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Relaciones entre la estructura .y las actividades antitumorales y/o
antitripanoséfnicas desplegadas por los gd'mplejos cis-Pt'I(L), (1), (OH),

(donde L = deri?ado de tiazol y/o derivado de sulfonamida).*
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RESUMEN

Se presentan las propiedades antitumorales (frente a las ratas portadoras de tumores P3gg; tu-
mores asciticos de Ehrlich) y antitripanosomicas (ratas infectadas con T brucei brucei v/o T. congo-
lense) de los complejos cis-Pt!I(L)2(I)2 y Pt IV ()2 (1)2(OH),, donde L = derivado de tiazol y/o deri-
vado de sulfonamida. Los complejos han sido caracterizados mediante datos de analisis quimico y a
través del estudio de sus espectros LR, (4000 — 200 cm 1). Se ha realizado el calculo de O.M. Huckel
para las moléculas de los ligandos puros (L), asi como un @studin exhaustivo de la nefrotoxicidad (da-
tos de microscopia optica y de microscopia electronica) del complejo mas interesante de la serie, es
decir cis-Pt(L)2(I)2 donde L = 2-Isopropiltiazol. Se ha trab:g:'jadu con los siguientes ligandos (L): 2 ami-
no-5 clormetiltiazol; 2 isopropiltiazol; 2 amino-4,5 dimetil_&minn 1,3.4 tiadiazol; 2-amino-5,6 dehidro
4 H ciclopentatiazol; 2 amino-5 bromotiazol; Sulfapirazina; Sulfaisomidina; Sulfamoxol; Sulfameto-

xipiridazina; Sulfaetidiol.

|'!II

Palabras clave: Complejos del platino, actividades antitumorales y antitripanosomicas.

* Trabajo subvencionado por el proyecto 1529/82 de la CAICYT — Madrid, Espana.
**% Autor al que debe dirigirse toda la correspondencia.
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SUMMARY

Structure-antitumour and antitripanocydal activitiesrelationships forx the
cis-Pt(L)(I); and Pt(L)2(I)2 (OH), complexes.

)
b

The *‘in vivo” antitumour and antiparasitarian properties (against mices,-bd':iring the established
P3gg [hrlich ascitic tumours and/or infected with T, brucei brucei and/or T. congolense) of the new
obtained cis-Pt(L)2(I); and Pt(L); (I)2(OH), complexes, were performed at first. The following li-
gands (L) were employed: 2 amino-5chlormethylthiazole; 2-Isopropylthiazol; 2 amino-4,5 dimethila-
mino 1,34 thiadiazole; 2 amino-5 bromothiazole; 2 amino-5,6 dihidro-4 H cyclopentathiazole; Sul-
phapyrazine; Sulphaisomidine; Sulphamoxole; Sulphamethoxypyridazine; Sulphaethidiole. The new
obtained complexes were characterized through their elemental chemical analysis and [LR. spectra.
M.O. Huckel’s calculations were performed for the ligand’s molecules (L)—(thiazole and sulphonamide
derivatives), in order to reach a better understanding of their structure pharmacological activities. The
nephrotoxicity of the most promising complexe, that is cis-Pt(L)2(I)» where L = 2-Isopropylthiazole,
was studied by optical and electronic microscopy methods.

Key words: Platinum complexes, antitumour and antitrioanocydal activities.

. INTRODUCCION

En los Gltimos afos, se ha puesto un especial énfasis en ¢l estudio de las
actividades duales (es decir antitumorales-antitripanosomicas), desplegadas
por los complejos andlogos del medicamento clasico de actividad anticance-
rosa “Neoplatin”, es decir hacia el disefio de los nuevos complejos del Pt(1l)
de simetria molecula “cis” (1—-6). También se han estudiado los complejos
del Pt(IV) obtenidos por la oxidacion de las series correspondientes de los
cis complejos del Pt(II), en razoén a su elevada solubilidad en el agua (5-8).

En una serie de trabajos publicados por Craciunescu y colaboradores
(1-6) se han verificado una serie de interesantes relaciones duales (actividad
antitumoral-actividad antitripanosémica) ‘““in vivo” y también in vitro”
(6—9).

En efecto Craciunescu y Osuna (9—10), asi como Craciunescu y Ercoli
(11) postularon en base a datos experimentales “in vitro” y/o ““in vivo” una
relacion dual entre entre las actividades antitumorales desplegadas por los
complejos del Pt(II) y del (IV) de simetria molecular cis frente a determina-
dos tipos de tumores leucémicos (P3g5, L;210, tumores S—180 ascitico,
Yoshida ascitico, ADJ/PC6 como frente a los distintos Tripanosomas afri-
?anﬂg y/o Trypanosomas americanos (7. cruzi; T. brucei brucei, T. congo-
ense).

Farrell y col. (12—14), asi como Wysor y col. (16) comprobaron esta
relacion dual (actividad antitumoral — actividad antitripanosémica) para
unas amplias series de complejos del Pt(II), Pt(1V), Rh(Il) frente a los dis-
tintos tumores solidos y frente a las ratas infectadas con 7. rhodesiense. Fa-
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rrel postuld en 1984 por primera vez en base datos de microscopia electroni-
ca el mecanismo de accidén antiparasitaria de varios complejos del Rh(II),
Pt(Il) y Pt(IV) (16, 17).

