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Introduccion

A.l. Quimica del Platino

El Platino (Pt) es un elemento quimico de nimero atémico 78 y que pertenece al
grupo 10 de la tabla periédica. Su configuracion electronica es [Xe] 4f** 5d° 6s’. Se trata
de un metal de transicibn blanco grisaceo, precioso, pesado, maleable y ductil. Es
relativamente resistente al ataque quimico, presenta buenas propiedades fisicas a
temperaturas altas y buenas propiedades eléctricas. Por estos motivos se emplea en
contactos eléctricos, electrodos, equipamiento de laboratorio, empastes, catalizadores de
automaviles y joyeria.

Fue descubierto en el siglo XVI por el espafiol Antonio de Ulloa en unas minas de
oro de Colombia. Es un metal escaso ya que su concentracion en la corteza terrestre no
supera los 15 ng Kg™ y aparece asociado con Ru, Os, Rh, Ir y Pd, formando la llamada
mena de platino. Alrededor de tres cuartas partes de la produccién mundial de Pt procede
de Sudéfrica, aunque Rusia, Canad4, Zimbabue y Estados Unidos también son
productores destacados. En Espafia existen pequefios yacimientos en la Serrania de
Ronda (Malaga) y en Cabo Ortegal (La Corufia).

Aun siendo un metal noble se disuelve en agua regia, es atacado lentamente por
el acido clorhidrico en presencia de aire y puede reaccionar, segun las condiciones, con
cianuros, azufre o halégenos como el Cl y el F. Puede formar compuestos en estados de
oxidacion 0, Il, IV, V y VI, éstos dos ultimos asociados a oxo y fluoroderivados. Los dos
estados de oxidacién mas importantes en disolucién acuosa son Il y IV, y por lo tanto los
mas comunes en medios biolégicos. La mayoria de la quimica del metal deriva de su
quimica de coordinacion. En estado de oxidacion Il la mayoria de los complejos son
plano-cuadrados como corresponde a un sistema d®. Teniendo en cuenta que el Pt(ll) se
considera como un acido de Lewis “blando”, los complejos que forme seran
principalmente con bases blandas (S, Se, P,..) o con ligandos N-dadores. Uno de los
complejos aniénicos méas importantes es el [PtCl,]* que en agua se hidroliza de forma
rapida para dar [PtCl3(H,O)]" y [PtCly(H.0).], complejos mono y diacuo respectivamente.

En estado de oxidacion IV se forman complejos octaédricos.



Introduccion

A.2. Farmacos antitumorales basados en complejos de Pt

El estudio y los conocimientos adquiridos acerca de los iones metélicos y de su
coordinacién con diferentes ligandos, tienen hoy en dia distintas aplicaciones en
medicina. Por ejemplo, la utilizaciéon de ligandos capaces de coordinar selectivamente a
un determinado ion metalico puede ayudar a reducir o incluso eliminar dicho ion de un
organismo. Esta practica se denomina quelatoterapia y se emplea para eliminar ciertos
metales toxicos o para subsanar desequilibrios en las concentraciones fisioloégicas de
iones metdlicos esenciales.

Otra aplicacion de compuestos de coordinacion en medicina es su uso como
farmacos eficaces contra diversas enfermedades. De esta manera, los complejos de Au(l)
se usan para el tratamiento de la artritis reumatica, compuestos de Cu(ll) como
antiinflamatorios, complejos de Mn como mimetizadores de la actividad de la enzima
superéxido dismutasa, compuestos de Bi para el tratamiento de Ulceras o complejos de V
y Ti (metalocenos) por su actividad citotéxica. Sin embargo, las importantes propiedades
anticancerigenas que presentan ciertos complejos de Pt hacen de ellos los maximos

exponentes de estos complejos metalicos terapéuticos.

A.2.1. Cisplatino

Desde el afio 1845 se tiene constancia de la formacion de complejos de Pt(ll) en
presencia de amonfaco. La reaccién del ion [PtCl,> con NH; en disolucién acuosa da
lugar a diferentes complejos en funcion de las condiciones empleadas. Concretamente,
en presencia de un exceso de NH; la especie predominante es el llamado cloruro de
Peyrone o cisplatino (cis-diaminodicloroplatino(ll), CDDP) (Figura 1).

No fue hasta la década de los sesenta cuando se descubrid de manera fortuita las
propiedades de este complejo de Pt(ll) para inhibir la replicacion celular'. El
descubrimiento se fragu6 en el transcurso de un experimento donde B. Rosenberg et al.?
pretendian estudiar la influencia de los campos eléctricos sobre el desarrollo celular.
Sometieron a una poblacion de bacterias Escherichia coli a un campo eléctrico generado
mediante dos electrodos de platino en un medio tamponado NH,CI/NH;. Los efectos que

se observaron fueron sorprendentes. En primer término, la division de las bacterias ceso,
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Figura 1. Cisplatino

indicando la posible pérdida de la capacidad para replicar su ADN. Sin embargo, también
se observé como dichas bacterias crecian y se convertian en largos filamentos, lo cual
hacia pensar que la sintesis del ARN y de las proteinas continuaba intacta. Posteriores
experimentos y estudios concluyeron que el responsable de tales efectos era el complejo
de Pt(ll), cisplatino. No se tardd mucho en investigar el efecto de este compuesto sobre
células tumorales y los resultados arrojaron grandes esperanzas sobre la potencialidad
anticancerigena de dicho complejo®. En el afio 1972 se iniciaron los primeros ensayos
clinicos. No fue hasta el afio 1978 cuando se aprobd el empleo clinico de este farmaco en
EE.UU, y mas tarde en Japén y en Europa, comercializado con el nombre de Platinol. El
motivo de este largo periodo de pruebas fue los importantes efectos secundarios que
presentaba el cisplatino, principalmente nefrotoxicidad y ototoxicidad, pero también
toxicidad hematoldgica y neuropatologias. Tanto la respuesta del farmaco como sus
efectos secundarios demostraron ser dependientes de la dosis, y estos ultimos se han
relacionado con su acumulaciéon. La nefrotoxicidad ha sido el efecto secundario mas
estudiado ya que es el mas limitante. Aunque su mecanismo molecular no esta
completamente establecido, se sabe que el cisplatino ocasiona dafios estructurales en el
rifién. Estas lesiones morfolégicas se presentan junto con un incremento de la excrecion
urinaria de enzimas y electrolitos, y una disminucién del filtrado glomerular sélo

parcialmente reversible®. En cuanto a la ototoxicidad, ha sido mucho menos estudiada
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pero hay evidencias de un deterioro de las células ciliadas internas®, asi como de las
células de soporte® presentes en el 6rgano de Corti.

Se han desarrollado distintas estrategias para paliar estos efectos secundarios
tales como el fraccionamiento de la dosis en dias consecutivos o las infusiones
prolongadas. También desde hace varias décadas se viene estudiando la aplicacién de
protocolos mucho mas comodos y funcionales para el paciente consistentes en la pre- y
post-hidratacién, ademas de diuresis inducida’. Infusiones de al menos dos litros de
suero salino al 0,9% o suero hiperténico® antes y después del tratamiento, asi como
manitol’® o furosemida®, junto con suplementos de potasio y magnesio, permiten
administraciones de dosis de hasta 100 mg por metro cuadrado de superficie corporal en
una hora.

Hoy en dia, el cisplatino es considerado como el antineoplasico que mas se ha
utilizado y el que mayor nimero de vidas ha salvado. Sin embargo, su toxicidad sigue
siendo su principal problema y lo que limita su administracion. Por ello, numerosos
grupos de investigacion trabajan en la reduccién de sus efectos téxicos mediante la
administracion de los llamados agentes de rescate o protectores. Hasta la fecha ningun
compuesto se administra rutinariamente como agente de rescate por falta de ensayos o
por toxicidades asociadas. El mas prometedor de estos compuestos es la amifostina'**?,
pero también presenta importantes efectos secundarios como emesis o hipotension®®.
Otros agentes de rescate empleados en ensayos preclinicos han sido antioxidantes como
el monéxido de carbono, derivados del selenio®®, vitamina C*°, aminoéacidos®’, etc.

Los tratamientos con cisplatino suelen estar englobados en terapias combinadas
donde también se administran otros agentes antitumorales, como vinblastina, bleomicina
o dexorrubicina, que complementan la accion del cisplatino. Por otro lado, la efectividad
del cisplatino no es igual para cualquier tipo de tumor. Asi, los canceres de testiculos,
ovarios, vejiga, cuello, cabeza, bazo y cérvix, responden de manera especialmente
efectiva al tratamiento con este farmaco. Sin embargo, sus propiedades antitumorales
ante ciertos tipos de canceres de mama o pulmén son bastante escasas. Otro factor a
discutir, y que mas adelante se tratar4 con mayor profundidad, es la resistencia intrinseca
o desarrollada con el tiempo de algunos tumores al tratamiento con cisplatino.

Desde el descubrimiento de las propiedades antitumorales del cisplatino y de sus
efectos secundarios asociados, han surgido dos lineas de investigacion paralelas que hoy

en dia aun siguen activas. En primer lugar, se comenzaron a investigar los mecanismos
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de accion del farmaco con el objeto de reducir sus efectos secundarios y potenciar su
actividad antitumoral. Por otro lado, fueron muchos los grupos de investigacion que
apostaron por el desarrollo de nuevos farmacos basados en complejos de Pt que
mejoraran y/o complementaran las propiedades del cisplatino. De esta manera, nacieron
los farmacos llamados de segunda y tercera generacién, y cuyo relativo éxito se

comentara a continuacion.

A.2.2. Otros complejos de Pt con propiedades antitumorales

A.2.2.1. Reglas estructura-actividad

Las investigaciones encaminadas a desarrollar nuevos farmacos antineoplasicos
basados en Pt, se apoyaron desde un principio en ciertas reglas estructura-actividad
definidas por Cleare y Hoeschele en 1973'. Estas reglas estructura-actividad
enumeraban una serie de requisitos de composicibn y de estereoquimica que se
presumian deseables para que los nuevos farmacos desarrollados tuvieran buenas
propiedades antitumorales a la vista de la experiencia obtenida con el cisplatino. Dichas

reglas se pueden resumir en los siguientes puntos:

e Los complejos pueden ser derivados de Pt(ll) o Pt(IV) siempre que contengan
dos ligandos aminados en posicion cis- con al menos un enlace N-H. Estos
ligandos, también llamados no salientes, se cree permanecen unidos al metal
cuando éste interacciona con la molécula diana.

e Los demas ligandos, denominados salientes, deben ser aniones haluros u
otro tipo de aniones que se unan al metal con enlaces de fuerza media. En
principio, la fuerza de este enlace serd inversamente proporcional a su actividad y
a su toxicidad.

e Los complejos Pt(IV) suelen ser menos activos que los Pt(ll), pero en general
son mas solubles en agua y posiblemente se activen tras reducirse a Pt(ll) por
algun tipo de reductor biolégico como la cisteina.

e El complejo debe ser neutro para que cruce mas eficazmente la membrana

celular.
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Estas reglas estructura-actividad delimitaron el camino a seguir en las
investigaciones sobre la evaluaciébn de nuevos compuestos de Pt como agentes
antitumorales. El resultado fueron los farmacos llamados de segunda y tercera
generacion®. Sin embargo, tal y como se comprobé méas adelante, el desarrollo de
complejos de Pt que no cumplian las reglas estructura-actividad no supuso la
desaparicion del efecto anticancerigeno. Hoy en dia existen dudas acerca de lo acertado
que fue el condicionamiento de las investigaciones aplicando estas reglas y de la utilidad

de las mismas.

