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    RESUMEN


    



    Introducción: Los iones metálicos y sus complejos son vitales en el sistema biológico humano. Están diseñados para apuntar a sitios biológicos específicos debido a su amplia gama de geometrías, características de coordinación e interactúan con las moléculas biológicas. Muchos compuestos quimioterapéuticos clásicos han demostrado no solo actividades antitumorales, sino también una acción antiviral inesperada. Objetivo: Obtener, caracterizar, determinar la estructura y evaluar la actividad citotóxica de complejos y ligandos. Métodos: Las aciltioureas y complejos metálicos reportados se aislaron y caracterizaron mediante técnicas espectroscópicas, y se evaluó la actividad citotóxica de ligandos y complejos; para uno de los complejos se realizó el experimento tridimensional para células tumorales en cultivos. Resultados: Se sintetizaron N-alquil- y N,N-dialquil-N′-aciltioureas para la obtención de complejos metálicos con diferentes precursores, análisis elemental, conductividad molar, voltametría cíclica, Espectroscopia Infrarroja, Resonancia Magnética Nuclear (1H, 13C { 31P{1H }), y difracción de rayos X. La citotoxicidad de los compuestos fue evaluada en líneas celulares de tumores de pulmón, próstata y mama. Conclusiones: Se sintetizaron 38 complejos metálicos de Pd(II), Pt(II), Ni(II), Cu(I), Ru(II), con aciltioureas. Las coordinaciones más comunes para estos compuestos son a través del átomo de azufre, oxígeno del grupo tioureido. Los complejos muestran una alta citotoxicidad contra las células tumorales probadas, cuando se comparan con el IC50 reportado para el cisplatino y el complejo encapsulado trans [Ru(PPh3)2(N,N-dimetil-N′-tiofeniltioureato- k2O,S)(bipy)] PF6 presentó una mayor citotoxicidad, selectividad y es una estrategia prometedora para aumentar su solubilidad, administración y bioacumulación en tumores de mama.
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    Metal complexes with anticancer properties of acyl thioureas


    ABSTRACT


    Introduction: Metal ions and their complexes are vital in the human biological system. They are designed to target specific biological sites due to their wide range of geometries, coordination characteristics, and interaction with biological molecules. Many classical chemotherapeutic compounds have demonstrated not only antitumor activities but also unexpected antiviral action. Objective: To obtain, characterize, determine the structure and evaluate the cytotoxic activity of complexes and ligands. Methods: The reported acylthioureas and metal complexes were isolated and characterized by spectroscopic techniques, and the cytotoxic activity of ligands and complexes was evaluated and for one of the complexes, the experiment was carried out in three-dimensional cultures for tumor cells. Results: N-alkyl- and N,N- dialkyl-N′-acylthioureas were synthesized to obtain metal complexes with different precursors, elemental analysis, molar conductivity, cyclic voltammetry, Insulin Resistance, Nuclear Magnetic Resonance (1H, 13C {31P{1H}), and X-ray diffraction. The cytotoxicity of the compounds was evaluated in lung, prostate and breast tumor cell lines. Conclusions: Thirty-eight metal complexes of Pd(II), Pt(II), Ni(II), Cu(I), Ru(II) with acylthioureas were synthesized. The most common coordination for these compounds is through the sulfur oxygen atom of the thioureide group. The complexes show high cytotoxicity against the tumor cells tested, when compared to the IC50 reported for cisplatin and the trans-encapsulated complex [Ru(PPh3)2(N,N-dimethyl-N′-thiophenylthiourate-k2O,S)( bipy)]PF6 presented greater cytotoxicity, selectivity and is a promising strategy to increase its solubility, delivery and bioaccumulation in breast tumors.
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    INTRODUCCIÓN


    La tasa de incidencia de nuevos casos de cáncer ha aumentado significativamente en el mundo. El cáncer de mama es el más común en las mujeres y es la segunda causa de muerte, mientras que en los hombres es el de pulmón y de próstata. Los de pulmón, mama y próstata son responsables de alrededor del 33 % del número total de nuevos casos detectados. (1) Desde el descubrimiento de las propiedades anticancerígenas del cisplatino y la aprobación para el uso clínico como agente quimioterapéutico, en 1978 y hasta la fecha, se utiliza ampliamente, solo o combinado con otros fármacos como medicamento de primera línea, se asocia con los tratamientos del cáncer de vejiga, cuello uterino, pulmón, ovario y testículo. (2,3) También está involucrado con otros tipos de cánceres en los que el uso de primera línea fracasó o en situaciones específicas que excluyen el procedimiento estándar. (4) Se estima que en el tratamiento del 50 % de todos los cánceres los pacientes usan cisplatino. (5) Sin embargo, cada vez más el tratamiento con este se ve limitado por el desarrollo de resistencia de las células tumorales y sus efectos secundarios. (6,7)


    En los últimos años, la síntesis, las propiedades biológicas y la aplicación de las N-aciltioureas han recibido gran atención por los investigadores que trabajan en el campo bioinorgánico. (8,9,10) Además, las aciltioureas son capaces de unirse a una gran variedad de iones metálicos para formar complejos estables. Esta característica es debida a que el oxígeno, el nitrógeno y el azufre, presentes en este sistema polidentado, propician amplias posibilidades de enlaces.


