio6 espacial.
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C24

Figura 4. Diagrama ORTEP de [I'estructura cristal-lina del complex trinuclear
{[Pt(Me.Bpy)][PtCl(Me.Bpy)]-}(PFe)--

Dades Cristal - lografiques
Formula empirica C27H30Cl2FsN4OPPty 5
Pes formula, gr/mol 935.06
Sistema cristal li, grup espacial Sistema monoclinic, P2(1)/n
a, A 8.8821(6)
b, A 12.2768(9)
c, A 29.030(2)
a, b,gdeg 90.00, 97.235(2), 90.00
Volum, A3 3140.3
Unitats formula/cel-la 4
Temperatura, K 296
| (MoK\a) A 0.71073
I calc., gr/cm’ 1.978
m mm™* 6.969
R? 0.06221
Ru” 0.1594

Taula 3.Principals dades cristal-lografiques i parametres de refinament de I'estructura del
complex {[Pt(Mezpr)][PtCIg(Mengy)]z}(PFG)z.
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Es defineixen R*i R, com:
R? = SV/F, VoL Vo SYF,Y2

R’ = [S[w (Fo>-FA)%/ S[w(Fo?)?]12.

Distancies d’enllag (A)

Pt1-N2 2.013 C9-C10 1.402 C19-C20 1442
Pt1-N1 2.022 Pt2—N3 1.988 C20-C21 1.356

Pt1-Pt2 3474 Pt2-N4 1.996 C20-C24 1.509
N1-C1 1331 Pt2-Cl2 2291 C21-C22 1.371
N1-C5 1.377 Pt2-Cl1 2.295 P1-F6 1457

N2-C10 1.338 N3-C13 1.346 P1-F3 1.498
N2-C6 1.373 N3-C17 1.399 P1-F2 1.526
Ci1-C2 1.361 N4-C18 1.338 P1-F5 1.562
C2-C3 1.410 N4-C22 1.348 P1-F4 1.550
C3-C4 1.376 C13-C14 1.368 P1-F1 1557
C3-C11 1488 C14-C15 1.378 F3-F4 1974
C4-C5 1.369 C15-C16 1.307 01-C25 1.214
C5-C6 1477 C15-C23 1.624 C25-C27 1.480
Cc6-C7 1.375 Cl6-C17 1.363 C25-C26 1.480
C8-C9 1.377 C17-C18 1484

C8-C12 1.501 C18-C19 1.364

Taula 4. Principals distancies d’enllag en A de I'estructura del complex trinuclear de Pt(ll)
sintetitzat.

Angles d’enlla¢ (graus)

N2-Pt1-N2 180.0 N3-Pt2-CI1 175.6 F3-P1-F2 89.0
N2-Pt1-N1 101.2 N4-Pt2-CI1 95.8 F6-P1-F5 90.1
N1-Pt1-N1 180.0 Cl2-Pt2-Cl1 89.66 F3-P1-F5 84.7
N2-Pt1-Pt2 89.6 N3-Pt2-Ptl 925 F2-P1-F5 173.1
N1-Pt1-Pt2 95.6 N4-Pt2-Ptl 89.0 F6-P1-F4 96.2
Pt2-Pt1-Pt2 180.0 Cl2-Pt2-Ptl 89.1 F3-P1-F4 80.7
C1-N1-C5 115.6 Cl1-Pt2-Ptl 90.2 F2-P1-F4 93.1
C1-N1-Pt1 129.8 C13-N3-C17 116.2 F5-P1-F4 88.8
C5-N1-Pt1 1145 C13-N3-Pt2 128 F6-P1-F1 80.9
C10-N2-C6 117.0 C17-N3-Pt2 115.6 F3-P1-F1 102.0
C10-N2-Pt1 127.8 C18-N4-C22 116.9 F2-P1-F1 89.2
C6-N2-Ptl 115.2 C18-N4-Pt2 116.1 F5-P1-F1 89.2
N1-C1-C2 124.8 C22-N4-Pt2 126.9 F4-P1-F1 176.5
N1-C5-C4 122.4 N3-C13-C14 124.1 P1-F3-F4 50.8
N1-C5-C6 113.0 C16-C17-N3 120.4 P1-F4-F3 48.5
C7-C6-N2 122.7 N3-C17-C18 112.2 01-C25-C27 120.2
N2-C6-C5 113.4 N4-C18-C19 124.0 01-C25-C26 122.4
N2-C10-C9 122.9 N4-C18-C17 114.9
N3-Pt2-N4 80.7 N4-C22-C21 123.2
N3-Pt2-CI2 93.9 F6-P1-F3 174.0
N4-Pt2-CI2 174.2 F6-P1-F2 96.3