Estudios de microscopia electronica y de bioquimica (incorporacion de
varios aminoacidos) realizados sobre el parasito 7" cruzi. tratado con distintos
complejos del Pt(I]) permitieron a Osuna y,Craciunescu (18—-20) establecer
que la actividad antiparasitaria se debe a latactuacion alquilante de los com-
plejos del Pt(Il) de simetria molecular ‘“‘cis” sobre el ADNK (ADN del Kine-
toplasto del pardsito). No hay que olvidar que el efecto antitumoral de los
analogos del “‘neoplatin™ se:explica también a través de la aceptacién de una
interaccidon directa, ‘especifica y selectiva sobre los pares G—C del ADN tu-
moral (procesos de, ““interstrand cross linking”” y también de “‘intrastrand
cross linking™) (21—-22). |

Las actividades impresionantes desplegadas por una serie de complejos
del PH(II) de simetria molecular cis como.por las series cis-Pt(L),(X), donde
n=102 X=Cl, Br yL = ciclopentilamina, ciclohexilamina, 1,2 Diami-
nociclohexano, asi como otros medicamentos orgdanicos cldsicos de accion
antiparasitaria (“"Berenile”, “Pentamidina’, “Stilbamidina’, ‘‘2-Hidroxistilba-
midina™, Nifurtimox”. “Thiadiazole”, “Methamidium”, “Lampit”— frente a
ratas infectadas con T. rhodesiense, T. brucei brucei, T. Congolense, T. cruzi,
puestos de relieve en recientes trabajos y/o comunicaciones por Craciunescu
y Colabo. (23), Craciunescu y Osuna (18—20) Craciunescu y Gayral (24-
25), fueron aun mds motivados por el hallazgo [(Craciunescu y Gaston de
Iriarte (26), Craciunescu y Goémez (27)] de su baja toxicidad renal y [o hepd-
tica. $

Todos estos hechos nos hicieron emprender el estudio de las actividades
duales (antitumorales y, antitripanosdmicas) de unas nuevas series de com-
plejos cis-Pt(L), (1), y  de sus andlogos del Pt(IV), es decir Pt(L), (I), (OH),
donde L = derivado de tiazol y/o derivado de sulfonamida.

Se han empleado los siguientes ligandos (L): 2-amino-5 clormetiltiazol:
2-isopropiltiazol; 2-amino-4,5 dimetilano 1,3,4 tiadizol: 2-amino-5,6 dihidro
4H ciclopentatiazol; 2 amino-5 Bromotiazol; Sulfapirazina; Sulfaisomidi-
na; Sulfametoxipiridazina; Sulfaetidiol.

Los complejos han sido caracterizados a través de los datos del anélisis
quimico elemental y de su espectros I.R. (4000 — 200 cm™ ); también se ha
realizado un cdlculo de O.M. Huckel para.las moléculas de los ligandos (1),
con el fin de poner de manifiesto las relaciones que pueden existir entre las
magnitudes de las interacciones L: — Pt(II); L: — PT(IV) y, por otro lado,
las actividades farmacologicas de los nuevos complejos del Pt(ID) y del Pt(IV)

Las actividades antitumorales de los nugvos complejos se han estudiado
en colaboracion con el ““National Cancer Institute* (Bethesda, USA), sobre
las ratas portadoras de tumeores leucémicos P3 gg y/o de tumores asciticos de
Ehrlich; las actividades antitripanosémicas se.han valorado (en colaboracion
con el “Institute of Veterinary Medicine”, Berlin, Alemania Federal) sobre
ratas infectadas con dos lineas de parasitos: 7. brucei y T. congolense.

El complejo mas interesante, es decir cis-Pt(L),(1),, donde L = 2-Iso-
propiltiazol, se han estudiado desde el punto de vista de su toxicidad a nivel
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renal, mediante datos de microscopia Optica y electronica de los cortes del
rinon de ratas Wistar tratadas con el mencionado complejo.

II. PArRTeE EXPERIMEN T:P_Bi;‘
1. Stntesis de los nuevos complejos del Pt(11) y_a?e! P(IV) -

Los complejos cis-Pt(L),(I); y Pt™ (L)2(1)2(OH):  descritos: en este
trabajo, donde L = derivado de tiazol y/o derivado.de sulfonamida, han si-
do obtenidos por la reaccion entre K,(Pt Is) obtenido “in situ” por la reac-
cion del K; (Pt Clsg) agua con K 1 (Pt**: K I = 1:4), disuelto en agua, bajo
fuerte agitacion y calentamiento (a 80 — 90°), con las cantidades corres-
pondientes de los ligandos (L) (esteoquiomerfas Pt(II): L = 1:2), disueltos
en mezclas calientes :1 Agua—Etanol’ La mezcla total de reaccion se ha
concentrado, bajo fuerte agitacién, a unos 80—90° hasta alcanzar 1/4—1/5
de su volumen inicial. Despues se ha guardado a 0,—5°C, durante 24 horas, y
s¢ han filtrado los complejos resultantes (de color marrébn—marron rojizo),
en forma de polvos microcristalinos, sobre crisoles G4. Los complejos asi ob-
tenidos se han lavado varias veces con agua, etanol y éter. Los nuevos com-
plejos del Pt(II) asi obtenidos, se han dejado desecar sobre CaCl;, en un de-
secador. Son poco solubles en el agua ( < 1 mg/ml), pero muy solubles en
DMSO, DMF y en piridina.

Los complejos andlogos del Pt(IV) se han obtenido mediante la oxida-
cion de sus analogos del Pt(11) con H,O, 30 °/,, segin el procedimiento des-
crito por Connors (7). Los complejos del Pt(IV), asi obtenidos son de color
amarillo—amarillo brillante, y mucho mas solubles en agua ( > 5 mg/ml) que
sus andlogos del Pt (II). Se han filtrado también sobre crisoles G5 y/o G4
(en forma de polvos microcristalinos amarillos) y se han lavado con algo
de etanol (10—20 ¢cm?®) y mucho éter. Se han dejado desecar en un desecador
con CaCl,. Ambas series de complejos (es decir cis—Pt(L)2(1)2 y cis—Pt(L)
(), (OH),,) obtenidos segiin el método de Connors (7), son estables a la
exposicion al aire v a la luz. Los complejos del Pt(IV) también son muy so-
lubles en DM SO, DMF, Piridina y acetato de etilo.