    La citotoxicidad en las diferentes líneas celulares de los complejos de aciltioureas con Ni(II), Co(III), Pd(II), Pt(II), Ru(II) y Au(I) ha demostrado el potencial de estos compuestos como agentes anticancerígenos. (11,12,13,14,15,16)


    Los iones metálicos y sus complejos son vitales en el sistema biológico humano. Por lo tanto, la ciencia continúa explorando y construyendo nuevos fármacos en los últimos tiempos, los que están diseñados para apuntar a sitios biológicos específicos, debido a su amplia gama de geometrías y características de coordinación. (17,18,19) Estos son electrófilos que juegan un papel crucial en aproximadamente un tercio de las enzimas y poseen la capacidad de realizar diversas actividades celulares. (20) Forman enlaces o interacciones carga-carga con otros átomos debido a su carga positiva. (17,21) Pueden unirse a una amplia gama de ligandos y biomoléculas, incluidos ADN, enzimas y proteínas, rodeados de nubes de electrones. (20) Como resultado de estas cargas opuestas, los iones metálicos interactúan con las moléculas biológicas. (20,21)


    Los compuestos a base de metales, en particular los compuestos de coordinación, proporcionan diversas estructuras químicas, lo que permite que un centro metálico se coordine con los ligandos y luego interactúe con las biomoléculas objetivo. Esto implica que los efectos de toxicidad sistémico pueden evitarse de manera efectiva. Esto ha llevado a un renovado interés en compuestos basados en metales, principalmente como agentes antineoplásicos. Algunos de estos compuestos han dado excelentes resultados. (22,23) Este interés por los fármacos basados en compuestos de coordinación puede verse en numerosos artículos de revisión recientes. (23,24,25) Muchos compuestos quimioterapéuticos clásicos han demostrado no solo actividades antitumorales, sino también una acción antiviral inesperada. (26,27) La hipótesis es que las células infectadas con la mayoría de los virus suelen presentar una mayor replicación del ADN celular, condición que también se verifica en las células cancerosas, que en consecuencia suprime el crecimiento del virus. (28,29,30) Los complejos muestran una alta citotoxicidad y selectividad contra varias líneas celulares tumorales, además de ser más activos que los ligandos de partida. Por lo que en este trabajo se propuso obtener, caracterizar, determinar la estructura y evaluar la actividad citotóxica de complejos y ligandos.


    



    MÉTODOS


    Se diseñó una investigación básica, con potencial aplicación, en el Laboratorio de Síntesis Orgánica del Departamento de Química Orgánica de la Facultad de Química, Universidad de la Habana, y en el Laboratorio de Estructura y Reactividad de Compuestos Inorgánicos, Universidad Federal de Sao Carlos Brasil, en colaboración con el Instituto de Física de San Carlos Universidad de Sao Paulo Brasil, y el Departamento de Gerontología, Universidad Federal de San Carlos, Brasil, donde se realizaron la determinación estructural por DRX y los ensayos biológicos de los compuestos obtenidos, en el periodo comprendido durante los años 2020-2023.


    En el trabajo experimental se emplearon los disolventes: n-hexano, CH2Cl2, CHCl3, AcOEt, EtOH, MeOH, DMSO, acetonitrilo y agua destilada; algunos de calidad pura para análisis y otros de calidad comercial, se purificaron mediante procedimientos estándar y todos los productos químicos se utilizaron sin purificación adicional. El [Ni(CH3CO2)2].4H2O fue proporcionado por Fluka, trans-[PdCl2(PPh3)2] K2[PtCl4], 1,2-bis(difenilfosfino)etano (dppe), KPF6, cisplatino, CT-DNA (Calf Thymus), Hoechst 33258 y MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) fueron suministrados por Sigma-Aldrich. Todas las reacciones se realizaron en atmósfera de argón. Los complejos, precursores y las aciltioureas se sintetizaron siguiendo la metodología previamente descrita en la literatura. (31)


    Sección Experimental


    Síntesis de complejos


    Los precursores y ligandos de aciltioureas se sintetizaron según informes previos. (31) El precursor (0,180 mmol) se disolvió en 20 mL de metanol desaireado, con una posterior adición del respectivo ligando de aciltiourea (0,198 mmol). La mezcla se mantuvo bajo atmósfera inerte y se agitó durante 0,5h. Posteriormente se añadió NH4PF6 (0,300 mmol; 0,050 g). Una hora más tarde, la mezcla de reacción se concentró a presión reducida hasta la precipitación de un sólido, que se separó por filtración, se lavó con agua (3 x 5) mL y metanol frío (3 x 5) mL y se secó al vacío.