Taula 5. Angles d'enllag de [Il'estructura cristal-lina del complex trinuclear de Pt(ll)
sintetitzat.
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X

Figura 5. Xarxa cristal-lina del complex trinuclear {[Pt(Me,Bpy)][PtCl,(Me.Bpy)].}(PFs).-
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Figura 6. Xarxa cristal-lina del complex {[Pt(Me,Bpy)][PtCl.(MesBpy)].}(PFs). on s’han
exclos els lligands Me,Bpy per observar millor la disposicio6 de cada unitat
constitutiva.

Les dues unitats constitutives de l'estructura trinuclear de Pt(l1) estan unides
entre si a través d'interaccions intermoleculars Pt-Pt de 3.474 A, i no existeixen unions
a través dels lligands ja que aquests no actuen de pont. La interaccio Pt-Pt es troba dins
el rang esperat d’unions M-M pels complexos de Pt(11), 2.7<d<3.5 A inferior a la suma de

Van der Waals.*?4%°

Existeixen diversos complexos dinuclears de Pt units per lligands pont on la
distancia Pt-Pt és molt similar a la del complex trinuclear sintetitzat de l'ordre de 3.440
A, i molts complexos mononuclears de Pt estan disposats en la xarxa cristal-lina formant
empaquetaments de les molécules de tal manera que les distancies Pt-Pt sén de l'ordre

de 3.44 A, 262728

Els complexos polinuclears de Pt de valéncia mixta coneguts presenten distancies

Pt-Pt compreses entre 2.7-2.9 A,*>3°3! una mica inferiors a les observades en els casos
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anteriorment mencionats. De la mateixa manera, els complexos diamagnéetics de diplati
presenten unes distancies d'enlla¢ Pt-Pt inferiors a 3 A, i varien segons el tipus de
complex entre 2.4-2.7 A. D'aquests complexos, els que presenten quatre lligands pont
unint dos atoms de Pt presenten un enllag Pt-Pt inferior que els complexos de diplati

units només per dos lligands pont.®*%**

Les dues unitats constitutives del complex {[Pt(Me.Bpy)][PtCl.(Me.Bpy)].}(PFs)-
presenten distancies Pt-N molt similars properes als 2 A (2.013 i 2.022 A per
Pt(Me,Bpy); 1.988 i 1.996 A per PtCl,(Me,Bpy), i la geometria de coordinacio del metall
és aproximadament planoquadrada. Les principals distancies d'enllac i angles d'enlla¢ que
presenta el fragment PtCl,(Me.Bpy) estan d'acord amb els valors de l'estructura
cristal-lina de PtCl,(Bpy) presentada a I'any 1996 per W.B.Connick i col-laboradors.?®

El lligand Me,Bpy de cada unitat del complex trinuclear de Pt(l11) presenta la
mateixa geometria, amb distancies d'enllag C-C de l'ordre de 1.4 A, i la distancia Cyon -
Cretit €S lleugerament més gran, de l'ordre de 1.5 A.

En l'estructura resolta apareixen molécules d'acetona provinents dels dissolvent

de cristal-litzacioé.

5. CONCLUSIONS

-S’ha  sintetitzat i cristallitzat un  complex trinuclear de  Pt(ll),
{[Pt(Me,Bpy)][PtCl(Me,Bpy)].}(PFs)., format per una unitat central Pt(Me,Bpy). i dues
unitats PtCl,Me,Bpy disposades de forma quasi paral-lela. El complex s’ha caracteritzat
per IR, RMN-'H i sha comparat aquests resultats amb els espectres de PtCl,(Me,Bpy) i
[Pt(Me.Bpy).](PFe)2.

-A través de la resolucio de l'estructura cristallina per difraccié6 de raigs-X sha
observat que les tres unitats constitutives del complex es mantenen unides per

interaccions intermoleculars Pt-Pt de 3.474 A i no existeixen unions de tipus pont a
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través dels lligands. En cada unitat I'entorn geométric de I'atom metal-lic és gairebe

planoguadrat.