A.2.2.2. Farmacos de segunda y tercera generacién

En la Figura 2 se formulan algunos de los farmacos mas importantes de segunda
y tercera generacion. Sin duda, el mayor exponente de los compuestos de Pt de segunda
generaciébn es el carboplatino (diamino(1,1-ciclobutanodicarboxilato)platino(ll)), cuyo
nombre comercial es Paraplatino. Junto con el cisplatino, son los dos Unicos complejos
de Pt cuya aceptacion es generalizada. Presenta menor toxicidad que el cisplatino y al
igual que él, debe ser administrado por via intravenosa y es activo frente al mismo tipo de
canceres. Sin embargo, su actividad antitumoral también es muy inferior a la del
cisplatino.

Entre los compuestos de tercera generacién, cabe destacar el oxaliplatino (trans-
L-1,2-diaminociclohexanooxalatoplatino(ll)), complejo derivado del 1,2-diaminociclo
hexano (DACH). Ha sido aprobado en Francia y en otros paises europeos para el
tratamiento de cancer colorrectal metastatico, sobre el que presenta una excelente
eficacia. Ademas de presentar menor toxicidad que el cisplatino, es activo frente a
tumores resistentes a este farmaco.

A pesar de los sucesivos fracasos en la evaluacion de complejos de Pt(IV), se ha
seguido insistiendo en su estudio ya que la idea de disponer de compuestos activos
acuosolubles capaces de resistir la acidez del estbmago y por tanto, administrables por
via oral, supone un gran avance en cuanto a la calidad de vida de los pacientes. Un

derivado DACH de Pt(1V) es el tetraplatino u ormaplatino pero su estudio ha sido
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Figura 2. Farmacos de segunda y tercera generacion

abandonado al comprobarse una severa neurotoxicidad en los ensayos clinicos. El
iproplatino o  CHIP  (cis,trans-diclorodihidroxi-bis(isopropilamina)platino(lV)), ha
presentado actividad frente al cancer de mama pero su estudio también fue abandonado
debido a que no mejoré significativamente los resultados del cisplatino. Sin embargo, los
compuestos de Pt(IV) no han sido olvidados del todo gracias a un reciente compuesto
llamado JM216, el cual se encuentra en fase clinica Il y se puede administrar por via oral.

Por dltimo cabe destacar tres compuesto de Pt(ll) que ofrecen prometedores
comportamientos. El nedaplatino (cis-diaminoglicolato-O,0"-platino(ll)), aprobado para
uso clinico en Japon, el lobaplatino (cis-1,2-diaminociclobutanoglicolato-O,0"-platino(ll)),
autorizado en China y el ZD0473 (cis-aminodicloro(2-metilpiridina)platino(ll)), en fase | de

ensayos clinicos.
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A.2.2.3. Nuevas generaciones de farmacos

Tal y como se comentd anteriormente, las reglas estructura-actividad han tenido
un dudoso beneficio sobre el avance en la evaluacion de compuestos de Pt con actividad
antitumoral. Muchos son los que cuestionan la eficacia de estas reglas y abogan por
reconsiderarlas e incluso abandonarlas®™. Lo cierto es que hoy en dia estan naciendo
nuevos y prometedores compuestos de Pt que no cumplen dichas reglas™®.

A continuacion, se citan algunos ejemplos de compuestos de Pt que no cumplen
las reglas estructura-actividad y que sin embargo, ofrecen interesantes perspectivas dado
que muestran cierto grado de actividad. Los derivados cis-[Pt(NHs),(guanosina)]** y
[PtCl3(NH3)], incumplen la regla de ser complejos neutros. Los derivados trans®* que se
muestran en la Figura 3, incumplen la regla de tener ligandos aminados en posicién cis.
Ejemplos de este tipo de derivados son los complejos tipo trans-[PtCl,L,], siendo “L” un
tiazol, imidazol, piridina, isoquinolina o iminoéter, o el complejo de Pt(IV) JM335
(trans,trans,trans-amino(ciclohexilamino)diclorodihidroxoplatino(lV)), éste dltimo con
mayor actividad que el cisplatino. Por ultimo, cabe mencionar una nueva generacion de
compuestos trans-polinucleares cuyo maximo exponente es el complejo BBR3464 que

esta en fase clinica I.

A.2.3. Problematica sobre los farmacos antitumorales basados en complejos
de Pt

Desde que el cisplatino entra en el torrente sanguineo tras su administracion
intravenosa, hasta que penetra en la célula y causa el efecto citotéxico, el farmaco
interacciona con multitud de biomoléculas. Estas interacciones tienen que ver con
fendmenos de transporte, de traspaso de la membrana celular, fendmenos de resistencia
inducida e incluso con disfuncionalidades en ciertas biomoléculas que conducen a
toxicidades. Durante las primeras décadas tras el descubrimiento del cisplatino como

farmaco antitumoral se invirtieron grandes esfuerzos en la comprension de su mecanismo
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Figura 3. Isébmeros trans de complejos de Pt con actividad anticancerigena

citotéxico. No se tardd mucho en asociar sus propiedades antitumorales con su
interaccion con el ADN. Por ello, multitud de trabajos se desarrollaron con el objetivo de
caracterizar la accion citotéxica en el ADN, y hoy en dia probablemente sea la parte mas
conocida de su accién. Basados en estudios de este tipo, se formularon las reglas
estructura-actividad que debian cumplir los potenciales farmacos de Pt para interaccionar
adecuadamente con el ADN. Como ya se ha mencionado, el éxito de estas reglas fue
muy relativo, y de hecho hoy en dia los Unicos complejos de Pt que tienen aprobacion
mundial para su uso como antitumorales son el cisplatino y el carboplatino. La posible
razén de este fracaso se puede encontrar en la consideracion aislada de la interaccion
del farmaco con el ADN sin tener en cuenta que el entorno de esta accion es un sistema
biolégico dindmico que puede afectarle de diversas maneras.

Actualmente las tendencias en el estudio del comportamiento del cisplatino y de
otros compuestos de Pt, se encaminan hacia la comprension global de las interacciones

del farmaco en su recorrido por el organismo. Por ello, en los Ultimos afios se han
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publicado una gran cantidad de trabajos enfocados a caracterizar la interaccion del
farmaco con biomoléculas diana distintas al ADN, presentes en el plasma sanguineo, en
el citosol celular, en el citoesqueleto, en las membranas o en vesiculas celulares®.

Por lo tanto, es de vital importancia revisar los conocimientos hasta ahora
adquiridos sobre estos farmacos, sus mecanismos de accion y las incognitas que aun
esconden, para poder sugerir nuevas lineas de investigacion que aporten nueva
informacidn, bien para aplicar los actuales farmacos de forma mas adecuada, o bien para
disefiar nuevos farmacos que mejoren las propiedades antitumorales y reduzcan los

efectos secundarios.
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A.3. Antecedentes bibliograficos del andlisis bioinorganico de
cisplatino, carboplatino y oxaliplatino

A lo largo de este apartado se va a hacer un recorrido por los principales trabajos
publicados acerca del analisis bioinorganico de los farmacos cisplatino, carboplatino y
oxaliplatino. Como ya se ha mencionado anteriormente, estos tres farmacos
antitumorales de Pt son los de mayor aplicacion mundial.

Son muchas las disciplinas de la ciencia que han contribuido a profundizar en el
conocimiento del comportamiento de estos farmacos en los seres vivos. Sin embargo, en
esta memoria se prestara especial atencién a los trabajos relacionados con la Quimica
Analitica y a la contribucién de esta disciplina a los avances logrados en los ultimos afios.
Las aplicaciones de mayor interés quedan recogidas en las tablas correspondientes al
Anexo |. Sin embargo, seria injusto atribuir Gnicamente a la Quimica Analitica el
extraordinario desarrollo que esta experimentando la investigacién sobre los farmacos
antitumorales basados en Pt. A pesar de ser farmacos conocidos desde hace varias
décadas, es ahora cuando el niumero de trabajos publicados relacionados con el estudio
de su comportamiento y propiedades ha experimentado un mayor incremento. Basta
fijarse en el numero de trabajos publicados® en los Ultimos afios sobre cisplatino,
carboplatino y oxaliplatino (Figuras 4, 5y 6).

Con la mejora en las técnicas analiticas y el avance en el conocimiento del
comportamiento de los farmacos antitumorales basados en Pt, los objetivos fijados para
el desarrollo de nuevos estudios en este campo han ido variando. De esta manera, en un
primer momento fue primordial la determinacion del Pt total acumulado en distintos
organos diana asi como la distribucién del farmaco en el organismo. Enseguida se
comprobd la poca estabilidad de algunos de estos farmacos en disolucién acuosa y se
constatd la distinta efectividad citotoxica y/o toxicidad que presentaban sus distintas
especies. De este modo, cobraron importancia los estudios de especiacién® para evaluar
la estabilidad de los farmacos en distintas condiciones asi como para determinar la

eficacia antitumoral o los efectos secundarios producidos por los distintos derivados.
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A.3.1. Evolucion del cisplatino, carboplatino y oxaliplatino en medio acuoso

Cisplatino

Como primer farmaco antitumoral de Pt descubierto, el cisplatino ha sido el mas
estudiado y desde hace unas dos décadas estan caracterizadas sus distintas formas

25-30 (Figura 7). Sin embargo,

hidrolizadas derivadas de su evolucion en medio acuoso
muy distinta es la deteccién e identificacion de estos derivados en medios y
concentraciones fisiologicas. Por ello, en los dultimos afios se han desarrollado
metodologias analiticas para poder abordar dicho fin.