2. Andlisis de los nuevos complejos del Pt(1I) v del PH(IV).

El analisis quimico elemental de los nuevos complejos se ha realizado en
los ““Laboratorios Galbraith, TN, USA* y/o en los “Laboratorios ABIC”’ (Ra-
mat Gan, Israel). El contenido en °/4 Pt se ha valorado previa combustion
de las muestras a los 950—1000°C en forma de Pt(O) (gravimetria).

Los contenidos (°/) en C, H, N, S, O, I se han valorado por métodos
clasicos de microcombustion; el °/¢ en I se han valorado finalmente como
Agl.

Los resultados encontrados de los analisis quimicos elementales no
difieren en mds de un 04 °/y de los valores calculados tedricamente, lo
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que fndudab!e{meme apoya la formulacion correcta de las dos series de com-
plejos del platino, esto es Pt(L), (1), y PH(L), (1), (OH),.

1

3. Especr.;‘gs [ R. de los complejos. . T

e
e
"‘_

' Los espectrﬁ§ [.R. de los complejos descritos en ecste trabajo, se han
realizado, en particulas de KBr y/o KI con la ayuda de unos espectrofoté-
metros I. R. Perkin Elmer 457 (4000—250 ¢m™), Perkin Elmer 657-4000-

20(_)1 jcm_J y/o ‘Karl Zeiss Jena” (UR—10) (rango de frecuencias 4500—600
e ). )

!

4. Actividades antitumorales -

‘-\.Ill'b.
a

%,

| El estudio derlas actividades antitumorales de los nuevos complejos des-
critos en este trabajo, se ha realizado, segin las normas del “National Cancer
Institute” (Bethesda. USA) sobre las ratas portadoras de tumores P34 y/o
tumores asciticos de Ehrlich. Los complgjos se han administrado (por via I.P.

como suspensiones o disoluciones en 5 %/, Dextrosa en el agua), segun dos

esquemas de tratamientos:
a) Una sola inyeccion el dfa 1.

b) Tres inyecciones, los dfas I, 5, 9 (siendo el dfa O el dia del implante
del tumor). "

|

El efcf:cm antituplnral s¢ considera.segtin las normas de dicho Instituto
nortcamericano, para los valores T/C = 125 9/,, siendo T = el tiempo de
sobrevivencia de los animales “Tratados” y C = tiempo de sobrevivencia de

los animales “Control” (tumores P3g5) v para valores T/C =2 150 %/, (pa-
ra los tumores asciticos de Ehrlich).

S. Actividades antitripanosémicas.

l_El estudio de las actividades antitripanosdmicas se ha realizado en cola-
boracion con el ““‘Institute of Veterinarsy Medicine” (Berlin, Alemania Fede-
ral), sobre las ratas infectadas con 10° parasitos 7. brucei brucei (inocula-
cion realizada 30" antes de administrar los complejos, por vias.c.) y/o T
congolense (también 10° ‘parasitos inoculados 30’ antes de administrar los
complejos). Los complejos han sido administrados como suspensiones en
aceite por via s.c. en varias dosis “‘standard” 400 mg/Kg: 200 mg/Kg: 100
mg/Kg y 50 mg/Kg. La actividad antitripanosémica (expresada en claves
de 1-5), toma en cuenta: :
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a) La parasitemia en la sangre de las ratas.

b) El tiempo de sobrevivencia, en relacion al tiempo de sobrevivencia
de los animales infectados (que suelen morir a los 2 dias de realizada
la inoculacion con los pardsitos) dia T. Por. lo tanto, segin las claves
empleadas, los tiempos de sobrevivencia pueden ser T £ 2; T * 4;
T * 8; etc..., o bien T (falta de actividad), siendo T = 2-d{as para los
animales que no recibieron ningan tipo de complejos.' -~

¥ | e
o - \: = 1H

.

i
wde

6. Calculos de O.M. Huckel.

Los calculos de O.M. Huckel se han realizado para las moléculas de los
ligandos (L) —véase Tabla I— en colaboracion con el “Centrul de Calcul™
lasi. Rumania.

TABLA I

Resultados de los cdlculos de O.M. Huckel para los ligandos
L{derivados de tiazol y derivados de sulfonamida)

Ligando Q=N Q-NH, Q-S Grupo Grupo
Q-S0, Q-NH-R

2 1sopropiltiazol 1,8114 —— 1,8371 ——— ———

2 amino-4,5 dimetiltiazol” 12525 19346 1,8511 Lo f e sz

2 amino-5,6 dihidro-4H ciclopentotiazol 1,2617 1,9336 1,8758 S s

2 amino 4 clorobenzotiazol 1,2566 11,9322 1 8697 e mas -

2 amino-5 clorometiltiazol 1,2450 1,9351 1,8458 o i

Sulfaetidiazol 1,4288 1,9484 0,6781 1,6742 1,8201
1,1098

Sulfapirazina 1,5554 1,9484 00,6781 1.6790 1 8G85
1,0892

Sulfametoxipiridazina 1,0975 1,9484 0,6783 1,6799 1.9069
1,0687 :