-Al llarg de la xarxa cristal lina les unitats de Pt(Me.Bpy). i PtCl,(Me,Bpy) es mantenen
agrupades de tres en tres, i cada agrupacié de tres unitats presenta dues molécules de

contraid PF¢ i dues molécules d’acetona de cristal-litzacio.
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CONCLUSIONS GENERALS

S’han sintetitzat i caracteritzat un total de 13 complexos de Pt(Il)
planoguadrats amb la finalitat d'utilitzar-los com a agents antitumorals. Aquests
complexos presenten unes caracteristiques estructurals comunes: geometria cis, dos
lligands labils tipus clorur i un lligand diaminoguelatant derivat dels acids comercials 2,3-
diaminopropionic i 2,4-diaminobutiric. S*han dissenyat unes estrategies sintétiques a
partir de les quals els lligands han estat funcionalitzats amb diferents grups de tipus
éster, aminoacid i peptidic: Etdap-2HCI, Etdab-2HCI, [(dap-Metala)-2CF;COOH], [(dab-
Metala)-2CF;COOH], [(dap-phe)-2CF;,COOH], [(dab-phe)-2CF;COOH], [(dap-
Mettrp)-2CF;COOH] , [(dab-Mettrp)-2CF;COOH] i [(dap-ASTTTNYT-NH,)-2CF;COOH].
Aguests lligands diaminoquelatants s"han utilitzat per sintetitzar els complexos
PtCly(Hdap), PtCl,(Hdab), PtCly(Etdap), PtCl(Etdab), PtCl,(dap-ala), PtCl.(dab-ala),
PtCl,(dap-Metala), PtCl,(dab-Metala), PtCl,(dap-phe), PtCl,(dab-phe), PtCl,(dap-Mettrp),
PtCl,(dab-Mettrp) i PtCl,(dap-ASTTTNYT-NH,). Comparant els diferents compostos de

Pt(11) s*ha pogut realitzar un estudi de la relaci6 estructura-activitat.

Els complexos que contenen un grup carboxilic terminal en la seva estructura,
com PtCl, (Hdap), PtCl,(Hdab), PtCl,(dap-ala), PtCl,(dab-ala), PtCl,(dap-phe), PtCl,(dab-
phe), es mostren mitjanament solubles en aigua i resulten optims per la realitzacio
d'estudis biologics. En canvi, aquells complexos que contenen un grup éster o amida
terminals, com PtCl,(Etdap), PtCL(Etdab), PtCl,(dap-Metala), PtCl(dab-Metala),
PtCly(dap-Mettrp), PtCl(dab-Mettrp), (PtCly(dap-ASTTTNYT-NH,), es mostren

insolubles en aigua i només es poden solubilitzar en DMSO o DMF.

A través de la tecnica de DC s’ha pogut demostrar que els lligands lliures
Hdap-HCI, Hdab-2HCI, Etdap-2HCI, Etdab-2HCI, [(dap-Metala)-2CF;COOH], [(dab-
Metala)-2CF;COOH], [(dap-phe)-2CF;COOH], [(dab-phe)-2CF;COOH], [(dap-ASTTTNYT-
NH,)-2CF;COOH], no s'uneixen covalentment al DNA i no modifiquen l'estructura

secundaria de la doble hélix. En canvi, els respectius complexos de Pt(l1) han demostrat
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tenir capacitat per interaccionar amb el DNA i modificar la seva estructura secundaria.
Els complexos PtCl,(Hdap), PtCl,(Hdab) i PtCl,(dab-phe) mostren un comportament
similar al cisplati, generant adductes cis-bifuncionals que distorcionen la doble hélix de
forma no desnaturalitzant amb obertura de la doble cadena. Els altres complexos,
PtCl,(Etdap), PtCl,(Etdab), PtCl,(dap-ala), PtCl,(dab-ala), PtCl,(dap-Metala), PtCl,(dab-
Metala), PtCl,(dap-phe), quan interaccionen amb el DNA provoquen un canvi en la
conformacio del DNA de la forma B a la forma C, produint-se un augment de la curvatura

de la hélix per rotacié de les bases.