Andersson et al.** propusieron a mediados de los afios noventa la separacion de
cisplatino y el monoacuo derivado mediante una cromatografia bidimensional en linea
empleando una columna de intercambio aniénico fuerte y una columna de intercambio
cationico fuerte. La deteccion UV a 344 nm se llevo a cabo tras una derivatizacion post-

columna con DDTC (dietilditiocarbamato) y se estudio la influencia sobre la separacion
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Figura 7. Evolucién del cisplatino en medio acuoso

cromatogréfica de factores como el pH, la temperatura y el contenido de metanol en la
fase movil. Poco tiempo después, estos mismos autores propusieron nuevas
separaciones cromatograficas monodimensionales basadas en columnas rellenas de
particulas esféricas de grafito poroso con la misma deteccion UV tras derivatizacién con
DDTC?* | para el estudio de la estabilidad y farmacocinética de las especies en sangre y
plasma.

Mas recientemente, se han desarrollado metodologias analiticas mas sencillas y
sensibles para la separacion y deteccion del cisplatino y sus productos de hidrdlisis.

Verschraagen et al.*

emplearon una separacion cromatografica basada en intercambio
aniénico fuerte con deteccibn mediante GFAAS en modo discontinuo, con la que
consiguieron separar cisplatino de su monoacuo complejo. Ademas este método fue
aplicado con éxito a la separacion de estas dos especies en plasma humano. Heudi et
al.*® en experimentos empleando RP-HPLC-UV o RP-HPLC-ICP-MS no observaron la

formacion de diacuo complejo ni dimero del cisplatino incubando el farmaco en medio
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acuoso y a temperatura ambiente. Estos datos coinciden con lo publicado anteriormente
por otros autores® que sostienen que la formacién del diacuo complejo, y por tanto del
dimero de cisplatino, s6lo se produce significativamente si se eliminan del medio los
cloruros disociados, por ejemplo mediante la adicion de AgCl. Por el contrario, si se
observa la transformacién de un 30% de cisplatino en su monoacuo complejo a las 5 h de
incubacion. Afiadiendo 15 mmoles L™ de NaCl al medio se reduce drasticamente esta
transformacion, siendo sélo un 2% del farmaco el que evoluciona a su especie
monohidratada. Otros autores habian descrito previamente la estabilidad de cisplatino en
medio salino®.

Por el contrario, otro trabajo basado en la técnica hibrida RP-HPLC-ESI-MS¥,
presenta resultados que difieren sustancialmente de los comentados anteriormente. Asi,
empleando condiciones de incubacién similares a las utilizadas por Heudi et al.*®, se
consigue separar cisplatino, monoacuo y diacuo derivado, y el dimero del farmaco, con
una excelente resolucion. Todas estas especies fueron identificadas por ESI-MS
empleando concentraciones de farmaco de 50 pmoles L. Los datos recogidos en este
estudio muestran como, a las 24 h de incubacién en medio acuoso a 37 °C y en ausencia
de luz, un 30% del cisplatino inicial ha evolucionado. La maxima intensidad del pico
correspondiente al monoacuo derivado se alcanza a las 3-4 h, mientras que el diacuo no
alcanza su maxima intensidad hasta las 5 h. El dimero empieza a observarse a las 2 h de
incubacién y crece durante las 24 h del experimento. En este mismo experimento también
se ensayaron los efectos de las condiciones acidas (pH 3,0) y basicas (pH 8,2) en la
evolucion. A pH acido, se favorece la formacion del monoacuo complejo, no detectandose
el dimero tras 24 h de incubaciéon. En condiciones basicas se favorece la pérdida de Cl,
por tanto se forma el diacuo complejo y el dimero més intensamente que en condiciones
acidas y neutras.

El desarrollo de metodologias analiticas de alta sensibilidad para estudiar la
evolucion de las especies es otro de los objetivos de la investigacion de los farmacos
basados en Pt. Haciendo uso de HPLC-ICP-MS, Hann et al.*® consiguieron limites de
deteccion de entre 0,09 y 0,15 pg L' en muestras acuosas, bioldgicas vy
medioambientales para cisplatino. Ademas la separacién cromatografica planteada en
este trabajo consigue resolver simultaneamente cisplatino, sus dos especies hidratadas,
oxaliplatino, carboplatino y ciertos derivados de este ultimo farmaco, empleando una fase

estacionaria con mecanismo mixto de fase inversa e intercambio aniénico. También se
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han experimentado mejoras en la sensibilidad de las técnicas estructurales de masas
como ESI-MS en lo que se refiere a la deteccion de cisplatino y sus derivados. El empleo
de ESI-FAIMS-IT-MS afiadiendo N, como tercer gas cortina/carrier del FAIMS
(espectrometria asimétrica por movilidad de iones), aumenta la sensibilidad disminuyendo
el ruido de la sefial y mejorando en dos 6rdenes de magnitud los limites de deteccién de
ESI-IT-MS para cisplatino, llegando hasta 0.7 ng mL™ *. Particularmente en este trabajo
se consiguen separaciones de cisplatino, monoacuo y diacuo complejos, sin necesidad
de una técnica de separacién previa o de algun tipo de derivatizacion.

Por ultimo, cabe destacar dos interesantes trabajos en los que se evaltan las
interacciones del cisplatino y sus productos de hidrdlisis con fases moviles de amplio uso.
Ambos trabajos tienen un profundo enfoque analitico ya que se cuestionan hasta qué
punto la especie que se detecta o identifica por distintas técnicas analiticas esta presente
en la muestra o es un artefacto que surge por la interaccion de la especie real con alguin
compuesto empleado en el andlisis. El-Khateeb et al.** utilizaron RP-HPLC-UV para el
analisis de cisplatino y sus derivados, e hicieron un exhaustivo estudio de su reactividad
con componentes habituales de las fases moviles, ayudados por resonancia magnética
nuclear (NMR). Observaron que el acetonitrilo, usado como modificador organico en
muchas fases moviles, interacciona intensamente con el monoacuo y el diacuo derivado,
mientras que el metanol es mucho menos reactivo. En cuanto a los acidos usados para el
ajuste del pH de la fase movil, se recomienda el acido trifluorometanosulfénico, mientras
que los &cidos carboxilicos se demuestran reactivos con el analito. El acido
hexanosulfonico y el dodecilsulfato sédico (SDS) no presentan una reactividad
significativa con ninguno de los derivados del cisplatino, sin embargo, se prefiere el uso
de SDS al ofrecer una mejor separacion cromatografica. En un trabajo que aborda
aspectos similares, Heudi et al.*® evalian mediante RP-HPLC-UV y RP-HPLC-ICP-MS, la
idoneidad de acido fosférico o formico como componentes de la fase movil. La separacion
cromatogréfica de cisplatino y su monoacuo derivado empleando acido férmico resuelve
dos picos con Pt, mientras que empleando fosférico se generan dos picos platinados
adicionales, posiblemente como consecuencia de la interaccion del acido fosférico con
las especies. Por lo tanto, se concluye que el acido formico es mas adecuado que el

fosforico para la separacion cromatografica por fase inversa de derivados de cisplatino.
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Carboplatino

Aunque la estabilidad del carboplatino tanto en medio acuoso como en medio
salino, ha sido constatada con anterioridad®®, recientes trabajos demuestran la existencia
de diversos productos de hidrélisis o degradacion en medio acuoso*, si bien es cierto
gue el porcentaje de farmaco hidrolizado es muy pequefio en comparacion con el
farmaco que permanece en su forma original. Hasta 8 formas derivadas del carboplatino
se han detectado mediante RP-HPLC-UV y 3 de ellas se han identificado mediante ESI-
MS. La Figura 8 muestra un esquema del mecanismo propuesto en el mencionado
trabajo acerca de la degradacion e interconversion del carboplatino, siendo CP-I, CP-1l y
CP-IV las especies identificadas por ESI-MS.

En un trabajo anterior, Burns et al.*? detectaron mediante RP-HPLC-UV-ESI-MS la
formacion del dimero de carboplatino (CP-1V) en disolucién acuosa, sin embargo, no
fueron capaces de separarlo cromatograficamente del farmaco intacto ni de detectar otros
productos de degradacién. La adicién de un 0,02% de &cido formico a la fase mdévil
empleada mejoro la sensibilidad del método previniendo la formacion del dimero debido
al bajo pH. De esta manera, se consiguen limites de deteccion para el carboplatino de 35

ng mL™.

Oxaliplatino

No son muy numerosos ni exhaustivos los trabajos dedicados a la caracterizacién
de los distintos derivados del oxaliplatino. En presencia de medios o fluidos biolégicos, el
oxaliplatino sufre una serie de transformaciones espontdneas no mediadas
enzimaticamente. El grupo saliente oxalato es desplazado por H,O o nucledfilos
presentes en el medio, tales como CI" 0 HCOj3'. La bibliografia referente al oxaliplatino,

ofrece diferentes estructuras hidrolizadas o cloradas procedentes del farmaco®**

que se
han encontrado en orina o sangre (Figura 9). Contrariamente al cisplatino, el oxaliplatino
ha demostrado ser menos estable a medida que aumenta la concentracion de cloruros,

siendo el Pt(DACH)CI, el producto mayoritario®.
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A.3.2. Interaccion de los farmacos de Pt con las biomoléculas de la sangre

La sangre se puede considerar como una muestra bioldégica de no muy elevada
complejidad, compuesta por plasma (60%) y células sanguineas (40%)“°. El plasma es un
liquido amarillento y salado mas denso que el agua, que a su vez est4d compuesto por
suero Yy fibrindgeno. El suero sanguineo es el liquido que permanece tras la coagulacion
de la sangre y es rico en importantes proteinas como albumina, transferrina (Tf),
inmunoglobulinas, etc. Por otro lado, las células sanguineas son los glébulos rojos,
también llamados eritrocitos, hematies o células rojas, los glébulos blancos o leucocitos y
las plaquetas. Una de las mas importantes proteinas de las células rojas es la
hemoglobina (Hb). Todas las proteinas mencionadas tienen diferentes funciones y
pueden estar involucradas en la distribucion y excreciéon del farmaco, asi como afectar a
su actividad, eficacia y toxicidad.