    Espectrocopía


    Todos los espectros infrarrojos se registraron de (400-4000) cm-1 en un espectrofotómetro RAYLEIGH WQF-510 FT IR con resolución de 4 cm-1. Las muestras fueron preparadas en pastillas de bromuro de potasio a temperatura ambiente, utilizando la técnica estándar. Para su interpretación se empleó el programa ACD-LABS y MestReNova. Todos los espectros de RMN-1H, 13C y 31P{1H } se registraron en un espectrómetro Bruker de 400 MHz con una sonda dual de 5 mm, a 25 ºC. Los desplazamientos químicos (δ) se expresan en partes por millón (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz), cuando sea posible su determinación. Los análisis se realizaron en disolución de dimetilsulfóxido deuterado (DMSO–d6) y cloroformo deuterado (CDCl3). Los valores de δ están referenciados con respecto al pico residual de cloroformo para (1H) en 7,26 ppm y para (13C) en 77,0 ppm y de dimetilsulfóxido para (1H) en 2,5 ppm y para (13C) en 39,5 ppm. Los espectros de RMN-1H; 13C; 31P{1H} se registraron en el Departamento de Química, Universidad Federal de San Carlos, Brasil. Los análisis elementales parciales fueron realizados por el Departamento de Química de la Universidad Federal de San Carlos, en un instrumento CHNS EA 1108 del FISONS.


    Determinación de la estructura por rayos X


    Los complejos monodentados se cristalizaron a partir de una difusión de éter dietílico en una solución de acetona de los complejos, mientras que para los complejos bidentados la cristalización se produjo mediante un proceso de baja evaporación de los complejos en una disolución de diclorometano/metanol. Las mediciones de monocristal por difracción de rayos X se realizaron en difractómetros Enraf-Nonius Kappa-CCD y Apex II Duo con radiación MoKα monocromática de grafito (λ = 0,71073 Å). Los refinamientos de las células se llevaron a cabo usando el software Collect, y las estructuras se obtuvieron por el método directo usando el software SHELXS-97. (32)


    Cálculos teóricos


    Para todos los cálculos DFT se utilizó el conjunto de programas de estructura electrónica Gaussiana 09.E.01 Para la fase gaseosa se utilizó la aproximación de la densidad local, caracterizada por la parametrización Vosko-WilkNusair (SVWN5).optimizaciones de geometría. (33) Se utilizaron coordenadas cristalográficas para la optimización (cuando esté disponible) sin ninguna restricción de simetría, y las frecuencias armónicas se calcularon utilizando los derivados analíticos segundos y verificado para la ausencia de frecuencias imaginarias. (34)


    El rutenio fue descrito por LANL2DZ efectivo para núcleo de potenciales relativistas (ECP) que reemplazan 28 electrones del núcleo con un potencial efectivo no local y una base asociada establecida para la electrones restantes, mientras que el conjunto básico de 6-31G+(d,p) fue utilizado para todos los otros átomos. (35,36) Con el fin de determinar los desplazamientos químicos de 13C se utilizó el método GIAO y los datos se compararon con los datos experimentales utilizando la ecuación 1:


    donde σref = 182,4254 ppm se utilizó para 13C (TMS). La estructura cristal TMS (CCDC 678366) se optimizó al mismo nivel de teoría de las moléculas complejas.


    Cultivo de células


    Los ensayos de citotoxicidad in vitro fueron realizados a todas las aciltioureas, precursores y complejos contra diferentes líneas celulares MDA-MB-231 (ATCC no. HTB-26) mama humana células tumorales, células tumorales de pulmón humano A549 (ATCC no CCL-185) y MRC-5 (ATCC no CCL-171) las células pulmonares humanas no tumorales fueron mantenido en un medio DMEM que contenga un 10% de suero fetal bovino (FBS). Células tumorales de próstata humana DU-145 (ATCC no HTB-81) se mantuvieron en un medio RPMI-1640 también complementado con 10 % FBS. La línea celular de mama humana no tumoral, MCF-10A (ATCC) CRL-10317), se cultivó en un medio DMEM/F12que contenía 5 % de suero equino, EGF (0,02 mg/mL), hidrocortisona (0,05 mg/mL), toxina del cólera (0,001 mg/mL), insulina (0,01 mg/mL), penicilina (100 UI/mL), estreptomicina (100 mg/mL) y L-glutamina (2 mM). Todas líneas celulares se mantuvieron a 37 °C con una humedad de ٥ ٪ en atmósfera de CO2.