En els estudis de DC s’ha comprovat que l'estructura del complex influeix en els
canvis que es produeixen en l'el lipticitat i longitud d'ona al modificar-se la raé molar de
complex. En primer lloc, existeix una diferencia en el comportament en funcié del
tamany de I'anell que forma el lligand quelatant, de manera que els complexos amb el
lligand dab provoguen en general unes modificacions de l'ellipticitat i longitud d'ona de
l'espectre del DNA en funcié de la rad6 molar molt més remarcables. També s'observa
aquest canvi de comportament al passar dels complexos que tenen el grup carboxilat
esterificat als que tenen el grup carboxilat protonat. Aixi, sobserva un major efecte
sobre l'estructura secundaria del DNA en aquells complexos que tenen el lligand
diaminoquelatant de tres metilens, i a més amb el grup carboxilat terminal protonat.
Aquests resultats suggereixen que el proté acidic permet la formacié d'una interaccio
per pont d’hidrogen entre el complex i les bases nitrogenades del DNA, de manera que

contribueix en I'efecte de la distorcio de la doble helix i en I'estabilitzacié de I'adducte.

Per tal de modelitzar la interaccio d'aquests complexos amb el DNA, s’ha estudiat
la interaccié complex-5’GMP a través de RMN-'H, centrant-se en la variacio dels senyals
corresponents al H8 de 5-GMP. S’ha pogut demostrar que els complexos PtCl,(Hdap),
PtCl,(Hdab), PtCl,(Etdap), PtCl,(Etdab), PtCl,(dap-ala), PtCl,(dab-ala), PtCl,(dap-Metala),
PtCl,(dab-Metala), PtCl,(dap-phe), PtCl,(dab-phe), interaccionen amb la 5-GMP a través

d'un enllag covalent Pt-N7, de la mateixa manera a com interacciona el cisplati.



Capitol 7: Conclusions Generals - 315

A través delectroforesi en gel d'agarosa i AFM s’ha pogut determinar l'efecte
que generen els lligands lliures i els respectius complexos de Pt(l11) sobre l'estructura
terciaria del DNA. En general, tots els lligands estudiats produeixen un lleuger augment
de la compactacio i una important agregacio de les molecules de DNA. Aquest efecte pot
ser degut a la capacitat que tenen els lligands de generar interaccions débils per pont
d’hidrogen amb les bases nitrogenades del DNA a través de diversos grups funcionals de
llur estructura. Els complexos de Pt(ll), PtCl(Hdap), PtCl,(Hdab), PtCl,(dap-ala),
PtCl,y(dab-ala), PtCl,(dap-phe), PtCl,(dab-phe), provoquen un important augment de la
compactacio i una agregacié del DNA, degut a una unié covalent Pt-DNA i a possibles

interaccions deébils per pont d’hidrogen a través dels lligands.

L'activitat citotoxica dels complexos de Pt(l1) sintetitzats s’ha avaluat a través
d'assaigs de proliferacio cel-lular en diferents linies cel-lulars, A431, HelLa i HL60 i en
diferents temps d'incubacio (24, 48 i 72h). Els complexos solubles en aigua, PtCl,(Hdap),
PtCly(Hdab), PtCly(dap-ala), PtCl,(dab-ala), PtCl,(dap-phe), PtCl,(dab-phe), mostren
activitat antitumoral, produint una disminucié de la supervivéncia cel-lular de forma
gradual a mesura que augmenta la concentracié de complex. L'activitat daquests
complexos segueix la mateixa tendéncia que el comportament del carboplati, i difereixen
molt del comportament del cisplati. Els valors de 1Cs, que mostren aquests complexos de
Pt(11) sintetitzats sén superiors als valors que presenta el carboplati, i molt superiors
als valors de 1Cs, del cisplati. L'avantatge potencial que presenten aquests compostos en
front del cisplati, és que podrien permetre una millor dosificacio de la droga degut a la
més lenta reactivitat i aixo podria derivar a una disminucié dels efectes secundaris que
poden produir. Tots aquests complexos presenten l'activitat antitumoral més alta en
temps d'incubacio alts (72h). Els complexos que en general es mostren més inactius son
PtCl,(dap-phe) i PtCly(dab-phe). Aixo es pot atribuir a la voluminosisitat del lligand, de
manera que el seu transport a través de la membrana cel-lular es veu més impedit i la
guantitat de droga que pot entrar a l'interior de la cella és inferior en un determinat
temps d'incubacié. Els complexos PtCl,(dap-ala) i PtCl,(dab-ala) es mostren lleugerament

meés actius que PtCl,(Hdap) i PtCl,(Hdab) en temps d'incubacio alts. Per tant s'observa
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una millora en lactivitat antitumoral al incorporar un aminoacid poc voluminés com a
substituent. El fet que el complex PtCl,(dab-ala) sigui en molts casos més actiu que el
PtCl,(dap-ala) s'atribueix a la solubilitat. EI PtCl,(dab-ala) és més lipofilic que el seu
analeg ja que presenta un metilé addicional, i el seu transport a través de la membrana
cel-lular esta més afavorit, permetent, en un mateix temps d"incubacié, una concentracio

meés gran de complex en la cel-lula.