Cisplatino, carboplatino y oxaliplatino se administran por via intravenosa, de ahi la
gran importancia que tiene el estudio de la interaccion de estos agentes antitumorales
con los componentes del torrente sanguineo®’. La eficacia y toxicidad de estos farmacos,
estd notablemente influenciada por la manera de administrar las dosis, el empleo de
agentes protectores, la aplicacion combinada de otros farmacos y terapias, o la forma
quimica en la que se encuentra el farmaco administrado. Mediante ICP-AES e ICP-MS,
se ha cuantificado el Pt total y el Pt libre en plasma sanguineo, correspondiente al
farmaco total y al farmaco no ligado a proteinas, respectivamente. De esta manera, se
demostré que se acumulan cantidades muy inferiores de Pt aplicando tratamientos que
constan de un cierto numero de dosis de concentracion reducida, que administrando una
sola dosis muy concentrada del farmaco®. También se ha comprobado que es
beneficiosa para el organismo la administracion lenta de las dosis del farmaco en lugar de
inyecciones rapidas y puntuales®.

Muchos afios de experimentacion con estos anticancerigenos basados en Pt han
servido para aprender a potenciar sus efectos citotdxicos y paliar sus efectos secundarios
mediante la administracion previa, simultanea o posterior de ciertos agentes. De esta
manera, se ha demostrado que hidratando al paciente y administrdndole pequefias
cantidades de NaCl o NH,Cl unas horas antes de cada dosis de cisplatino, se previene en
cierta medida la nefrotoxicidad propia de este farmaco®. Para prevenir la ototoxicidad

producida por el carboplatino en terapias que implican la apertura de la barrera
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hematoencefalica durante el tratamiento, se ha comprobado la eficacia del tiosulfato
sédico cuando es administrado varias horas después del carboplatino®'. Por otro lado, se
pueden administrar como parte del tratamiento terapéutico, los denominados agentes de
rescate o protectores. Estos agentes son capaces de formar complejos estables con el Pt
plasméatico para posteriormente ser excretados. Sin duda, estos agentes de rescate han
demostrado ser eficaces en la prevencion de la nefrotoxicidad del cisplatino ya que evitan

que el farmaco interaccione en el rifion™*.

El cisplatino interacciona con muchas proteinas presentes en la sangre. En
experimentos de fraccionamiento mediante ultrafiltracion un gran porcentaje de Pt queda
unido a la fraccién de alto peso molecular, lo cual no deja de ser interesante sabiendo
que Unicamente es activo el farmaco que no se une a biomoléculas®. Experimentos
mediante técnicas hibridas SEC-ICP-MS®3, muestran que tras 3 h de incubacién en un
suero sanguineo, el 80% del cisplatino permanece libre, mientras que a las 24 h de
incubacion un 80% del farmaco esta unido a biomoléculas. Esta gran afinidad por las
biomoléculas de la sangre unido al alto contenido salino del medio, son seguramente las
responsables de que el cisplatino no evolucione significativamente hacia su monoacuo
complejo. Asi lo demuestran Andersson et al. al incubar cisplatino en plasma sanguineo
en condiciones fisiolégicas de pH y temperatura®’, y en experimentos in vivo con
pacientes tratados con cisplatino®, donde ademéas se observa que la mayoria del
monoacuo complejo detectado proviene de la dosis administrada y no de evolucion en el
propio torrente sanguineo. En estos mismos trabajos se ofrecen datos de vidas medias
del fAarmaco y su monoacuo complejo, comprobandose que en ambos casos los valores
son muy bajos, oscilando entre 0,26 y 1,43 h. Estudios mas recientes dedicados a la
separacion de cisplatino intacto y del monoacuo complejo en plasma humano™,
confirman estos mismos resultados mediante analisis HPLC-ICP-MS.

Generalmente se piensa que el farmaco unido a las proteinas de la sangre se
excreta, pero hay quien mantiene que también sirve como almacén del complejo de Pt*®.
Dentro de las posibles dianas de los farmacos antitumorales con Pt se ha descrito que el
cisplatino interacciona con la Hb mas intensamente que con la albumina y mucho mas

que con las inmunoglobulinas®®.
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Transcurridos entre 5 y 17 afios desde el tratamiento con cisplatino, se han podido
detectar en sangre concentraciones de Pt que oscilan entre 31 y 330 ng L™, lo que

supone de 100 a 1000 veces mas que los niveles fisioldgicos®’.

En cuanto al carboplatino, existen muy pocos trabajos donde se evalien sus
interacciones con las proteinas de la sangre ya que, quizas, éste sea el farmaco menos
reactivo de los tres estudiados. Esta escasa reactividad explica que se excrete en gran
medida sin transformarse y que traspase facilmente la barrera hematoencefalica.
Haciendo uso de LC-ESI-MS, Guo et al.*® recuperan intacto entorno al 60% del
carboplatino incubado en plasma ultrafiltrado de rata. Aln asi, recientemente se han
determinado mediante SEC-ICP-MS interacciones del carboplatino con biomoléculas de

la sangre con peso molecular cercano al de la HSA y al de las y-globulinas®.

Al igual que el cisplatino, el oxaliplatino tiene una intensa interaccion con las
biomoléculas del torrente sanguineo®. Al entrar en contacto con la sangre, el oxaliplatino
pierde el grupo saliente oxalato dando lugar a especies mas reactivas (Figura 9). Entre el
85 y el 88% del farmaco se une a biomoléculas del plasma sanguineo tras 5 h de
incubacién con una vida media de 2 h®. Uriens et al.* corroboran estos datos ya que
incubando oxaliplatino en suero sanguineo observaron que entre el 79 y el 87% del Pt se
encontraba unido a biomoléculas, en su mayoria covalentemente, alcanzandose el
equilibrio a las 6 h. Otros autores aportan nuevos datos sobre la distribucion del
oxaliplatino en sangre de pacientes tratados con oxaliplatino y en experimentos in vitro
con plasma®*®®, Tras 24 h el 80% del Pt se encuentra unido a biomoléculas del plasma
sanguineo y la relacion entre el Pt presente en células rojas de la sangre, plasma
sanguineo y farmaco no unido es 3,1 : 3,7 : 1,0. La irreversibilidad de la unién del
oxaliplatino con las células rojas® y la constatacién en experimentos in vitro® de
ausencia de flujos de Pt desde los eritrocitos, hace pensar que éstos no actian como

almacén de oxaliplatino farmacolégicamente activo.

Trabajos de especiacion mediante SEC-ICP-MS con plasma ultrafiltrado de
pacientes tratados con oxaliplatino, permiten asociar pesos moleculares de picos
cromatogréficos con Pt, con ciertas proteinas de la sangre®. De esta manera, se observa

gue el 40% del Pt eluye en la banda cromatografica 160-200 KDa, pudiendo deberse a
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unién a y-globulinas, otro 40% eluye a unos 60 KDa, coincidente con el peso de la HSA 'y
menos del 15% eluye por debajo de 2 KDa, pudiéndose atribuir esta sefial a diversas
especies como oxaliplatino libre, Pt-DACH o union a metionina, cisteina, etc. También
existen trabajos recientes que determinan las constantes de velocidad de reaccion entre
el oxaliplatino y biomoléculas tales como glutation, cisteina y metionina®. Los resultados
confirman que el oxaliplatino reacciona mas rapidamente con estas biomoléculas que el
cisplatino, lo cual debe ser tenido en cuenta a la hora de evaluar sus efectos en la célula.
El célculo de la vida media terminal del oxaliplatino libre en sangre ofrece datos
dispares y oscila entre 27%” y 237 h®, segln los autores y las técnicas empleadas. Los
aductos oxaliplatino:proteina presentan vidas medias de alrededor de 10 dias®®. Sendos
trabajos in vivo tras administraciones de 130 mg m™ de oxaliplatino, ofrecen mas datos de
distribucién del oxaliplatino en sangre. En el primero de ellos®®, 2 h después de la
administracion del quinto ciclo del tratamiento, un 65% del Pt en sangre se encuentra
unido a biomoléculas, un 90% tras 6h y un 98% tras 3 semanas. De la misma manera, en
el segundo trabajo® se observa, 2 h después de la primera administracién, un 70% del Pt
unido a biomoléculas y més del 95% cinco dias més tarde. A pesar de ello, no se observa
acumulacion del farmaco en la sangre al contrario que en el caso del cisplatino, que se
acumula tanto libre como unido a biomoléculas. Probablemente por ello el oxaliplatino no

presenta nefrotoxicidad y la neurotoxicidad que produce es retardada o reversible®.

A.3.2.1. Interaccion de los farmacos de Pt con la albimina

La albumina presente en el suero sanguineo humano (HSA) ha demostrado tener
mucha afinidad por los farmacos antitumorales basados en complejos de Pt"°. De hecho,
en incubaciones de HSA con cisplatino no se aprecia saturacion de la proteina aunque se
empleen grandes excesos de farmaco’*. El transplatino presenta ain mayor reactividad
que el cisplatino. El enlace cisplatino:HSA se ve influenciado por una gran cantidad de
variables, como la relacion farmaco:proteina, el medio y tiempo de incubacién, la
concentracion inicial de la proteina, etc. De esta manera, diversos trabajos basados en
filtracibn en gel ofrecen informacion sobre la estequiometria y la cinética de esta
interaccion sin llegar a coincidir completamente en sus resultados. Asi, por ejemplo,

|7l

Trynda-Lemiesz et al.”” publican que tras 14 dias de incubacién a 37°C con un exceso de
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cisplatino de 20 veces, cada mol de HSA une hasta 8 moles de cisplatino. Incubaciones
mas cortas de entre 2 y 6 dias, con exceso de cisplatino de 60 veces, obtienen la union
de entre 3,5y 10,2 moles de farmaco a cada mol de HSA'2. En ambos trabajos la cinética
de reaccion observada es rapida en una fase inicial y mas lenta en una segunda fase. Sin
embargo, se trabaja muy lejos de las proporciones farmaco:proteina alcanzadas
realmente en la sangre de seres vivos tratados con cisplatino, por lo que la interpretacion
de los resultados de constantes de velocidad es compleja.

Trabajos mas recientes basados en CE-ICP-MS estudian la estequiometria y
cinética de las interacciones cisplatino:HSA™. Las ventajas de las técnicas
electroforéticas radican en el bajo consumo de analito, tiempos de andlisis cortos,
ausencia de efectos de la técnica sobre el equilibrio farmaco:proteina y compatibilidad
con condiciones fisiologicas’". Al aumentar la relacién farmaco/proteina se observa un
aumento en la velocidad de reaccion alcanzando su maximo a 50 h con un exceso de
cisplatino de 20 veces. La cinética de la reaccion fue caracterizada como de pseudo-
primer orden con una constante de velocidad k de 5,5 10® s, Gnico dato disponible hasta
la fecha acerca de cinéticas de reaccion entre farmacos basados en Pt y proteinas de la
sangre.