Sulfaisomidina 12136 1.9484 0,6780 1,6798 1, 0987

1,2254 f

Sulfamoxol 1,2683 1,9484 0,6785 16789 1.8892
1,1976

7. Estudios de nefrotoxicidad (microscopia Optica y microscopia elec-
tronica) de los cortes de rifion de las ratas que recibieron el complejo
mds interesante, es decir cis-Pt (L)5(1),, donde L = 2 Isopropiltiazol
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En este trabajo se han utilizado ratas Wistar de ambos sexos y con un
peso aproximado de unos 150 g. El complejo se administré en una tinica do-
sis de 110 mg/Kg de peso corporal (DL50 = 220 mg/Kg de peso corporal)
por via intraperitoneal. Los animales fueron sacrificados a las 192 h, median-
te perfusion infracardiaca. El tejido procesado para microscopia Optica fue
fijado con formel al 10 %/, y tenidorconglas técnicas e Hematoxilina-eosina,
P.A.S., Van Giesson y Reticulina. El tejidio procesado para microscopia elec-
tronica fue fijada con glutaraldehido al 2,5 9/, en tampon fosfato 0,1 M,
postfijado en OsO4 al 2 9/,, deshidratado en acetonas e incluido en epon-
araldita. Los corﬁ;s semifinos (1 um) fueron tefitdos con azul de toluidina.
Los cortes ultrafinos fueron tefiidos*con acetdato de uranilo y citrato de plo-
mo; y examinados.en un microscopio Zeiss 109.

LY

[II. REsuLTADOS. Y DiscusSiON

Los espectros 1.R.y los resultados del analisis quimico confirman como
correcta la formulacion de los complejos como, respectivamente cis-Pt(L),
(I), v Pt(L),(I), (OH), (donde L = derivados de tiazol y/o derivados de sul-
fonamida). Podemos observar, que los espectros I.R. de los complejos discu-
fidos en este trabajo presentan muchas analogias con los espectros [.R. de los
complejos andlogos (formulados como cis-PH(L),(Cl),; cis-Pt(L),(Br), y
PH(L),(Cl) ,(OH),) discutidos recientemente por nosotros en estos Anales
(1-2). ,

En efecto, los espectros 1.R. de los complejos nuevamente sintetizados,
presentan las siguientes caracteristicas generales:

|

a) En el caso donde L = derivado de tiazol (tanto para los complejos del
Pt(Il) como para los complejos del Pt(IV)), parece que los ligandos
L. se comportan como ligandos monodentados, coordinando hacia el
Pt(Il) y/o Pt(IV) a través del atomo de nitrogeno terciario. En efecto
las vibraciones de tension »C—S (rango de frecuencia de los ligandos
puro 670—710 cm '), no experimentan ningin desplazamiento en
el caso de los complejos, y en cambio si se desplazan en los complejos
las vibraciones de tension vC ='N (presentes en los ligandos puros
en el rango de frecuencias 1660—1630 cm 1), hacia menores frecuen-
cias (desplazamientos del orden de:10—30 cm ). Los complejos del
Pt(1l) y del Pt(IV) donde L = derivado del tiazol, presentan adema4s
una banda de mediana intensidad (640—-680 cm!), ausente en el es-
pectro [.R. de los ligandos puros), v asignada a las nuevas vibraciones
de tension vPt—N. Ambos tipos de complejos (del Pt(II) y del Pt
(IV), donde L = derivado de tiazol) presentan ademdas unas vibra-
ciones de tension muy débiles en la zona de frecuencia 250—200
cm'1, ausentes en los espectros [.R. de los ligandos puros; estas dos
bandas débiles, centradas alrededor de 200—210 cm ! respectivamen-
230—215 ecm !, se asignaron vibraciones de tension vPt—I, sugirién-
doses asi la formacion de estructura “‘cis’ de baja simetria molecular
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b) En los casos en los que los ligandos empleados (L) son derivados de
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tros I.R. de los complejos, desplazamientos de 20—-40 cm ! hacfa

aminotiazol, hemos postulado la actuacion monodentada de estos
ligandos hacia el Pt(II) y/o el Pt(Ill) a través de 1os grupos —NH,
exociclicos exclusivamente. En efecto los grupos — NH, de los ligan-
dos L (derivados de aminotiazol) que daban dos vibraciones de ten-
sion de intensidad moderada (vNH, sim, 'wNH, asim) en el rango
de frecuencia 3300-3200 cm™!, presentan®en el casQ de los comple-
jos del Pt(IT) y Pt(IV) un cambio evidente: Las vibraciones yNH sim,
vNH; asim se desplazan con 10-30 cm™* hacia menores frecuencias,
indicindose asi la existencia de un proceso de donacion electronica

—NH, : —P(II); —NH, —> Pt(IV)

Las vibraciones vC—S y respectivamente vC=N, existentes en los es-
pectros de los ligandos puros (derivados de aminotiazol) alrededor
de, respectivamente, 670—710 cm™ |, no experimentan ningiin despla-
zamiento (en los espectros I.R. de los complejos del Pt(II) y Pt(IV)).
También en el caso de estos complejos, es decir donde L = derivado
de aminotiazol, pudimos observar en 1os espectros I.R., la existencia
de algunas bandas (640—680 cm™) que no existian en el espectro
I.R. de los ligandos puros, y asignada a las nuevas vibraciones de ten-
siobn yPt—N.