Els complexos insolubles en aigua, PtCl,(Etdap) i PtCl,(Etdab), aparentment no
mostren activitat antitumoral degut a la quantitat de DMSO necessaria per dissoldre els
complexos (12%). En aquestes condicions no provoguen una disminucié de la supervivéncia
cel-lular a laugmentar la concentraci6 de compost. Sota les mateixes condicions
d’'incubacio l'activitat del cisplati queda també anul-lada. Aquests resultats permeten
concloure que la presencia d'un 12% de DMSO anul-la l'activitat d’aquests complexos, ja
que el DMSO pot coordinar-se amb el Pt, ocupant les posicions labils del complex i

evitant que es pugui coordinar amb el DNA.

El complex PtCl,(dap-ASTTTNYT-NH,), també és insoluble en aigua, pero es pot
solubilitzar amb un 2% de DMSQO. Els assaigs de proliferacio cel-lular demostren que
tant el peptid lliure, ASTTTNYT-NH,, com el complex presenten activitat citotoxica.
Tot i aix0, l'activitat del complex és superior a la del peptid lliure, ja que el plati pot
interaccionar covalentment amb el DNA i augmentar l'efecte citotoxic. Per tant, si el
transport del péptid lliure a través de la membrana cel-lular esta facilitat, el Illigand
actua de transportador a través de la cél-lula i facilita la interaccié del metall amb el

DNA.

Els estudis de citometria de flux han permés demostrar que la mort cel-lular
generada per aguests complexos de Pt(I1) estudiats és per apoptosi. L'electroforesi en
gel d'agarosa del DNA tractat amb aquests complexos déna lloc al patré tipic que genera

I'apoptosi, observant-se la fragmentacio del DNA en fragments de 200 pb.
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S’ha sintetitzat i caracteritzat un complex de Pt(l1l1) trinuclear,

{[Pt(Me,Bpy).][PtCL(MesBpy)]-}(PFs).. La resolucié de la seva estructura cristallina per

difraccié de Raix-X ha permés determinar I'existéncia d'una interaccio intermolecular

Pt-Pt de 3.474 A.
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1. DICROISME CIRCULAR.

L"espectroscopia de dicroisme circular (CD) és un tipus d"espectroscopia d'absorcié
que proporciona informacié sobre ['estructura de molts tipus de macromolécules
biologiques. Es basa en la mesura de la diferéncia d"absorcio de la llum polaritzada
circularment a la dreta i a I'esquerra (Figura 1). Aquesta absorcid diferencial suposa una
variacié de I"amplitud de les ones transmeses i per aix0 la suma vectorial de les dues

components descriu graficament una el-lipse.

absorption

dichroism

wavelength (nm) wavelength (nm)

Figura 1. Representacié general de la diferéncia d"absorcié de la llum polaritzada a la dreta
i a I"esquerra mesurada en funci6 de la longitud d"ona.

El fenomen del dicroisme circular és molt sensible a I'estructura secundaria de
polipeptids, proteines i acids nucleics. L aplicacio d*aquesta tecnica als acids nucleics
permet establir una correlacio entre I|'espectre i la conformacio que presenta la
biomolécula, perqué el dicroisme circular és molt sensible als petits canvis d"orientacio
en les bases nitrogenades que poden provocar tant |I'obertura com I'enrotllament de la

doble helix.

PRINCIPIS FISICS DEL DICROISME CIRCULAR.*’

La teoria del dicroisme circular va ser desenvolupada per Biot i Fresnel. Un raig
de llum polaritzada en un pla es pot considerar format per dues components polaritzades
circularment, una a la dreta i I"altra a I"esquerra. Aguestes components estan en fase i

son de la mateixa amplitud. Al passar per un medi opticament actiu, cada component
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interactua de manera diferent amb els centres quirals de les molécules presents. La
interaccié de la radiacié amb la mostra indueix un desfasement i un canvi de magnitud
diferencials en les dues components circularment polaritzades de la llum, i aquests
fenomens provoquen una rotacié del pla de polaritzacié en un angle a determinat i la

distorcié d"aquest pla genera una el-lipse (Figura 2).