Hasta hoy en dia, los datos que se tienen acerca de las constantes de enlace
entre HSA y farmacos basados en Pt son escasos y parciales. Ciertos estudios por
espectroscopia UV/Vis’® han calculado constantes de asociacion midiendo la absorbancia
de la HSA (banda a 270 nm) a concentraciones crecientes de farmaco y asumiendo un
solo tipo de sitio de unién en la formacién del aducto cisplatino:HSA. Mediante CE se han
realizado estudios de constantes de enlace y estequiometrias entre cisplatino u
oxaliplatino, y distintas proteinas (HSA y Tf) en condiciones de equilibrio’’, obteniéndose
resultados comparables para ambos farmacos.

Desde hace muchos afios se ha pensado que la gran afinidad que presentan los
farmacos basados en Pt por la albumina reside en el grupo cisteina 34. Sin embargo, en
la albumina soélo existe un grupo cisteina, por lo que deben existir otros puntos de enlace
que justifiquen la elevada estequiometria que se observa al incubarla con cisplatino. A
principios de la década de los 90 se demostr6 con albumina de suero bovino (BSA) la

27879y transplatino®,

ruptura de puentes disulfuro para unir moléculas de cisplatino
probablemente seguida de enlaces intramoleculares con la consecuente alteracion de la

estructura secundaria de la proteina y por tanto de su actividad biolégica. Sin embargo,
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con los puentes disulfuro rotos y la cisteina 34, no se justificaba aun la unién de tantas
moléculas de cisplatino, por lo que se pensé en sitios de enlace alternativos como

metioninas o histidinas. Reedijk et al. >> &

sugieren gue los aductos Pt:metionina pueden
servir como reservorios de Pt para la platinacion del ADN. Por otro lado, hay autores que
identifican mediante ensayos de NMR, la metionina-298 como el residuo sulfurado de
mayor afinidad por el cisplatino®. En este mismo trabajo no se identificé la histidina como
un posible N-ligando aunque si se hall6 un ligando nitrogenado participante en la
formacion de un S,N-macroquelato. En esta misma linea se enmarcan los
descubrimientos de un trabajo citado con anterioridad’®, donde mediante FTIR se
observan cambios o desplazamientos en grupos amida o tiol de tirosinas y cisteinas, que
por tanto, pudieran estar implicados en la union del cisplatino. Ademas se vuelven a
confirmar cambios estructurales en la HSA inducidos por su interaccion con el cisplatino.
El farmaco puede inducir cambios conformacionales en las proteinas al unirse a
ellas, bien por pequefios cambios en el entorno del centro de union o por cambios en la
estructura secundaria de la proteina. Un ensayo tipico para monitorizar los cambios
conformacionales que sufre la HSA en presencia de cisplatino es la medida por
fluorescencia del quenching del triptéfano 214™72%° En funcién de la relaciéon molar
farmaco/proteina la intensidad de la sefial de fluorescencia puede disminuir entre un 30 y
un 75% con respecto al valor inicial. Esto indica un cambio en el bolsillo hidrofébico del
subdominio IIA hacia la creacion de un entorno més hidrofébico. La ruptura de puentes
disulfuro de la proteina en presencia de cisplatino, podria ser responsable del cambio en
la estructura secundaria, es decir, de la deformacion de la hélice a. La HSA intacta posee
una estructura compuesta en un 67% por hélice a. Por dicroismo circular (CD), se
evidencia una alteracion de las bandas correspondientes al enlace S-S acompafada de
un cambio en el contenido estructural de hélice a°®. Otros estudios similares basados en
la misma técnica revelan disminuciones de aproximadamente el 15% en la estructura
hélice a. Otras técnicas se han usado para constatar la disminucion de la estructura
hélice a. Asi por ejemplo, mediante espectroscopia UV/Vis se observa una disminucion
del 33%° y mediante FTIR de aproximadamente un 45%'®. La ruptura de los puentes
disulfuro en presencia de cisplatino también se ha observado en las y-globulinas®,

generandose agregados insolubles como consecuencia de la interaccion.
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También existen evidencias de dimerizacion de la HSA en presencia de cisplatino.
Estudios por filtracién en gel y detecciébn UV/Vis confirman la dimerizacion de la HSA,
produciéndose especies de peso molecular entorno a 140 KDa®. Probablemente la
ruptura de puentes disulfuro esté relacionada con los procesos de agregacion. De esta
manera se podria explicar lo observado por Einhauser et al.*> donde tras 24 h de
incubacién no encuentran Pt en fracciones inferiores a 100 KDa. El transplatino reduce la

1 e induce la dimerizacién de la HSA® en mayor grado que el

estructura helicoida
cisplatino.

Otro aspecto importante a considerar cuando la HSA interacciona con farmacos
antitumorales basados en Pt, es el cambio de afinidad por otros ligandos. Monitorizando
mediante espectroscopia UV los aductos HSA:hemo y cisplatino:HSA:hemo™*, se observa
la supresion del enlace hemo en presencia del farmaco. En este mismo trabajo se ha
observado mediante CD que la unién de la bilirrubina a la HSA se altera en presencia de
cisplatino.

Por ultimo, cabe citar uno de los pocos trabajos relacionados con la interaccion del

carboplatino con proteinas de la sangre. En este estudio Ni et al.®*

concluyen que la unién
del carboplatino a la HSA puede favorecer el efecto quimioterapéutico del farmaco ya que
comprobaron que al administrar conjuntamente 5 mg/Kg de carboplatino y 500 mg/Kg de
HSA, aumenta la cantidad de Pt detectado en higado, estdmago, intestino, pulmoén,

peritoneo y cavidad pélvica, con respecto al grupo control.

A.3.2.2. Interaccion de los farmacos de Pt con la transferrina

A pesar de ser una de las proteinas mas importantes del suero sanguineo (2.5
g/L), la Tf no parece interaccionar predominantemente con complejos de Pt. Asi ha sido

demostrado por Rudnev et al.”’

, quienes evaluando las constantes de asociacién y
estequiometrias del cisplatino y oxaliplatino con HSA y Tf, concluyeron que ambos
farmacos interaccionan mas intensamente con HSA. Sin embargo, existen interesantes
estudios que profundizan en la interaccién de la Tf con cisplatino u oxaliplatino. Los
trabajos publicados sobre la interaccion cisplatino:apo-Tf sugieren que el farmaco ocupa
un lugar de unién singular preferencial aunque, como se demuestra, es posible la union

de més de una molécula de cisplatino®. Los espectros ESI-Q-TOF del trabajo de Khalaila
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et al.® no permiten concluir cémo se une el cisplatino a la apo-Tf, pero parecen indicar la
union del farmaco intacto en primera instancia, para luego perder un cloro en el
transcurso de la incubacién. Sin embargo, estos resultados no terminan de ser
concluyentes, no sélo por los cortos tiempos de incubacién (maximo tiempo de
incubacién 3h), sino también por emplear relaciones molares muy lejanas a las
encontradas en pacientes tratados con estos farmacos y por llevar a cabo incubaciones
en condiciones de pH y temperatura no fisiologicas.

Mediante estudios de ESI-MS? y modelizacién molecular se justifica la unién del
cisplatino a grupos funcionales hidroxilo de la treonina 457 de la Tf* con pérdida de un
cloro por parte del farmaco. Por el contrario, otros experimentos de NMR muestran que la
metionina 256 y 499 son los Unicos residuos alterados en la formacion del aducto del
cisplatino con la Tf 8”2,

También se han llevado a cabo estudios comparando los efectos del cisplatino

libre y el cisplatino ligado a Tf*°

. El empleo del aducto farmaco:Tf en experimentos in vitro
produjo un descenso en la reactividad de la Tf hacia los receptores de células
cancerigenas A 431 (células de carcinoma epidérmico humano) asi como una
disminucion de la citotoxicidad del farmaco. Por el contrario, se observo un retraso en la
eliminacion del farmaco de la sangre si la forma administrada era el aducto cisplatino:Tf.
Los mismos autores demostraron posteriormente® que la citotoxicidad del aducto
cisplatino:HSA era alrededor de un orden de magnitud inferior a la del aducto
cisplatino:Tf.

El caso del oxaliplatino ha sido estudiado incubdndolo con holo-Tf (transferrina
saturada con Fe) y detectandolo mediante HPLC-ICP-MS y nanoESI-Q-TOF®. Los
resultados muestran la formacion de un aducto no covalente oxaliplatino:holo-Tf donde
una molécula intacta del farmaco se une sumando exactamente 397 Da al peso inicial de

la proteina. Ademas gracias al caracter multi-elemental del ICP-MS se ha podido

constatar que el Fe presente en la holo-Tf no se ve desplazado por el Pt.

32



Introduccion

A.3.2.3. Interaccién de los farmacos de Pt con la hemoglobina

La interaccién de cisplatino, carboplatino y oxaliplatino con la Hb se ha estudiado
mediante SEC-ICP-MS y nanoESI-MS. El orden de reactividad de estos farmacos con la
Hb es el siguiente: oxaliplatino > cisplatino > carboplatino®. La separacién y
monitorizacion mediante SEC-ICP-MS de las incubaciones de cada uno de estos
farmacos con Hb, ha permitido separar al menos tres especies diferentes Pt:Hb para
cada farmaco. La monitorizacion simultanea de °'Fe y '*°Pt en experimentos in vitro
donde se incubaron muestras de sangre de voluntarios sanos con cada uno de los
farmacos, ha permitido saber que de las tres especies sélo una contenia Fe,
seguramente correspondiente a la Hb intacta unida al farmaco. Las otras dos no
mostraron sefial de °’Fe por pérdida del grupo hemo. La pérdida del grupo hemo se
confirmd con experimentos nanoESI-MS donde se encontraron residuos m/z 616.5. Este
dato es de suma importancia por los posibles efectos secundarios que puede producir el
farmaco al mermar la capacidad de Hb para unir oxigeno.

También se han hecho estudios para conocer la especie de cisplatino que
interacciona con la Hb. En incubaciones de Hb con cisplatino, Mandal et al.*® encontraron
fragmentos de masas por nanoESI-MS con desplazamientos de 227 Da con respecto a
los fragmentos de la Hb intacta. Esta diferencia se puede explicar por la unién de
(Pt(NH3),)** (229 Da) y la pérdida de dos protones, no siendo por tanto el cisplatino
intacto el que se encuentra unido a la Hb. También se ha estudiado la influencia de
factores como la temperatura y la concentracion en las incubaciones de cisplatino con la
Hb%. Como cabia esperar, a 37°C se obtienen velocidades de interaccién mayores que a
temperatura ambiente. De la misma manera, mayores concentraciones de cisplatino
potencian la formacién de los complejos cisplatino:Hb y también la pérdida del grupo
hemo. Cabe destacar que aun empleando concentraciones clinicamente relevantes de
cisplatino (0,05 umoles L™), la formacién de complejos cisplatino:Hb tiene lugar,
aumentando segln se incrementa la concentracion de Hb (1-8 uM)®.