    Ensayo de proliferación


    Los efectos de los complejos sobre la viabilidad de las células se determinaron mediante ensayo colorimétrico utilizando bromuro de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] MTT. Una densidad de 1,5 × 104 de células/pozo se sembró en 150 μL de complementado medio en placas de 96pocillos. Después de 24 h las células se trataron con diferentes concentraciones de los complejos (disueltos en estériles DMSO) y se incubó durante 48 h. Se añadió MTT (1 mg/ml) (30 μL/pozo), y las placas se incubaron de nuevo durante 4 h. Después de la eliminación del medio, los cristales de formazano se disolvieron en isopropanol. La densidad óptica se midió a 540 nm utilizando un sensor de 96 pocillos. Lector automático multiscanner (ELISA).


    Morfología celular


    Se sembraron células MDA-MB-231 y MCF-10A (1,0 x 105) células/pocillo en una placa de 12 pocillos y se incubaron en un medio suplementado a 37 °C en CO2 al 5 % durante 24 h. Después del tratamiento de las células con diferentes concentraciones de complejos (disueltos en DMSO estéril y para el control, solo DMSO estéril), se examinó la morfología celular en un microscopio invertido (Nikon, T5100) con un aumento de 40X.


    Formación de colonias


    Las células MDA-MB-231 (300 células/pocillo) fueron sembradas en una placa de 6 pocillos y mantenidas en un medio suplementado a 37 °C con ٥ % de CO2 durante 24 h. Las células se trataron con diferentes concentraciones de los complejos durante 48 h; para el control, sólo estéril se añadió DMSO (0,5 %) en las mismas condiciones. El médium fue reemplazado por un medio fresco sin ningún complejo, y las placas fueron incubadas durante 10 días. Las células se lavaron con PBS, se fijaron con metanol y ácido acético (3:1) durante 5 min, y se tiñeron con violeta cristalina al 5 % durante 30 min. Las colonias formadas se analizaron en ambos números y tamaños utilizando el software Image J.


    Migración


    La migración celular se investigó mediante 2 métodos: cicatrización de heridas y transwell usando las cámaras de Boyden. En la herida ensayo de curación, células MDA-MB-231 (1,5 × 105) células/pozo fueron chapados en placas de ١٢ pocillos e incubados adecuadamente hasta que el cultivo alcanza 100% de confluencia. Después, se hizo un rasguño en la parte central de cada pozo utilizando una punta de micropipeta. Las células se incubaron con los complejos en la correspondiente concentración de IC50(48 h) durante 24 h. Después de este tiempo, 40 × imágenes fueron capturadas con un microscopio óptico (Nikon, TS100) acoplado a un sistema de imagen captura en 2 campos diferentes por pozo. Para el ensayo de transwell, a densidad de 0,5 × 105 células/pocillo de MDA-MB-231 se incubó con los complejos en diferentes concentraciones y sembrado en la parte superior de la cámara en un medio DMEM sin FBS. En la cámara inferior se añadió medio DMEM con 10 % FBS. El eventual proceso de migración se produjo durante 22 h a 37 °C con 5 % de CO2. Las células que permanecieron en la cámara superior se retiraron con un hisopo de algodón, y las células que migraron a través de la membrana de la cámara superior se fijaron con metanol y se tiñeron con azul de toluidina al 1 %. Las células migradas fueron cuantificadas mediante recuento manual.


    Análisis del ciclo celular


    Las células MDA-MB-231 (4 × 105) células/pocillo fueron colocados en una placa de 6 pocillos e incubados con diferentes concentraciones de complejos y 32 μM de camptotecina (control positivo) durante 24 h. Después las células fueron recogidas y lavadas 3 veces con PBS y fijadas durante la noche en etanol al 70 %. Las células se lavaron de nuevo con PBS, se incubaron con RNasaA (0,2 mg/mL) durante 30 min a 37 °C, y teñida con un fluorocromo hipotónico solución (5 μg/mL IP; 0,1 % de citrato de sodio y 0,1 % de Triton-X-100) por 1 h de análisis mediante flujo citométrico. La distribución de fases del ciclo celular fue analizada utilizando el programa informático Cell Quest (BD Biosciences) con un citómetro de flujo Accuri C6 (BD Biosciences).


    Ensayo de apoptosis


    Actividad apoptótica de los complejos evaluados en células MDA-MB-231 se analizó por citometría de flujo de derivación utilizando un kit de detección de apoptosis PEAnnexin-V. Las células (7,0 × 104) células/pozo se colocaron en placas de 12 pocillos y después de 24 h de incubación a 37 °C estuvieron expuestos a diferentes concentraciones de complejos durante 24 h. Las células tratadas se lavaron con PBS frío y luego se resuspendieron en un 200 μL de tampón de unión (10 mM HEPES/NaOH, pH 7,4; 140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl2). PE (2,5 mL) y 7-AAD (2,5 mL) se añadieron en cada pozo y se incubaron durante 20 min en la habitación temperatura ambiente en la oscuridad. A continuación, se añadieron 200 μL de tampón de unión para análisis con un citómetro de flujo Accuri C6. La fluorescencia fue cuantificada por el software Cell Quest (BD Biosciences).