A

Figura 2. A) Diagrama esquematic de les components de la llum polaritzada circularment. B)
Distorci6 del pla de polaritzacié deguda a la rotacié en un angle a.

La rotacié del pla i I|'absorci6o diferent de les components circularment
polaritzades (dicroisme circular) varien segons la longitud d"ona, obtenint-se espectres
d'aquests fenomens, els quals son grafiques de la rotacié o el lipticitat en front de la

longitud d*ona. L el-lipticitat es defineix com:

_ De
10 xc x|

On:

q = graus x cm*x dmol™

De = e-e,, en mgraus.

C= molaritat de la dissolucio

I= cami optic en cm.
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Els espectres de dicroisme circular s*obtenen generalment en les regions de

["ultraviolat proper (250-350 nm) i llunya (180-250 nm) de la radiacié electromagneética,

perqué aquestes son les regions de les transicions electroniques de I'esquelet dels

péptids, cadenes laterals de les proteines i les bases nitrogenades del DNA. Els

espectres en aquesta regié son un reflex de la conformacio6 global de la biomolecula i a

meés, els senyals en aquesta regié son extremadament sensibles als canvis de

conformacio.

Per tant, el dicroisme circular permet I'estudi de:

a.

b.

Estructura secundaria.
Canvis conformacionals.

Efectes del medi.

Desnaturalitzacio de proteines.

El DNA es pot presentar en diverses formes (A, B, C, Z, etc.) que corresponen a

diferents conformacions. Cadascuna té un espectre de dicroisme circular caracteristic

(Figura 3). D'aquesta manera, la técnica permet I'estudi qualitatiu dels canvis

conformacionals globals induits pels compostos en I'estructura secundaria del DNA®°

- -

el.lipticitat (©)

ERE

260 280} nm)

Figura 3. Espectres de dicroisme circular de les diferents formes de DNA (A, B, C).
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2. ELECTROFORESI EN GEL D'AGAROSA.

L*electroforesi és una tecnica utilitzada per separar i a vegades purificar
macromolécules, especialment proteines i acids nucleics, que difereixen en tamany,
carrega o conformacié. Per aix0, €s una de les téecniques més ampliament utilitzades en
bioquimica i biologia molecular™

Quan les molécules carregades es col-loquen en un camp eléctric, migren cap a
I"anode o el catode, segons la carrega. Els acids nucleics tenen una carrega negativa
degut als grups fosfat, i per tant migren cap a I"anode.

L*electroforesi es realitza en un gel submergit amb un tampd, el qual proporciona

ions per mantenir un corrent i un pH a un valor constant (Figura 4).
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Pouring agarosa

Figura 4. Muntatge técnic requerit per la realitzacié de |"electroforesi en gel d*agarosa. En
la primera figura es mostra la col-locacié del gel de forma uniforme. En la segona imatge
es mostra I"aplicacié de les diferents mostres en el gel. En la tercera imatge es mostra la
connexi6 dels electrodes sobre el gel.

El DNA circular migra de forma diferent que el DNA lineal, encara que tinguin la
mateixa massa. Normalment els plasmidis no tallats migren més rapidament que el
mateix plasmid lineal. A més, moltes preparacions de plasmidi contenen al menys dues
formes diferents de DNA, la superenrotllada i la circular (Figura 5).*°

Els complexos metal-lics poden provocar una disminucio del superenrotllament o
una compactacié del DNA. Per tant, cal esperar una variaci6 de la mobilitat
electroforetica de les diferents formes, i d"aquesta manera, |"electroforesi permetra
posar de manifest les possibles modificacions en I|'estructura terciaria del DNA

provocades pels complexos.®™*

Micked circles

- Linear

Supercoiled

Figura 5. Electroforesi d*un DNA circular amb les respectives conformacions i d"un DNA
lineal, on es pot observar els diferents desplacaments de cada espécie sobre el gel
d*agarosa.
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3. MICROSCOPIA DE FORCES ATOMIQUES (AFM).