Recientemente se ha publicado un interesante trabajo donde se profundiza en la
naturaleza de la unién oxaliplatino:Hb®. En este trabajo se identifican mediante nanoESI-
Q-TOF aductos oxaliplatino:Hb, siendo éstos [(ahBh),-oxaliplatino] y [(ahfh),-Pt-DACH].
La formacion de estos aductos puede ir acompafada de pérdidas del grupo hemo como

se puntualizé anteriormente®.
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Varios autores han descrito como irreversibles las interacciones del oxaliplatino
con las proteinas de los eritrocitos®®°®. Determinar la extension en la que este farmaco
interacciona con la Hb es de suma importancia para conocer la cantidad de farmaco que
esta disponible para alcanzar el ADN y ejercer el efecto citotdxico deseado. Por ello no es
de extrafiar que algunos autores propongan el aducto oxaliplatino:Hb como biomarcador
para conocer la dosis efectiva de Pt administrada®™. Sin embargo, los mecanismos por los
que el oxaliplatino y otros farmacos antitumorales basados en Pt son transportados
dentro de los eritrocitos para formar los aductos farmaco:Hb, siguen siendo

desconocidos.

A.3.3. Interaccién de los farmacos de Pt con la orina

Los niveles basales de Pt en orina son extremadamente bajos como demostraron
Begerow et al.”® en un trabajo donde se empled ICP-MS de doble enfoque (DF-ICP-MS)
como detector. La combinacion de la fotolisis sobre la muestra de orina para eliminar
efectos matriz, con una técnica de alta sensibilidad como el DF-ICP-MS, permitié obtener
limites de deteccion de 0,24 ng L siendo los valores de concentracion de Pt basal en
personas no expuestas de 0,48 a 7,65 ng L. Estas reducidas concentraciones
fisioldégicas de Pt en orina permiten detectar con facilidad pequefas alteraciones en la
concentracion de Pt como consecuencia de tratamientos antitumorales con complejos de
Pt. De esta manera, se han podido detectar mediante voltamperometria concentraciones
de Pt en orina de 180 ng L™ en pacientes tratados con cisplatino hace 17 afios®’.

Las cantidades y la forma quimica en la que el farmaco es excretado, bien por la
orina o bien por las heces, tienen mucho que ver con su reactividad y por lo tanto con su
toxicidad. Los datos recogidos de la bibliografia muestran como el carboplatino, el
farmaco menos téxico de los tres estudiados a lo largo de esta memoria, es el que se

excreta mas rapidamente.
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Excrecion del cisplatino

La administracion de dosis de cisplatino de entre 40 y 140 mg m?, inyectado
puntualmente o mediante infusiones en periodos de 1 a 24 h de duracion, producen la
eliminacién por la orina del 10 al 40% del farmaco en las primeras 24 h”’. A los 5 dias de
la administracion de dosis de 40 a 100 mg m™? mediante infusiones en periodos de 2 a 8
h, del 35 al 51% del Pt ha sido excretado por la orina. Alrededor de un 13 a un 17% del Pt
excretado en la orina al cabo de 1 h tras la administracion de una dosis de 50 mg m?2, lo
hace en forma de farmaco intacto. La mayoria del Pt administrado se excreta en las
primeras horas y s6lo un pequefio porcentaje del Pt se excreta mas all4 de las 24 h. El
hecho de que mas del 50% del cisplatino administrado persista durante largo tiempo en el
organismo se debe a su elevada reactividad con biomoléculas de la sangre o del interior
celular. A pesar de haberse encontrado Pt en bilis e intestino grueso, la eliminacién del
cisplatino a través de las heces es insignificante.

Tang et al.%®

trabajaron en la identificacion de especies platinadas en orina de
pacientes tratados con cisplatino y estudiaron las diferencias entre las especies
encontradas en la orina de ratas control y diabéticas. Para ello utilizaron las técnicas RP-
HPLC-ICP-MS, NMR de 'H y *C y FAB-MS. Las especies metabolizadas in vitro fueron
caracterizadas mediante sus tiempos de retencién e identificadas por masas. Haciendo
uso de estos datos fue posible la identificacidbn en muestras reales de orina humana de
cisplatino intacto (C), su monoacuo complejo (Hy) y el complejo cis-
[Pt(NHa;),Cl(Creatinina)]” (R;) (Figura 10 a). De la misma manera, se identificaron
especies como el aducto cisplatino:urea, que no se resuelve totalmente de la especie Hy,
y el cisplatino:acido drico, que eluye justo después del farmaco intacto. Tres o cuatro
semanas después del tratamiento, ain quedan en la orina 50-100 pg L™ de Pt mientras
que justo después de la infusion del farmaco se detectaron 30-50 mg L™. En los
cromatogramas correspondientes a la tercera semana tras el tratamiento (Figura 10 b), se
observa una gran biotransformacion de las especies que se encontraron con anterioridad.
Excepto las especies minoritarias que eluyen a tiempos de retencion inferiores a 300 s,

las demas especies platinadas detectadas en estas separaciones no coinciden con las

citadas anteriormente, por lo que no pudieron ser identificadas.
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Figura 10. Cromatogramas (*°°Pt) de muestras de orina procedente de pacientes tratados con

cisplatino® recogidas a) inmediatamente después de la administracion y b) tres semanas después

Por ultimo, cabe destacar el estudio que se realiz6 en este mismo trabajo con

ratas control y diabéticas. Se conoce que las ratas diabéticas son resistentes a la

nefrotoxicidad® del cisplatino. El experimento consistié en la induccion de diabetes a un

grupo de ratas para posteriormente comparar las especies con Pt detectadas mediante

HPLC-ICP-MS en muestras de orina. La mayoria de las especies coincidieron tanto

cuantitativa como cualitativamente, con la excepcién de un pico minoritario que no fue

posible identificar.

36



Introduccion

Excrecion del carboplatino

Al igual que en el caso del cisplatino, el rifion es la principal ruta para la
eliminacion del farmaco®. También de la misma manera, la mayoria del farmaco se
excreta en las 6 primeras horas, eliminandose entre el 50 y el 70% de farmaco en las
primeras 24 h tras la administracion. Estos datos comparados con los del cisplatino
muestran una primera diferencia importante que esta relacionada con la reactividad de
ambos farmacos. Mé&s de la mitad del carboplatino administrado se excreta en las
primeras 24 h, mientras que el cisplatino ni siquiera en el peor de los casos alcanza el
40% de eliminacion. Ademas el 32% de la dosis se excreta como farmaco intacto. Esto

coincide con los datos ofrecidos por Tang et al.*®

(Figura 11 a) donde se aprecia que justo
después de la administracién del carboplatino el compuesto platinado mayoritario en la
orina humana es el farmaco intacto. Tres semanas después del tratamiento, aun se
aprecian grandes cantidades de Pt en la orina, sin embargo el carboplatino ha sufrido una
gran biotransformacion en mudltiples especies (Figura 11 b). En uno de los pacientes
estudiados se observan especies platinadas con tiempos de retencion iguales al
cisplatino y a su monoacuo complejo, lo que vendria a confirmar la posibilidad de que el
carboplatino pudiera convertirse in vivo en cisplatino®*,

En cuanto al carboplatino que no es eliminado tras 24 h, la mayoria (85-89%) se

encuentra ligado irreversiblemente a proteinas del plasma y es eliminado lentamente ya

que su vida media en el plasma es de al menos 5 dias.

Excrecion del oxaliplatino

La elevada reactividad del oxaliplatino se aprecia tanto en la cantidad de farmaco
excretada tras su administracion, como en la cantidad de especies platinadas que se

1.192 estudiaron

encuentran en la orina de pacientes tratados con este farmaco®. Allen et a
la excrecién de oxaliplatino en pacientes tratados con dosis simples de 130 mg m™. Las
muestras de orina y heces recogidas durante 5 dias a 5 pacientes, permitieron demostrar
que, al igual que para cisplatino y carboplatino, la eliminacién principal del oxaliplatino se

produce a través de la orina. Durante los cinco dias posteriores al tratamiento el 53,8%
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del Pt administrado fue eliminado por la orina y sélo un 2,1% por las heces. Otros autores
obtuvieron resultados parecidos en ensayos similares®®!%,

Mas alla de la cuantificacion del Pt excretado, se han llevado a cabo estudios
acerca de las especies de Pt que se encuentran en la orina. Experimentos in vitro de

194 Las especies

oxaliplatino con orina han mostrado hasta 16 especies con Pt
mayoritarias identificadas por espectrometria de masas fueron los complejos Pt(DACH)-
con dicreatinina (24%), metionina (6%), monocloro (2%), monoclorocreatinina (14%),

dicloro (7%) y monocreatinina (11%), mientras que el Pt(DACH)diacuo complejo se

a | b
4000 i 1000
3000 ~ Carbopiatin (‘ 800 -
. go4 C H
2000 4 [Paﬂents s Patient 5
f 400 +
1000 T \- L | 200 _{
2000 4+ 2000 - ) —
g 1500 - 1500 -
g Carboplatin | %
8 i 8 A Patient 8
L, 1000 ipaﬁems e
g -]
& 500 4 ‘ £ 500 -
K : . |
4000 - 3000 -
3000
Carbopiatin | 2000 -
2000 ~ | Patent7 Patient 7
: 1000
1000 -
|
D T l 4 ' o T 1 BB R t
0 00 600 900 1;& 1500 1800 0 300 600 900 1200 1500 1800
Time (sac) J Tirme (sac)

Figura 11. Cromatogramas (*°°Pt) de muestras de orina procedente de pacientes tratados con
carboplatino® recogidas a) inmediatamente después de la administracién y b) tres semanas

después
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identific6 mediante comparacion de los tiempos de retencion obtenidos por HPLC.
Trabajos in vivo con cinco pacientes tratados con 130 mg m de oxaliplatino confirman
los resultados obtenidos in vitro. De esta manera, se identificaron por masas los
siguientes complejos Pt(DACH)- con dicreatinina (1-4%), metionina (1-7%), monocloro
(2%), monoclorocreatinina (1-20%) y monocreatinina (1-10%). Ademas se identifico la
especie Pt(DACH)glutation (2-18%) que es muy significativa desde el punto de vista que
confirma la posibilidad de que el glutation intracelular actie como detoxificador. Existen
asimismo, otras especies con Pt resueltas por HPLC que no pudieron ser identificadas.
Otros trabajos también han conseguido excelentes separaciones de especies con Pt en
muestras de orina de pacientes tratados con 100 mg m? de oxaliplatino, sin embargo,

no han abordado la identificacion de las mismas.