    Experimentos de unión de ADN


    Estudios de interacción del ADN con los complejos se realizaron por viscosidad, electroforesis, y experimentos de extinción de fluorescencia utilizando CT-ADN del timo de ternera, o el plásmido pBR322. Los complejos se disolvieron en DMSO estéril, y los ensayos se realizaron a partir de la dilución, con una concentración del 10 % de DMSO para todos los experimentos. Se realizaron experimentos de viscosidad utilizando el viscómetro Ostwald a 25 °C en baño de agua termostático. La concentración de la solución de CT-ADN en un tampón Tris-HCl (5 mM Tris-HCl; 50 mM NaCl; pH7,2) fue fijo (250μM), mientras que la concentración de los complejos variaba de (0 a 100) μM. El tiempo de flujo se midió con un cronómetro digital.


    La viscosidad específica relativa (η/η0)1/3 valores, donde η es el valor relativo a la viscosidad del ADN en presencia de los complejos y η0 es la viscosidad relativa del ADN, se trazaron versus [complejo]/[ADN] como se muestra en la ecuación 2 se utilizó para determinar la viscosidad relativa del ADN (η0) y los valores del tiempo de flujo de la solución de ADN (t) corregidos por el tiempo de flujo del amortiguador (t0).se utilizó para determinar la viscosidad relativa del ADN (η0) y los valores del tiempo de flujo de la solución de ADN (t) corregidos por el tiempo de flujo del amortiguador (t0).


    Los experimentos de electroforesis de ADN se realizaron utilizando agarosa gel. Complejos en diferentes proporciones entre 0,25 y 1,5 fueron incubados con ADN pBR322 (38 μM) a 37 °C durante ١٨ h. Las muestras se electroforizaron durante 1,5 h a 80 V en gel de agarosa al 1 % en 1 tampón de tris-acetato-EDTA (TAE) (Tris-HCl 0,45 M, ácido acético 0,45 M, EDTA 10 mM) y teñido con bromuro de etidio (2μL/50) mL). Después de la ejecución electroforética, las bandas se visualizaron usando 1 transiluminador de luz UV (equipo ChemiDoc).


    El ensayo de desplazamiento Hoechst 33258 y el anaranjado tiazol (TO) se llevó a cabo mediante el experimento de extinción de fluorescencia con el complejo ADN-CT de Hoechst/TO (5,0 μM) (175μM) en tampón (4,5 μM Tris-HCl mM, NaOH 0,5 mM, NaCl 50 mM) a pH 7,4. La extinción de la intensidad de emisión del ADN CT de Hoechst a 495 nm (longitud de onda de excitación de 343 nm) o de la TO a 530 nm (longitud de onda de excitación de 480 nm) se monitorizó utilizando complejos como supresores a diferentes concentraciones (0 - 50) μM en DMSO. Los espectros de fluorescencia se registraron por triplicado utilizando una placa opaca de 96 pocillos.


    Experimentos de electroforesis de ADN


    Se realizaron utilizando gel de agarosa. Se incubaron complejos en diferentes proporciones entre 0,25 y 1,5 con ADN pBR322 (38 μM) a 37 °C durante ١٨ h. Las muestras se sometieron a electroforesis durante 1,5 h a 80 V en gel de agarosa al 1 % en 1 tampón Tris-acetato-EDTA (TAE) (Tris-HCl 0,45 M, ácido acético 0,45 M, EDTA 10 mM) y se tiñeron con bromuro de etidio (2 μL). /50ml). Después de la corrida electroforética, las bandas se visualizaron utilizando un transiluminador de luz UV (equipo ChemiDoc). El ensayo de desplazamiento de Hoechst 33258 y naranja de tiazol (TO) se llevó a cabo mediante el experimento de extinción de fluorescencia con el complejo Hoechst/TO (5,0 μM)-CT DNA (175 μM) en tampón (Tris-HCl 4,5 mM, NaOH 0,5 mM; 50 NaCl mM) a pH 7,4. Se monitorizó la extinción de la intensidad de emisión del ADN Hoechst CT a 495 nm (longitud de onda de excitación de 343 nm) o del TO a 530 nm (longitud de onda de excitación de 480 nm) utilizando los complejos como supresores a diferentes concentraciones (0-50) μM en DMSO. Los espectros de fluorescencia se registraron por triplicado utilizando una placa opaca de 96 pocillos.


    Experimentos de unión a HSA


    Estudios de interacción de la HSA con los complejos se realizaron mediante un experimento de extinción de fluorescencia, donde la concentración de HSA en tampón (4,5 mM Tris-HCl; 0,5 mM NaOH; 50 mM NaCl) a pH 7,4 se mantuvo constante (5 μM), mientras que en la concentración de los complejos se incrementó de (5 a 50) μM. La extinción de la intensidad de emisión de los residuos de triptófano HSA a 305 nm (longitud de onda de excitación 270 nm) se monitorizó a los 25 °C y 37 °C. Para el análisis de datos se utilizó la ecuación clásica de Stern-Volmer (ecuación ٣):


    donde F0 y F corresponden a las intensidades de fluorescencias en ausencia y presencia del extintor, respectivamente; [Q] es la concentración del amortiguador; y Ksv es el amortiguamiento de Stern-Volmer constante.