La AFM és un tipus de microscopia que opera mesurant les forces atractives i
repulsives entre una punta i la mostra (Figura 6)."”> Aquesta microscopia pot aconseguir
una resolucio de 10 pm, i a diferéncia dels microscopis electronics, pot donar imatges de
mostres en I"aire o en liquids. Incorpora tota una série de refinaments que li permeten

aconseguir una resolucio a escala atomica.
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Atomic force microscopy

Two segment
photodetactar
L]

sCanner

Figura 6. Representacié simplificada del funcionament de la microscopia de forces
atomiques. El tub scanner mesura 24 mm de diametre, mentre que la punta mesura 100 nm
d"allargada.

L*habilitat de la AFM de donar imatges a resolucié atomica, combinada amb la seva
habilitat de donar imatges d"una gran varietat de mostres sota diferents condicions, ha
donat lloc a un gran interes en aplicar-la en I"estudi d'estructures biologiques. En la
literatura han aparegut imatges mostrant DNA, proteines i cél-lules vives.* L*area que
esta en progressiu avang és la dels acids nucleics.>® La generacié d'imatges resoltes
dacids nucleics no modificats a escala de nm ha ampliat les seves aplicacions:
transcripcié de cromosomes, interaccions DNA-molecules petites, intercal-lacié de
mutagens, entre altres. La primera imatge altament reproduible del DNA es va obtenir a
I"any 19912

Molts processos biologics, com la replicaci6 del DNA, sintesi de proteines,
interacci6 de drogues, i altres, estan governats per forces intermoleculars. La AFM pot
mesurar forces en el rang de nanonewtons. Aixo fa possible quantificar la interaccio
molecular en sistemes biologics.

La AFM permet investigar tant propietats estructurals com funcionals de

biomolécules en estat liquid a través d'una unica combinacié d"una resolucié espacial de
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subnanometres, resolucio temporal de millisegons i una sensibilitat de forca de
piconewtons.

Les imatges del DNA revelen informacio directa sobre la tipologia de les molécules
de DNA i d'interaccions especifiques amb proteines. S*ha demostrat a través de AFM
com les propietats de les molécules de DNA varien en absencia i preséncia de petites

molécules intercal-ladores.”*°

En I"estudi de biomolécules, només es necessita una petita quantitat de mostra. Aixo
€s especialment important per experiments d"investigacié de mostres rares o cares. En
el futur, una resoluci6 més alta en I'espai, temps i forga, permetra investigar en
processos dinamics a escala molecular. Aquest fet donara impacte en la identificacié
fonamental de mecanismes moleculars importants i estimulara noves visions i estrategies
en farmacologia molecular, identificacié de drogues i també per la nanotecnologia

biomolecular i médica.
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4. ASSAIGS DE PROLIFERACIO CEL-LULAR.

Els assaigs de proliferacio son ampliament utilitzats en biologia cel-lular per I"estudi
de factors de creixement, citoquines, nutrients i per I'analisi d'agents citotoxics o
quimioterapéutics.?

Existeixen diversos métodes per determinar el nimero de cél-lules:

1. Metodes directes:
-observacié per microscopi.
-utilitzacio d'un comptador de particules.
2. Meétodes indirectes:
-mesura de la incorporacio de precursors radioactius.
-quantificacio de la proteina total amb colorants cromofors.

-mesura de |"activitat metabolica d"enzims cel-lulars.

L*assaig indirecte més comu per la proliferacié cel-lular és la incorporacié de 3H-
timidina en I"interior del DNA cel-lular. Tot i aix0, I"assaig de la 3H-timidina és molt
labori6s ja que requereix eliminar I"excés de reactiu no incorporat abans de la mesura.®*

A I"any 1956 es va publicar el primer article on s'utilitzava les sals de tetrazol
com a indicadors de la viabilitat cellular. Les sals de tetrazol (incolores o poc
colorejades) soén reduides metabolicament a productes finals colorejats anomenats
formazans. Aquesta reduccié requereix ribosomes funcionals els quals queden inactivats
pocs minuts després de la mort cel-lular. Tot i que la naturalesa d'aquesta bioreduccid
cel-lular no esta del tot entesa, proporciona una excel-lent eina per discriminar les

cel-lules vives de les céllules mortes.>®
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Les primeres sals de tetrazol utilitzades tenien alguns desavantatges, com per
exemple la insolubilitat dels productes formazans que es formaven. Per tant, es requeria
un temps per solubilitzar els productes i alguna vegada calia adicionar algun agent

solubilitzant.’