Las vibraciones de tension vPt—I, apareéen en los espectros I.R. de
los complejosdel Pt(1I) y Pt(IV) con aminotiazoles: en forma de dos
bandas de débil intensidad en el rahgo 220—200 cm !, apuntando
hacia una simetr{a ““cis” baja, de estas nuevas estructuras.

c) Los espectros I.R. de complejos Pt(L), (1), (OH), vy cis-Pt(L), (1),
donde L = derivado de sulfonamida, presentan las mismas caracte-
risticas que los espectros I.R. de otros complejos del Pt(II) y Pt(IV)
critos por Craciunescu y colaboradorés (1—-6); segiin los cuales estos
ligandos (L) enlazan con el i6bn Pt(V) exclusivamente a través del
grupo —NH, colocado en la posicion “para” del anillo bencénico de
los derivados de sulfonamida. En efecto en los espectros [.R. de es-
tos complejos se observan las siguientes caracteristicas generales:

) Dos bandas de débil intensidad en el rango de las bajas frecuencias
[.LR. (220-200 ¢cm™), asignadas a las vibraciones de tension vPt—1.
sugiriéndose asi una simetria molecular baja, “‘cis’’de estas es tructu-
ras nuevas del Pt (II) y Pt(IV).

2) Una banda de intensidad mediana, ausente de los espectros I.R. de
los ligandos puros, que aparecen en el rango de frecuencias 670—740
cm™ |y asignada a las nuevas vibraciones de tension pyPt—N.

3) Las bandas de tension yNH, sim, vNH, asim (rango de frecuencias
¢n los, ligandos puros 3400—-3150 ¢cm™!) experimentan, en los espec-

menores frecuencias.

4) Las bandas de tension »S=0, »S—N de los espectros [.R. d_e los ligan-
dos puros, no experimentan ‘ningiin .desplazamiento hacia menores
frecuencias (véas¢ para mas detalleg los trabajos de Craciunescu y co-
laboradores y de Shafransky (12, 28—29).

Los espectros 1. R. de los complejos del PH(1V), formulados como Pt
(L),(OH),(1), {dohde L = derivado de tiazol; derivado de aminotiazol; de-
rivado de sulfonamida), presentan adémds una banda de mediana intensidad
(rango de frecuencia 570-600 cm™ ) asignada a las nuevas vibraciones de
tension vPt—QO, producidas por la introduccion de los dos grupos —OH en las
posiciones axiales de estas estructuras octaédricas.

Los datos de espectroscopia I.R., esbozados en este apar?adm, y que su-
gieren la actuacion eoordinadora de los ligandos (L) como llggndﬂs mono-
dentados, podrian ser relacionados con los resultados de los calcul?s O.M.
Huckcel, realizados para las moléculas de los ligandos puros (L) —véase Ta-

lal)—. T - |
. )En efecto las cargas w electrOnicas mas elevadas estan siempre sﬂua_das
sobre los grupos —NH, exociclicos de los anillos bencénicos de los deriva-
dos de sulfonamida y de los derivados de aminotiazol. En el casos de los de-
rivados de tiazol las cargas m electronicas mas elevadas estan siempre lo-
calizadas sobre los dtomos de nitrogeno terciario de los derivados de tiazol.

Respecto a las actividades antitumorales desplegadas por los complejos
del Pt(1I) y del Pt(IV) presentados en este trabajo, podemos poner de relieve
las siguientes caracteristicas generales (véase Tabla II).

1.— No hay ningt’ina relacidn bien definida entre las actividades' antitu-
morales “in vivo” (tumores leucémicos P35 y/o tumores asciticos de
Ehrlich), las cargas w electronicas localizadas sobre los dtomos dadores que

enlazan con los iones Pt(II) o Pt(IV).

2.— Los complejos del Pt (II) son siempre mas activos que los comple-
jos del Pt (IV) en ambas lineas ae tumores.

3.— La linea de tumores ’asciticos de Ehrlich” es siemp}'e (tar!t[} para
los complejos del Pt(Il) como para los compiejos del Pt(IV) mas sensible que
la linea de tumores P;45. X

4.— La administracion’ de los complejos en dosis pequenas (fracciona-
dos los dfas 1, 5, 9) induge siempre mayores valores TI(; 0 /0, respecto a la
administracion de una dosis mayor mediante una sola inyeccion el dia |
(siendo el dia O el dia del transplante y/o induccion del tumor).

5.— Los complejos més activos, en ambas lineas de tumores son lo
complejos del Pt(1l) con derivados'de tiazol. El complejo mas activo, es de-
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TABLA 11 TABLA 11 (cont.)
"
Resultados de los ensayos anfrru;mrafes mdwv; realizados Cormleio ' Dosis _  Veh SilD Temor T/C%/, Nimero de
con los nuevos complejos del Pt(ll) y del { ( l:') (mg{kg) ‘ . < Inyecciones
Complejo Dosis Vehiculo Tumor xik u/ o~ Numero de :
(mgﬂ{g) ‘ ST : ,M' & lnfyﬁccmnes cis-Pt(Sulfamoxol), (1), . 800 5 0/,;. Dextrosa  Ascitico 130 3
. TR - . 3 v i 400 : en agua Ehrlich 125
i - 33 | 200 125
cis-Pt(2 Isopropiltiazol)(I) 200 5 /o Dextrosa  Ascitico 215 3 100 117
r 1 |
100 en agua Ehrlich 210 50 110
50 190
25 163 cis-Pt(Sulfamoxol)(I), 800 Yo 3} 132 .,
. _ : 400 T 127
cis-Pt(2 amino-4-clorbenzotiazol)(1), 200 - & 175 s w 200 ; 115
100 170 100 110
0 L6 50 Inactivo
cis-Pt(2 amino-5 clorometilbenzotia- 200 o ” 160 ,, : . - :
: (I() 65 iy cis-Pt(2 Isipropiltiazol)(I), 200 DMSO i 125 iy
6}
zol)(I)2 < 100 110
150 50 Inactivo
_ 25 Inactivo
cis-Pt(2 amino-4 metiltiazol)(l)> 200 > a4 153 o
100 2 "
- :i: cis-Pt(2 Isopropiltiazol)(I), 200 5 D/n Dextrosa e 140 1
100 eén agua 125
_ ‘ N | “ 50 125
cis-Pt(2 amino-5,6 dihidro-4 H 200 o r 160 - ; 25 120
ciclopentatiazol, (1)2 100 152 | :
50 147 . —
cis-Pt(2 Isopropiltiazol)(I), 200 e Pr3g 143 3
100 139
cis-Pt(2 amino-4,5 dimetiltiazol), 200 o i 157 .
50 131
(12 100 157 i
50 140 . , : vay "
cis-Pt(2 etilamino-1,3,4, tiadiazol) 200 i 3 137 -
‘ = 100 7
cis-Pt(2 etilamino-1,3,4, tiadiazol) 200 & o 147 ” (2 =
| ﬁ 50 115
(I)2 100 140
50 120 . . : ;
cis-Pt(2 amino-4 clorobenzotiazol 200 n o 130 oy
. . ;o I 200 12
cis-Pt(Sulfametoxipiridazina); (1)2 200 ; . 132 | (D2 | .
= 50 ! 120
100 125 J
- {] i #
¥ L20 cis-Pt(2 amino-5 clorometilbenzotia- 200 B 7 125 -
: = ol)(I 100 ) 22
cis-Pt(Sulfaetidiol) (I)2 800 - . 141 zol(I); . 1
i 50 Inactivo
400 122 |
200 120 . i e
cis-Pt(2 amino-4 metiltiazol)(1), 200 2 e 128 =
100 120 ;
100 125
50 110
50 120
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TABLA II (cont.)