A.3.4. Distribucion y acumulacién de los farmacos de Pt en tejidos

Tras el descubrimiento del cisplatino como potencial farmaco antitumoral, no
tardaron mucho en aparecer los primeros estudios acerca de la distribucion del farmaco

.19 estudiaron la acumulacion total del Pt mediante ICP-

en organismos vivos. Tothill et al
MS en animales y en humanos tratados con cisplatino y carboplatino. En ratas la
acumulacion resulté ser de entorno al 4% del Pt administrado al cabo de 3 meses y en
cerdos de un 5% transcurridos 11 meses. La acumulacion total en humanos a los 11
meses del tratamiento podia exceder el 5% de la cantidad administrada. Concretamente
determinaron que el higado era el 6érgano que mas Pt acumulaba, alcanzandose valores
de 0,5 ng de Pt por g de tejido himedo administrando 1 mg de cisplatino por Kg de peso
corporal.

Otros trabajos coinciden en que el higado es el 6rgano que alcanza la
concentraciéon de Pt mas elevada. Mediante fluorescencia de rayos X, Stewart et al.*®
confirman que tras la administracion de cisplatino el higado es el érgano que méas Pt
acumula, seguido de préstata y rifion. Inferiores son los niveles de Pt determinados en
vejiga, musculo, testiculos, pancreas y bazo, y mucho més reducidos los encontrados en
intestino, glandula suprarrenal, corazén, pulmones, cerebro y cerebelo. En la Figura 12 se

muestran los datos de 12 pacientes aquejados de diversos tumores, tratados con
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Figura 12. Concentraciones de Pt en tejidos humanos tras una terapia con cisplatinoloe. En todos
los érganos medidos se detectd Pt. La ausencia de medida de concentracion se debe a que ese
organo no pudo ser analizado. Los pacientes 1, 2, 3, 7, 9, 10, 11 y 12 eran hombres, mientras que

los pacientes 4, 5, 6 y 8 eran mujeres.

distintas dosis de cisplatino y cuyos érganos fueron analizados a diferentes tiempos tras
la altima administracion.

Estudios similares®®’ mediante andlisis por activacion neutronica (NAA) sefialan
una vez mas el higado como el érgano que mas Pt acumula tras una terapia con
cisplatino, seguido de rifion y testiculos. Por el contrario, los musculos pierden el Pt

La

| 108

acumulado mas répidamente que otros tejidos. imagen obtenida mediante

espectroscopia gamma, presentada por Areberg et a (Figura 13), muestra las zonas
donde se produce mayor acumulacién de ***Pt-cisplatino.
Por dltimo cabe destacar el trabajo de Siddik et al.'®®, donde se compara la

acumulacion de Pt experimentada en ratones tratados con cisplatino y con carboplatino.
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Se observa como, a pesar de la diferencia de dosis administradas a los ratones (4 mg
Kg™ de cisplatino y 80 mg Kg™ de carboplatino), la relacién Pt en tejido frente a Pt en
plasma sanguineo se mantiene similar para ambos farmacos durante la fase de
administracién. Posteriormente, entre el primer y el décimo dia, no sé6lo la mencionada
relacion, sino también las concentraciones de Pt en la mayoria de los tejidos analizados
fueron comparables. Sin embargo, en el caso de bazo, cerebro, musculo, testiculos
ovarios y bilis, las concentraciones de Pt tras la administracién de carboplatino fueron

entre 2 y 6 veces superiores a las de cisplatino.

Figura 13. Imagenes de espectroscopia gamma de cuerpos humanos tratados con 5 mg de ***Pt-

cisplatino a) 1 h, b) 65 h y ¢) 163 h después de la administracién

A.3.5. Interaccidn de los farmacos de Pt en el interior celular

El cisplatino, carboplatino y oxaliplatino, alcanzan el interior de la célula mediante
un mecanismo de difusién pasiva como moléculas neutras''®. Sin embargo, aunque esta
difusion pasiva parece ser el proceso dominante, no se pueden descartar otro tipo de vias
de entrada que podrian implicar un transporte mediado por proteinas*'!. Algunos autores

proponen un mecanismo mixto**?

, Y aunque existen evidencias bioquimicas y biolégicas
para soportar dicha hipétesis, aun se esta muy lejos de dar una explicacibn completa del
proceso. Una de estas evidencias se presenta en un trabajo enfocado a la identificacion

13 donde se identifican

de dianas proteicas dentro de un sistema celular completo
proteinas de membrana externa en la banda electroforética con mayor contenido en Pt.

También se ha descrito la interaccién preferencial del cisplatino con las proteinas de

41



Introduccion

membrana frente a los fosfolipidos''*. A pesar de ello, la débil y reversible interaccion del
farmaco con los fosfolipidos parece provocar un cambio estructural de la membrana con
la consiguiente alteracién de propiedades como la permeabilidad®®. Otra posible ruta de
entrada en la célula de los farmacos basados en Pt, es la mediacion de proteinas
transportadoras de Cu'*®.

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, el cisplatino libre en la sangre
se mantiene principalmente en su forma intacta®®. Una vez en el interior de la célula, la
baja salinidad del citoplasma (5 mM aprox.), hace que el cisplatino comience a
hidrolizarse y se formen diversos acuo complejos'® que son mas reactivos que el
farmaco original (Figura 7). Aunque en la célula existen numerosas biomoléculas que
podrian actuar como bioligandos del cisplatino, la principal diana de las formas
hidrolizadas del farmaco es el ADN (Figura 14). La interaccion del cisplatino con el ADN
es la responsable de la muerte celular como asi lo confirman las claras correlaciones

observadas entre la citotoxicidad y la cantidad de Pt unido al ADN 719,

No reparacion
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Figura 14. Esquema sobre la interaccion del cisplatino en el interior celular
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Concretamente, la interaccién del cisplatino con el ADN se realiza a través de los
nitrégenos de las bases nitrogenadas, y en mayor medida con aquellos que no
intervienen en la formacion de puentes de hidrégeno entre bases®. Por ello, los nitrégenos
N-7 de la guanina (G) y adenina (A), son los que presentan mayor afinidad por el farmaco
(Figura 15). Los aductos covalentes mono y bifuncionales resultantes producen lesiones
gue afectan a la replicacion del ADN. Algunas de las evidencias que corroboran este
hecho son la inhibicion de la replicacion del ADN o la induccion de sus enzimas
reparadoras. Dentro de los aductos bifuncionales se pueden dar puentes interhebra o
puentes intrahebra, siendo estos ultimos los mas comunes (Figura 16). El cisplatino
también puede formar puentes entre el ADN y proteinas intracelulares, aunque estos

aductos platinados son igualmente minoritarios.
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Figura 15. Detalle de los nitrégenos N-7 pertenecientes a adenina y guanina en la cadenade ADN
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Figura 16. Aductos bifuncionales mas comunes en la interaccion del cisplatino con el ADN

Algunos trabajos basados en técnicas elementales han estudiado los aductos del

células de la llamada mosca del vinagre'?.

cisplatino con oligonucleétidos del ADN *?° e incluso aductos cisplatino:ADN inducidos en

Como se ha mencionado anteriormente, la célula se compone de un gran nimero

de biomoléculas susceptibles de interaccionar con el farmaco ademas del ADN. Estos

ligandos bioldgicos, en su mayoria presentes en el citoplasma celular, pueden ser:
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e Aniones fosfato o carboxilato

e Aminoacidos sulfurados como cisteina (Cys) y metionina (Met)

e Oligopéptidos como el glutation (Glu-Cys-Gly, GSH). La concentracion de
GSH en la célula es muy elevada, del orden de mmoles L. Las bombas
dependientes de ATP podrian ser capaces de reconocer estos aductos y
expulsarlos de la célula en lo que podriamos denominar mecanismo de
detoxificacién y que podria ser responsable de las resistencias al farmaco.

e Metalotioneina (MT). Esta proteina es rica en restos cisteinicos y por lo tanto
tiene multiples potenciales puntos de unién con el cisplatino.

e Otras proteinas globulares pertenecientes al citoesqueleto celular como la

actina G, la actina F o la tubulina.

La interaccion de estos bioligandos citoplasmaticos con el farmaco platinado,
puede reducir drasticamente la cantidad de farmaco disponible para interaccionar con el
ADN, provocando una disminucion paralela de su citotoxidad. Ademas estos procesos
pueden estar relacionados con el desarrollo de resistencia de ciertos tumores y con las
distintas toxicidades provocadas por estos farmacos. Por ello, es de suma importancia el
estudio de las interacciones de estos farmacos con posibles bioligandos citoplasmaticos.
Entre los mas destacados se encuentran aquellos bioligandos que contienen grupos tiol,
como GSH o MTs'®. Se ha demostrado que un aumento en la expresion del gen de la
MT es capaz de incrementar la resistencia al cisplatino y reducir considerablemente su
nefrotoxicidad*?®. Por el contrario, se ha descrito una disminucién de la resistencia celular
al farmaco y un aumento de la citotoxicidad al reducir la cantidad de GSH
citoplasmatico®.

Los procesos de resistencia celular a estos farmacos antitumorales no estan sélo
relacionados con la interaccion del farmaco con bioligandos celulares. Los mecanismos

postulados sobre la resistencia celular a estos farmacos se detallan a continuacion®*:

e Disminucién de la acumulacién intracelular. Si el farmaco no puede
acumularse en la célula, no podra alcanzar el ADN y por tanto no efectuara su
accién citotéxica'®®>. Aunque no se conocen en profundidad, existen
mecanismos por los cuales la célula es capaz de regular la entrada del

farmaco a su interior'?.
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e Secuestro y eliminacion de los farmacos en el interior celular mediante
macromoléculas con azufre. Los mencionados bioligandos con azufre tienen la
capacidad de capturar, inactivar y/o eliminar de la célula los complejos
platinados.

e Incremento de la reparacién del ADN. La célula puede incrementar su
capacidad para eliminar los aductos farmaco:ADN y reparar las lesiones

inducidas en el ADN mediante ciertas proteinas reparadoras*?®.