    La constante de unión (Kb) así como el número de sitios de encuadernación (n) se determinó trazando el gráfico de doble logaritmo de los datos de fluorescencia usando (Eq 3):


    Los parámetros termodinámicos ΔH, ΔS,y ΔG se obtuvieron mediante las ecuaciones 5 y 6:


    dondeK1 yK2 son las constantes de unión a temperaturasT1 yT2 respectivamente; R es la constante de gas.


    Para evaluar la interacción de los complejos con el sitio II de la HSA, a ensayo de desplazamiento se realizó utilizando el compuesto dansilglicina como sonda a fluorescente. Los experimentos se llevaron a cabo añadiendo: cantidades variables de los complejos ([0-50] μM, concentraciones finales) a una mezcla de 5 μM de HSA y 5 μM de dansilglicina en tampón (4,5 mM Tris-HCl, NaOH 0,5 mM, NaCl 50 mM) a pH 7,4. Después de añadir el complejo, las soluciones se incubaron durante 5 min a 25 °C antes de hacerlo se tomaron medidas. La extinción de la intensidad de emisión de la dansilglicina a 470nm (longitud de onda de excitación 340 nm) fue monitorizado a 25 °C.


    



    RESULTADOS


    Este trabajo está encaminado a la síntesis, caracterización, determinación estructural y actividad anticancerígena de N-alquil y N,N-dialquil-N-aciltioureas y sus complejos metálicos a partir de diferentes precursores (figura 1).


    Se prepararon una serie de N-alquil y N,N-dialquil-N-aciltioureas como ligandos para la síntesis de nuevos complejos de Pd(II), Pt(II), Ni(II), Ru(II) y Cu(I) empleando diferentes precursores como se observa en el esquema de la figura 1. Los ligandos y complejos fueron obtenidos, siguiendo los métodos expuestos. La presencia de átomos donores de electrones como S, N y O en las aciltioureas hace que sean ligandos polidentados, siendo el átomo de oxígeno del grupo carbonilo y el átomo de azufre del grupo tiocarbonilo 2 de las vías más probables para su interacción con los iones metálicos. Los complejos fueron obtenidos utilizando los precursores y las N-alquil y N,N-dialquil- N-aciltioureas.


    



    DISCUSIÓN


    Por esta vía se obtuvieron 38 complejos con los diferentes precursores y N-aciltioureas que se expusieron en la figura 1. El estudio espectroscópico de los complejos formados entre los ligandos N-alquil y N,N- dialquil-N´-aciltioureas con los precursores de paladio (II), platino (II), niquel (II), rutenio (II) y cobre (I) se realizó mediante el análisis comparativo de los espectros IR, RMN (1H, 13C y 31P{1H}) de las aciltioureas, con los complejos.


    De estos compuestos de coordinación, 30 no se encuentran reportados en la literatura y los rendimientos obtenidos se encuentran entre (60-75) % (ver figura 1) y fueron caracterizados por análisis elemental, conductividad molar, voltametría cíclica, IR, RMN (1H, 13C {31P{1H}), y difracción de rayos X. Los resultados del análisis elemental, conductividad molar, voltametría cíclica, IR, RMN (1H, 13C {31P{1H}) dejan evidencia de la coordinación de las aciltioureas con los iones metálicos de paladio (II), platino (II), niquel (II), rutenio (II) y cobre (I) por los átomos de oxígeno, azufre y nitrógeno del grupo aciltioureido, con formación de complejos estables. Estos resultados concuerdan con los obtenidos para algunos complejos de paladio (II) platino (II) y rutenio (II) con N,N-disustituidas-N’-aciltioureas. (37,38) Los cristales para la determinación estructural de los complejos de paladio (II), platino (II), rutenio (II) y cobre (I) fueron obtenidos mediante evaporización lenta de la mezcla de los disolventes metanol, n-hexano y diclorometano (3:1:1).


    En este trabajo se determinaron las estructuras cristalinas, mediante difracción de rayos X a 22complejos. En las tablas 1 y 2 aparecen las distancias y ángulos de enlaces, que nos permite plantear la forma de coordinación, la geometría y tipo de complejo que se forma con los precursores y las correspondientes N-alquil y N,N-dialquil-N´-aciltioureas. En la figura 2 se presentan las estructuras de algunos de ellos.