Complejo Dosis Vehiculo Tumor T/C ﬂ/u Numero de
(mg/Kg) Inyecciones
-
¢cis-2 amino-5,6 dihidro-4H ciclo- 200 3 n/“ Dextrosa . ngg 1'21:0
plentatiazol)(I), 100 [nactivo -
50 Inactivo
cis-Pt(2 etalomino-1,3 .4 tiadiazol), 200 125
(1), 100 120
50 Inactivo
cis-Pt{sulfametaxipiridazina)(l)g 800 5 118
400 115
200 110
cis-Pt(Sufaetidiol)(1), 800 110
400 Inactivo
200 Inactivo
cis-Pt(Sulfamoxol); (1), 800 4 112
400 Inactivo
200 Inactivo
cis-Pt(Sulfapirazina)(1), 800 " 110
400 Inactivo
200 Inactivo
cis-Pt(2 Isopropiltiazol) (1), (OH), 400 Ehrlich 140
200 ascitico 127
100 125
50 115
cis-Pt(2 isopropiltiazol)(l), (OH), 400 P3gg 1*2{}
200 Inactivo
100 Inactivo
50 Inactivo

Los restantes complejos cis- -Pt(L)(1), (OH), donde L = derivados de tiazol y/o derivados de sul-

fonamida, son inactivos en ambas I{neas de tumores, para dosis comprendidas entre 800 — 50 mg/Kg

(administracion i.p. como suspensién en 5 /ﬂ Dextrosa en el agua).
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cir cis-Pt(L),(I),, donde L = 2- isopropiltiazol ha sido también estudiado
desde el punto de vista de su posible accidn nefrotdxica, ya que como se sa-
be, el factor limitante en el empleo de los cump]ejms del Pt(II) y del medi-
camento de referencia “Neoplatin” reside C&Sl siempre en su elevada nefroto-

xicidad. '

6.— Es interesante mencionar que 10s complejos del Pt(IV) presentan
valores LD50 muy superiores a los valores LD50 de los complejos del PT(II)
(respectivamente rango de’ 'valores 500—-850 mg/Kg y 200-350 mg/Kg). Es-
tos elevados valores LD50 podrifan estar relacionados con la baja solubilidad
en el agua de estos iodocomplejos (del orden de O ,01—-02 mg/ml), hecho que
explmarla la mala adsorbcion de estos complejos y su posible actuacion co-
mo “‘medicamentos depssito”.

7/.— Ninguno de los complejos del Bt(II) y del Pt(IV) presentados en es-
te trabajo induce vatores iguales (T/C®/o ) a los inducidos por el medicamen-
to de referencia cis-Pt (NH; ), (CD, *‘Neoplatin”, en ambas lineas de tumo-.
res. No obstante el interés que hemos asignado al complejo mds activo de la
serie, anteriormente mencionado, reside, dparentemente en su escasisima to-
xicidad a nivel renal (véase para mas detalles el apartado dedicado a los estu-

dios de nefrotoxicidad).

8.— Incluso en comparacion con los complejos originados por los mis-
mos ligandos (L), y que pertenecen a las series cis-Pt(L), (X), donde X =
CII' o Br) y Pt(L), (CD, (OH), , descritos anteriormente por nosotros en es-
tos mismos Anales (1), los mdacomplejﬂs cis-Pt(L), (I, y Pt(L), (OH; (1)
son mucho menos activos frente a la linea de tumores P3 g5 .

En cuanto a los tesultados de los ensayo.s* “un vivo” antitripanosomicas
(T. brucei brucei y/o T. congolense) el panorama cambia por completo

—véase la Tabla 1I1—.
Nos encontramos, a diferencia de lo que habiamos encontrado en el ca-

so de los complejos andlogos cis-Pt(L),(Cl)y y cis—Pt(L),(Br),, descritos an-
teriormente por nosotros+1), con el hecho de que algunos de todos estos
complejos, presentan una interesante, (potente), actividad antitripanosémi-

ca, especialmente frente a la linea de parasitos T. brucei brucei.
Parece que hay una relacion dual en el caso de la serie cis-Pt(L)y (1),

donde L = derivado de tiazol. Cuanto mayor actividad antitumoral desplie-
ga un complejo, mayor actividad antitripanosémica posee dicho complejo
frente a la infeccion producida por T. brucei brucei. Esta relacion dual no se
manifiesta en el caso de los restantes iodocomplejos del Pt(II) y Pt(1V) ori-
ginados por ligandos L = derivados de sulfonamida.