Aquests inconvenients van donar lloc al desenvolupament de sals de tetrazol no
toxiques, les quals produissin productes de reduccio solubles. Tot i que el procediment
de l'assaig es va simplificar amb aquests colorants solubles, a la practica I'Us estava
limitat degut a la inestabilitat dels colorants de formaza i la relativa baixa absorbancia

del producte final en comparaci6 amb els assaigs classics.®

Actualment s"han realitzat nous avancos en aquest camp, millorant la velocitat

dels assaigs i la facilitat d*us, i eliminant la toxicitat.
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5. CITOMETRIA DE FLUX.
La citometria de flux és una tecnica que permet obtenir informacié sobre poblacions

cel-lulars a partir d*un estudi individualitzat d*un gran nimero de cel-lules (habitualment
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entre 5000 i 10000), que sera una mostra el suficientment representativa del conjunt
de la poblacié. La suspensid de cel-lules en solucié isotonica es fa passar a través d"un
petit orifici, de manera que surten d*una en una, formant part d"un corrent continu o
flux cilindric.

Sobre aquest corrent de cel-lules es fa incidir un feix de llum laser, la dispersio i
reflexié del qual sén analizades en durada, intensitat i espectre. Les dades obtingudes
s*emmagatzemen i es passen a arxius binaris que poden ser analitzats posteriorment

(Figura 7).*
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Figura 7. Representacié esquematica del funcionament d"un citometre de flux. Les cél-lules
tenyides al passar per davant d"un feix de Illum laser emeten una Illum fluorescent i
dispersada que és separada en funci6é de la longitud d"ona per filtres i miralls.

En els estudis de distincié de les cel-lules apoptotiques a través de la técnica de

citometria de flux es coloreja el DNA amb diferents cromofors fluorescents. D*aquesta
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manera es poden analitzar diverses caracteristiques metaboliques de la céllula i es
poden caracteritzar els canvis que acompanyen el procés d*apoptosi.>?®

La integritat de la membrana plasmatica de les cél-lules apoptotiques generalment es
manté i gran part de les funcions de la membrana queden intactes. Aquestes ceél-lules
exclouen indicadors com el iodur de propidi (P1) o el blau de tripa, ja que no poden unir-
se al DNA. En canvi, les cel-lules en necrosi perden la funcié i la integritat estructural de
la membrana, i els colorants poden interaccionar amb el DNA nuclear. Amb la utilitzacio
del P1 es podria classificar erroniament les cél-lules apoptotiques per cel-lules sanes. Per
aixo és aconsellable fer un assaig simultani amb un altre cromofor fluorescent, com
I"annexina-FITC.

L'annexina marcada amb fluorescencia és una proteina que s'uneix a la
fosfatidilserina de la cara interna de la membrana plasmatica. D*aquesta manera, una
cél-lula rormal, la qual presenta la fosfatidilserina localitzada en la cara interna de la
membrana, no incorpora annexina i no es detecta la fluorescéncia. Pero les primeres
fases d"apoptosi es caracteritzen per alterar la membrana, desplacant la
fosfatidilserina cap a la cara extracellular de la membrana, quedant exposada a
I"exterior, i s"uneix amb I"annexina donant fluorescéncia a les cellules apoptotiques

(Figura 8).°"
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Figura 8. Representacié esquematica de la pérdua de l'assimetria lipidica de la membrana
durant l'apoptosi. Les cél-lules vives mantenen l'assimetria estricta de la composici6 de la
bicapa, amb els residus de fosfatidilserina (en negre) en la cara interna. Durant l'apoptosi
aquests residus queden exposats en la cara externa i I’Annexina s’hi pot enllacar.
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El Pl suneix al DNA emetent fluorescéncia, pero en una céllula viva amb la
membrana intacta no pot penetrar. Per tant la cél-lula en apoptosi recent és + per
["annexina i - pel PI. La cél-lula que és + per I"annexina i + pel Pl pot ser necrotica o
apoptotica tardana (quan el procés d'apoptosi ja esta molt avangat i la cél-lula ja esta

fragmentada).

Els canvis morfologics que es produeixen en les cel-lules en apoptosi afecten a les
propietats de dispersio de la llum de la cél-lula. Aquest fenomen s"aprofita en la mesura

de citometria quan es fa incidir radiacié laser sobre el flux de la poblacié cel-lular.
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