    La difracción de rayos X confirmó la coordinación bidentada a través de átomos de S y O para el complejo de Cu(I) con la aciltiourea disustituidas (A) y para la monosustituida (C) es también bidentada por los átomos de (S y N). Para los complejos (D) y (E) de níquel (II) y platino (II), con aciltioureas disustituidas la coordinación es bidentada por los átomos de azufre y oxígeno en tanto la coordinación de (G) de paladio (II) y aciltioureas monosustituidas es también bidentada pero por los átomos de (N y S) del grupo aciltioureido con formación de un anillo de 4 miembros muy tensionado. Los complejos (A, C, D, E y G) tienen geometría de coordinación cuadrado-plana ligeramente distorsionado.


    Para los complejos de rutenio(II) (2 y 6), la coordinación del primero es bidentada por los átomos de oxígeno y azufre con formación de un anillo de 6 miembros, este comportamiento se observa para todos los complejos Pd(II), Pt(II) y Ru(II) con N,N- dialquil-N´-aciltiourea, sin embargo, para el compuesto (F), la coordinación al metal es monodentada a través del átomo de azufre con aciltioureas disustituida. La geometría de coordinación para el complejo (B) es octaédrica mientras que la del complejo (F) es también octaédrica del tipo semi-sandwich. (38,39,40,41)


    Para los complejos de rutenio(II) (2 y 6), la coordinación del primero es bidentada por los átomos de oxígeno y azufre con formación de un anillo de 6 miembros, este comportamiento se observa para todos los complejos Pd(II), Pt(II) y Ru(II) con N,N- dialquil-N´-aciltiourea, sin embargo, para el compuesto (6), la coordinación al metal es monodentada a través del átomo de azufre con aciltioureas disustituida. La geometría de coordinación para el complejo (2) es octaédrica mientras que la del complejo (6) es también octaédrica del tipo semi-sandwich. (38-41)


    Ensayos de actividad biológica


    La citotoxicidad de los ligandos N-alquil y N,N-dialquil-N´-aciltioureas y sus complejos de paladio(II), platino(II), rutenio(II) y cobre(I) con los diferentes precursores fue evaluada en 5 líneas celulares de humanos DU-145 (células de cáncer de próstata), A549 (células de cáncer de pulmón), (MDA-MB-231 (células de cáncer de mama) y las células no tumorales de mama y pulmón MCF-10A y MRC-5 respectivamente por ensayo MTT.


    Todos los complejos mostraron actividad anticancerígena mediante diversos experimentos biológicos in vitro. Muchos de ellos fueron capaces de inducir cambios morfológicos en las células, influir en la formación de colonias y en el tamaño de las células, inhiben la migración, provocan cambios celulares y en la disposición nuclear, así como causa la detención celular en la fase Sub-G1 del ciclo celular.


    Como resultados de los ensayos de citotoxicidad de estos compuestos mediante diversos experimentos biológicos tanto in vitro como in vivo encontramos que el complejo trans-[Ru(PPh3)2(N,N-dimetil-N-tiofeniltioureato-k2O,S)(bipy)]PF6, no es citotóxico para las células sanas, así como selectivo para las células de cáncer de mama. En ensayos de cultivos 3D para células tumorales se demostró que no sólo es citotóxico para las células de cáncer de mama triple negativo, y lo hace de forma más selectiva para el IDC que para el DCIS. Este complejo revierte el fenotipo maligno de las células IDC T4-2, como lo demuestra su acción sobre la morfometría de estructuras multicelulares. Por lo que se seguirá investigando como un posible principio activo para la obtención de un fármaco anticancerígeno.


    Conclusiones


    Se puede concluir que la estrategia de utilizar aciltioureas biológicamente activas como ligandos para el desarrollo de complejos metálicos ofrece una plataforma sólida para obtener nuevos y prometedores agentes anticancerígenos. Se sintetizaron 38 complejos metálicos de Pd(II), Pt(II), Ni(II), Ru(II) y Cu(I), con N-alquil y N,N-dialquil-N-aciltioureas, caracterizados por resonancia magnética nuclear (1H, 13C, 31P{1H}), y se confirmaron además por las estructuras cristalinas de 22 de ellos.


    Los modos de coordinación más frecuentes de las aciltioureas con el centro metálico, son el monodentado neutro, a través del átomo de S y el bidentado a través de los átomos de O y S. Los complejos muestran una alta citotoxicidad contra varias líneas tumorales, así como también son selectivos, comparable a la de los fármacos de referencia. Los experimentos biológicos tanto in vitro como in vivo, demostraron que el complejo trans-[Ru(PPh3)2(N,N-dimetil-N-tiofeniltioureato-k2O,S)(bipy)]PF6, no es citotóxico para las células sanas, pero si para las células de cáncer de mama triple negativo realizada en cultivos 3D para células tumorales. Este complejo revierte el fenotipo maligno de las células IDC T4-2, como lo demuestra su acción sobre la morfometría de estructuras multicelulares.
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    Fig. 1. Síntesis de complejos metálicos de aciltioureas.