En efecto, los complejos del Pt(II) yv Pt(IV) con los derivados de sulfo-
namida descritos en este trabajo son inactivos frente a las infecciones pro-
ducidas por 7. brucei brucei y/o por T. congolense. Hasta la fecha segin Fa-
rrell (16), parece que la linea de infeccidn parasitaria 7. rhodesiense es la mas
sensible (respecto a otras l{neas de.infeccion tripanosdmicas) a la actuacion

de los complejos del Pt (II) y Pt(IV).
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TABLA 111

Resultados de los ensayos antitripanosémicos ‘‘in vitro"’
realizados con los nuevos complejos del Pt(II) y del Pt(IV).

Complejo

Parasito

<

Dosis .N#ﬁmern de Codigo

.

(mg/Kg) Inyecciones .

cis-Pt(Sulfamoxol)2(1)2

cis-Pt(Sulfamoxol)2 (OH)2(1)2

cis-Pt(Sulfaetidiol)2 (I)2

cis-Pt(Sullfaetidiol)2 (OH)2 (1)2

cis-Pt(2 Isopropiltiazol)2(1)>

cis-Pt(Isopropiltiazol); (OH)3(1)2

cis-Pt(2-Etilamino 1,3,4 tiadiazol)(1),

T. brucei

'y

5 |

2

¥

400
200
100

50

400
200
100

50

400
200
100

50

25

400
200
100
50
25

400
200
100

50

600
400
200
100
800

400
200
100

50

L]

"

3

L]

-8

SR

Resultado

b, O

W R W W W W W W w o b b b ¥ S ST - -G S w w L b {5 T IV - S -9

MNow w b

L
-

Activo
Activo
Lig. activo

Inactivo

Activo
Activo
Lig. activo
Inactivo

Activo
Activo
Activo
Lig. activo
Inactivo

Activo
Activo
Activo
Activo

Lig. activo

Toxico
Lig. activo
Lig. activo
Lig. activo

Toxico
Lig. activo
Lig. activo

Inactivo
Lig. activo

Activo
Lig. activo
Lig. activo

Inactivo
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Complejo A

TABLA 111 (cont.)

Parasito

I‘.. ‘

Pr(Sulfametoxipiridazina)(l),

cis-Pt(Sulfapiridazina). (1),

Pt(Sulfapiridazina); (1)>(OH),

cis-Pr(Sulfapiridazina)(1),

cis-Pt(Sulfamoxol), 1 (1),

Pt(Sulfamoxol); (1), (OH),

cis-Pt(Sulfaetidiol), (1),

T brucel

&

I. congolense

b

LT

19
Dosis  Namero de  Codigo  Resultado
(mg/Kg) Inyccciones
l————ﬁ?. -
{
800 [ o4 Activo
400 4 Activo
200 4 Activo
100 4 Activo
50 3 Lig. activo
. 800 4 Activo
2. 400 3 Activo
™00 4 Activo
I“UD' 3 Lig. activo
> &0 3 Lig. activo
_-‘_,.:..'*5 3 Lig. activo
500 3 Lig. activo
400 3 Lig. activo
200 3 Lig. activo
100 2 Inactivo
800 ~ 3 Lig. activo
400 2 Inactivo
200 2 Inactivo
100 2 Inactivo
400 - 3 Lig. activo
200 3 Lig. activo
100 2 Inactivo
50 2 Inactivo
400 - 3 Lig. activo
200 3 Lig. activo
IDH.; 3 Lig. activo
50 jil‘ 2 [nactivo
4-007 - 3 Lig. activo
200 3 Lig. activo
H}I[?l,l ‘ 2 Inactivo
50 2 Inactivo

= ——

e

CLAVES: 5 —Té6xico, 4 — Activo.(Tiempo de: pﬂhrevivenciﬁ 2 T, ningiin parasito detectable el dia

& = & - 8 = - a O -
8 ).3 — Ligeramente activo. (Tiempo de sobrevivencia T * 2 dias).2 — Inactivo.(Tiempo de sobreviven-

cia cercano al de los testigos (T).
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En general, podemos observar que la linca de infeccion parasitaria T
brucei brucei es mis sensible que la linca de infeccidn parasitaria I congolen-
se. tanto frente a los complejos del Pt(11) como a los complejos del Pt(IV).
[‘n general no hay una relacion directa entre la.acatividad antitripanosdmi-
ca y las cargas 7 clectronicas localizadas sobre los datomos de los ligandos
[ En la actualidad estamos ensayandoslos compléjos que mejor han funcio-
nado sobre las lineas de infeccion parasitaria 7. brucei brucel sobre otros ti-
pos de tripanosomas, (7, cruzi, 1. evansi, I. rhodesiense), asi gomo sobre
cepas de Leishmania donovani, para sondear asf su potencial empleo “in vi-
vo'? y modo de¢ accion sobre dichos parasitos. Hasta la fecha, en la literatura
hay unicamente algunas publicaciones dedicadas a los complejos del Pt(1])
v RA(II) o Rh(III) como agentes antitripanosomicos, pero se ha trabajado
muy poco sobre el mecanismo de accion antitripanosonica (en general débil)
de los complejos del Pi(IV) pertenecientes a las estructuras octaédricas Pt
(L),(OH,(1), (16, 19 20). |

El complejo mas interesante (tanto como agente potencial antitumo-
ral come agente antitripanosodmico), es decir cis-Pt(L), (1), (donde L = 2-
[sopropiltiazol), ha sido estudiado desde el punto de vista de su nefrotoxici-
dad (véase Figuras | a IV), que comprenden las fotografias 1 a la 13 y las
explicaciones de las fotografias de microscopia electronica y optica (Foto-
graffas 1 ala 13).