    


  


  
    Tabla 1. Distancias de enlaces de los complejos


    
      
        
        
        
        
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Distancia de enlace

          

          	
            1

          

          	
            2

          

          	
            3

          

          	
            4

          

          	
            5

          

          	
            6

          

          	
            7

          
        


        
          	
            Cu1−P1

          

          	
            2,2670(19)

          

          	

          	
            2,2140(8)

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            Cu1−P2

          

          	
            2,2390(18)

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            Cu1−O1

          

          	
            2,066(6)

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            Cu1−S1

          

          	
            2,325(2)

          

          	

          	
            2,3626(8)

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            C2−S1

          

          	
            1,714(8)

          

          	
            1,179(4)

          

          	

          	
            1,736/1,744

          

          	
            1,728

          

          	
            1,709(6)

          

          	
            1,735(3)

          
        


        
          	
            C2−N1

          

          	
            1,353(11)

          

          	

          	

          	

          	

          	
            1,204(8)

          

          	
            1,205(3)
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            1,268(10)
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            1,307(8)

          

          	
            1,343(4)

          
        


        
          	
            Cu1…Cu1

          

          	

          	

          	
            3,0762(7

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            Cu1-S11
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            2,171/2,172

          

          	
            2,306

          

          	

          	
        


        
          	
            Pd-N

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            2,138(2)

          
        


        
          	
            Pd-O

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            -

          
        


        
          	
            Pd-P(2)

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            -

          
        


        
          	
            Pd-S

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            2,2909(7)

          
        


        
          	
            Pd-Cl

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            2,3337(7)

          
        


        
          	
            Pd-P(1)

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            2,2441(7

          
        

      
    

  


  
    



    Tabla 2. Ángulos de enlaces de los complejos


    
      
        
        
        
        
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Angulo de enlace

          

          	
            1

          

          	
            2

          

          	
            3

          

          	
            4

          

          	
            5

          

          	
            6

          

          	
            7

          
        


        
          	
            P1-Cu1-S1

          

          	
            109,68(8)

          

          	
            -

          

          	
            117,84(3)

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            P1-Cu1-P2

          

          	
            117,48(7)

          

          	
            -

          

          	
            67,49(6)

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            P2-Cu1-S1

          

          	
            111,74(9)

          

          	
            -

          

          	
            125,08(6)

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            O1-Cu1-S1

          

          	
            97,34(19)

          

          	
            -

          

          	
            106,83(6)

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            O1-Cu1-P1

          

          	
            105,7(2)

          

          	
            -

          

          	
            122,53(3)

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            O1-Cu1-P2

          

          	
            112,94(17)

          

          	

          	
            102,54(2)

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            S11-Cu1-N11

          

          	

          	

          	
            67,49(6)

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            P1-Cu1-N11

          

          	

          	

          	
            125,08(6)

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            N11-Cu1-S11´

          

          	

          	

          	
            106,83(6)

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            P1-Cu1-S11´

          

          	

          	

          	
            122,53(3)

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            S11-Cu1-S11´

          

          	

          	

          	
            102,54(2)

          

          	

          	

          	

          	
        


        
          	
            S-Ru-P

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            91,36(6)

          

          	
        


        
          	
            S-Ru-O

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            91,18(6)

          

          	
        


        
          	
            P-Ru-O

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            82,81(5)

          

          	
        


        
          	
            P1-M1-P2

          

          	

          	

          	

          	
            83,9/84,9

          

          	
            85,5

          

          	

          	
        


        
          	
            O1-M1-S1

          

          	

          	

          	

          	
            97,4/97,2

          

          	
            92,4

          

          	

          	
        


        
          	
            C2–N2–C7

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            127,4(2)

          
        


        
          	
            N2-C2-S

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            125,9(2)

          
        


        
          	
            C1–N1–C2

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            127,4(2)

          
        


        
          	
            C3–C1–N1

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            114,3(2)

          
        


        
          	
            N1–C2–N2

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            119,6(2)

          
        


        
          	
            O1–C1–N1

          

          	

          	

          	

          	

          	

          	

          	
            122,3(3)

          
        

      
    

  


  
    



    [image: ]


    Fig. 2. Estructura molecular de los complejos: A, Cu(PPh3)2[N,N-dimetil(2-furoiltiourea]k2O,S]; B, Ru(N,N-dimetil-N´-2-furoiltiourea)(dppe)]BF4; C, Cu(PPh3)2[N-(2-tiofenocarbonil)-N´-(3-Cl,4-F-fenil)tiourea]k 2N,S]2; D, Ni(N,N-dimetil-N´-2-benzoiltiourea)(dppe)]BF4; E, Pt(N,N-dimetil-N´-benzoiltiourea)(dppe)]BF4; F, Ru(η6-p-cimeno)(PPh3)(N,N-dietil)-N´-(2-tiofenocarbonil)tioureato-kS)Cl; G, PdCl(PPh3)(5-cloropiridil-N´-benzoiltioureato-k2N,S)

  


  
    
      

    

  


  
    [image: ]
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