OBSERVACIONES
1. Glomerulo

El estudio a“nivel estructural no revela alteraciones morfologicas (Foto-
grafia 1). No se observan acumulos de material denso en las barreras de fil-
tracion (membrana basal, células endoteliales y podocitos) (Fotografias 2 v

3).

2. Tubulos proximales v distales

Llama la atencion tanto a nivel de microscopia Optica como la micros-
copia electronica la intensa dilatacion de la luz tubular con aplanamiento
de las células epiteliales (Fotografias 4 y 11). También existe una ampliacidn
del espacio intersticial intertubular, apareciendo dreas opticas y electronica-
mente vacias (Fotografia 13). Los tibulos proximales son los que presentan
una mayor afectacion estructural por la accion del complejo objeto de es-
tudio, destacando una disminucion de las microvellosidades que forman el
ribete en cepillo (Fotograffas 5, 6,7, 8,9,y 10), la existencia de una inten-
sa vacualizacion de distribucion difusa que parece tener un origen de dilata-
cion de los pliegues interbasales (Fotografias 9 y 10). Los nucleos presentan
menor tamafo adquiriendo una forma irregular con intensa condensacion de
la cromiatica junto a la membrana nuclear (hipercromatosis) (Fotografias
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Figura 1. - (Comprende fotografias 1, 2, 3).— Figuras que muestran el glomérulo de rata tratada.
Su morfologia es normal. G = glomérulo; Td tabulo distal; Cap. = asa capilar; Mb = Membrana

basal; Pp = pies de células epiteliales; Ce = célula endotelial. Fig 1.) (x 500) Fig. 2 y 3 (x 4400).
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Figura 2.— (Comprende fotografias 4, 5, y 7).— Tubulos contorneados proximales (Tp) que Figura 3,-( Comprende las fotografias 7, 8, 9, 10). Tubulos contorneados proximales en los que
muestran una dilatacion de su luz y vacuolas columnares en el citoplasma ( ). Ampliacién de los espa- se observa un aplanamiento de las células epiteliales, pérdida del ribete en cepillo (BB), el nucleo (N)
cios intersticiales (I). (x 500). Tubulos contorneados proximales de un animal tratado. Se observa una retrajdo, de contorno irregular y con hipercromatosis; vacualizacién (*) del citoplasma celular y un

pérdida de ribete en cepillo (BB) y una vacualizacion (*) del citoplasma celular. (x 10500). incremento del nimero de mitocondrias (M). Fotografia 7 (x 10500). I'otografias 8, 9, v 10 (x 6600).
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Figura 4.— (Comprende las fotografias 11, 12 y 13). Fotografia 11.— Panoramica de la zona
cortical del rinén de una rata tratada en la que se observan tbulos proximales (Tp) y distales (Td)
con la luz dilatada y aplanamiento celular. Ampliacion de espacio intersticial (I). (x 400). Fotografia
12.— Detalle de un tiibulo contorneado distal de una rata tratada en el que se observa un aplanamiento
de la célula epitelial con la consiguiente pérdida de los pliegues interbasales y escasez de mitocondrias
(x 10500). Fotografia 13.— Espacio intersticial de una rata tratada (x 45400).
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7, 8 y 10). No se observa incremento en el nimero de lisosomas ni en la den-
sidad de la membrana basal que rodea los tibulos, con relacién a los anima-
les del grpo control.

En los tubulos distales las células epiteliales adoptan una morfologia
con la pérdida de los pliegues interbasales. El citoplasma presenta una menor
densidad de orgdnulos, especialmente de mitocondrias (Fotografia 12).

En el estudio que hemos realizado sobre la nefrotoxicidad de este com-
plejo, la observacion que mds llama la atencién es la ausencia de cuerpos den-
sos, estructuras que la mayor parte de los autores (29—32) consideran como
acamulos del metal 6 de sus metabolitos . Tampoco hemos observado dila-
taciones en las crestas mitocondriales (29), aunque si existe un incremento
en la relaciébn mitocondrias/citoplasma que puede ser consecuencia, tanto de
la disminucion del volumen celular por el aplanamiento que sufren las célu-
las como el incremento del nimero de mitocondrias.

En las células que forman los tibulos proximales diferenciamos dos ti-
pos de formaciones vacuolares; vacuolas esféricas localizadas en la zona api-
cal, que se forman como consecuencia de los procesos de pinocitosis y con:
respecto a otros trabajos (29) no encontramos incremento ni en tamano ni
en numero; y las vacuolas que aparecen dispersas por todo el citoplasma, que
a nivel Optico tienen una apariencia columnar, y cuyo origen parece estar en
la dilatacion de los pliegues interbasales. A nivel nuclear hemos observado
un hipercromatosis generalizada, no observando, sin embargo, segregacion
nucleolar (29).

En las células de los tabulos distales no se aprecian alteraciones estru-
turales significativas, iinicamente se puede hablar de una disminucién del ni-
mero de mitocondrias y' una pérdida de pliegues interbasales. No hemos ob-
servado nigin incremento en el contenido de glucégeno (29), alteracion que
algunos autores (33) consideran debido al incremento de los niveles de Ca™,
que producen algunos de estos complejos.
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