A.3.5.1. Interaccion de los farmacos de Pt con MT

Las metalotioneinas (MTs) fueron aisladas por primera vez en el afio 1957 por
Margoshes et al.?’. Su descubrimiento fue consecuencia del estudio de la acumulacién
natural de Cd en la corteza renal equina. Desde entonces se han descubierto otras
proteinas similares derivadas de distintas especies biolégicas y que conforman la
superfamilia de las MTs. Todas ellas presentan una serie de caracteristicas comunes

como son:

e Proteinas de bajo peso molecular (6000-7000 Da)

e Elevado numero de cisteinas

e Ausencia de aminoacidos aromaticos y de histidinas
e Elevado contenido en metales (Cd, Zn, Cu, Hg)

e Ausencia de puentes disulfuro en estado natural

e Termoestable hasta 70°C

e Los principales inductores de su expresién son el Cd y el Zn

El elevado nimero de residuos cisteina que poseen las apo-MTs (MTs sin
metales) les permite complejar un cierto nimero de metales formando estructuras de
cluster metal-tiolato. Los 20 residuos cisteina presentes en las apo-MTs suponen
alrededor de un 30% de los aminodcidos presentes en estas pequefias proteinas.
Concretamente en mamiferos, 14 de las 20 cisteinas se disponen como Cys-X-Cys,
aunque también pueden encontrarse configuraciones Cys-Cys o Cys-X-Y-Cys. Todas las

cisteinas presentes en la cadena se encuentran en estado reducido predominando el
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enlace metélico sobre la formacion de puentes disulfuro. La presencia de estos ligandos
tiol (-SH) explica la capacidad para unir iones blandos como Cd, Zn, Cu, o Hg. De esta
manera, el polipéptido se entrecruza creando una envolvente hidrofilica con ndcleo
metalico. Las MTs son capaces de unir metales de los grupos 11 y 12 de la tabla
periodica, en un dominio simple (levaduras y hongos) o en dos dominios (mamiferos y
crustaceos)'®. En la Figura 17 se representan las uniones de una apo-MT de mamifero
con 7 atomos metalicos®®, observandose los clusters metal-tiolato M;S;; y M3Sg, en los
dominios a y B respectivamente. El esquema de esta figura puede aplicarse a Zn, Cd o
Hg ya que cada MT puede coordinarse con 7 atomos de estos metales. Por el contrario,
el Cu puede coordinarse en una estequiometria metal:proteina 12:1.

La fuerza relativa de los enlaces metal-tiolato para los distintos metales implicados
se ordena de la siguiente manera: Ag*, Hg**, Cu* > Cd** > Zn*". Por este motivo, el Zn
puede verse facilmente desplazado por un gran numero de metales, siendo éste el
camino empleado por la MT para coordinar metales potencialmente toxicos y destoxificar
asi la célula ante una posible contaminacion.

El Pt no pertenece a los grupos 11 o 12 de la tabla periddica, sin embargo se ha
constatado que es capaz de coordinarse con la MT. Ciertos estudios demuestran
mediante SEC-ICP-MS el desplazamiento que sufre el Zn en presencia de cisplatino,
mientras que el Cd permanece ligado a la proteina®’. Hagrman et al.*'” por su parte,
observaron mediante SEC con deteccién AAS que no sélo el Zn se desplaza, sino que
también el Cd propio de la MT se pierde en presencia de cisplatino. La contradiccion
entre ambos resultados pudiera deberse a las distintas proporciones cisplatino:MT
utilizadas, asi como al pH de los analisis realizados. Analisis llevados a cabo mediante
ESI-MS*™® constatan la influencia del pH del medio en el enlace de Zn y Cd con las
distintas clases de MTs.

Sobre la estequiometria y los sitios de enlace en los aductos cisplatino:MT,
existen igualmente discrepancias entre los distintos trabajos publicados. Se han
identificado mediante nanoESI-MS aductos Cd4-Pt,-MT (n = 1-7) a pH neutro incubando
cisplatino y MT en exceso del farmaco®®. De la misma manera, empleando un exceso de
cisplatino se ha observado la union de hasta 10 moléculas de farmaco por cada una de
MT*32, Atendiendo al nimero de atomos de Pt capaz de unir la MT, parece que no s6lo
los residuos cisteina intervienen en la unién de los complejos de Pt. Segun los resultados

obtenidos mediante SEC-UV*', ocurren diversas reacciones en la incubacion de
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@ sulfur

O Carbon

| Metal-Cysteine Clusters

Amino acid sequence

CH,CONH-Met Asp Pro Asn Cys Ser Cys Ala Thr Asp Gly Ser Cys Ser Cys Ala Gly Ser Cys Lys Cys Lys GIn Cys Lys Cys

Thr Ser Cys Lys-Lys Ser Cys Cys Ser Cys Cys Pro Val Gly Cys Ala Lys Cys Ser GIn Gly Cys lle Cys Lys Glu Ala Ser Asp Lys
Cys Ser Cys Cys Ala-COQO"~

Figura 17. Esquema de la interaccion de una MT con 7 &tomos metélicos formando diversos

clusters tetrahédricos metal-tiolato™*°
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cisplatino con MT. De estas reacciones sucesivas la primera de ellas parece no conducir
a la formacién de enlaces Pt-S ya que no se ve alterada la absorbancia correpondiente a
estos grupos. En un trabajo anterior Palumaa et al.*** describen ligandos N y O dadores
que intervienen en el enlace del Pt. Por lo tanto, existen evidencias que indican la
implicacion de sitios de enlace distintos a los tioles cisteinicos en la interaccion de la MT
con complejos de Pt. Pocas referencias hay acerca de la especie de cisplatino que se

une a la MT. Pattanaik et al.**?

sugieren en sus estudios estructurales por difraccién de
Rayos X que el cisplatino pierde los dos grupos amino ademas de sus grupos salientes,
indicando esto la presencia de 4 azufres en la primera esfera de coordinacion del Pt.

La cinética de la interaccién cisplatino:MT también fue estudiada por Hagrman et
al''’. En condiciones de exceso de cisplatino frente a MT se observan reacciones de
primer o segundo orden para el cisplatino. Segun las constantes de velocidad calculadas
para la reaccion de Cd, Zn o cisplatino con MT, el farmaco es capaz de desplazar tanto al
Zn como al Cd.

Los trabajos publicados en referencia a los aductos cisplatino:MT, ofrecen
pinceladas de las caracteristicas de esta interaccion y en muchos casos aportan
informacidén contradictoria. Ademas, los experimentos desarrollados en este campo se
limitan al analisis de aductos procedentes de incubaciones de patrones que en la mayoria
de las ocasiones se realizan en proporciones farmaco:MT que no corresponden a las que
se encuentran en tejidos de pacientes sometidos a terapias antitumorales. Para llevar a
cabo una caracterizacion mas completa de estos aductos, los retos que se plantean
pasan por el analisis en medios y concentraciones fisioldgicas, asi como el trabajo con
muestras reales, la extension de estos estudios a otros farmacos antitumorales basados
en Pty la consideracion de las distintas formas quimicas a las que pudieran evolucionar

los farmacos.

A.3.5.2. Interaccion de los farmacos de Pt con GSH

El glutation (GSH) es un tripéptido que se encuentra en el citosol celular en
concentraciones de mmoles L™. Estd compuesto por los aminoacidos Glu-Cys-Gly y ha
sido relacionado con procesos de induccién de resistencia celular frente al tratamiento

22,134

con diversos farmacos antitumorales de Pt como cisplatino , carboplatino e incluso
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farmacos polinucleares de Pt de nueva generacion™®

, aungue en este Ultimo caso en
menor medida debido a la muy favorable interaccion del farmaco con el ADN.

La interaccibn de cisplatino, carboplatino y oxaliplatino con GSH, ha sido
estudiada en mayor profundidad que la interaccion con MTs. Recientes trabajos acerca
de la cinética de la reaccidén entre estos tres farmacos con el GSH, desvelan que la
interaccion del cisplatino es mas intensa que la de los otros dos farmacos'®. A pesar de
ello, las velocidades de reaccion en las primeras etapas, son similares para cisplatino y
oxaliplatino, siendo hasta 5 veces mayores que para carboplatino. Las reacciones son de
primer orden para los tres farmacos segun los resultados obtenidos mediante HPLC-UV
monitorizando la formacién del enlace Pt-S. Cabe destacar de este trabajo la simulaciéon
de las condiciones fisiologicas de pH, temperatura y contenido salino, asi como el empleo
de relaciones molares cercanas a las que se pueden alcanzar in vivo. Igualmente,

Dabrowiak et al.'®’

también llevaron a cabo sus experimentos sobre la cinética de
reaccion del cisplatino con GSH en condiciones fisiolégicas. Confirmaron mediante
HPLC-UV y AAS que la reaccion del GSH con cisplatino es de primer orden y
concluyeron que la relativa baja velocidad de la reaccion esta de acuerdo con la eficiente
platinacién del ADN en presencia de concentraciones citosélicas de GSH del orden de
mmoles L. Un dato de sumo interés ofrecido en este trabajo es el de la velocidad de
reaccién de la especie monohidratada del cisplatino, que al pH 7.4 de las incubaciones
resulta estar en su forma hidroxilada. Esta especie muestra reacciones mucho mas lentas
que el farmaco intacto.

Los aductos farmaco:GSH tienen un peso molecular muy inferior al de las MTs, lo
que les hace, a priori, mas facilmente caracterizables mediante técnicas estructurales de
masas. De esta manera, algunos autores ya han propuesto estructuras para ciertos
aductos cisplatino:GSH'® detectados mediante ESI-MS (Figura 18), donde dos moléculas
de farmaco se unen con una o dos moléculas de GSH a través de sus grupos tiol. Sin
embargo, se trata de incubaciones acuosas en medios no fisiolégicos y en relaciones
molares 1:1, muy alejadas de las proporciones que se alcanzan en la realidad. Ademas el
farmaco que se pone en contacto con el GSH es la forma diacuo compleja y no el
farmaco intacto. Como hemos mencionado anteriormente este complejo dihidratado no se
forma en cantidades significativas en el organismo y por tanto los aductos con GSH

formados a partir de él pueden no responder a especies que se formen in vivo.
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Figura 18. Estructuras propuestas para los aductos cisplatino:GSH identificados mediante ESI-

MSlSB

Quizéas debido a estas discrepancias entre ensayos in vitro e in vivo, Bernareggi et
al.** no consiguieron identificar en las muestras reales lo que si consiguieron caracterizar
en incubaciones 1:1 de cisplatino con GSH a 37°C y pH 7,4. El espectro MS? del aducto
cisplatino:GSH detectado por LC-MS de triple cuadrupolo esta representado en la Figura

19. Esta estructura difiere sustancialmente de las propuestas por Miao et al.**®

y ponen
de manifiesto la necesidad de trabajos que pongan especial atencién en el disefio de
ensayos in vitro en condiciones tales de concentracion, salinidad, temperatura, etc, que
aporten informacion real sobre estos aductos y sirvan para su posterior aplicacién a

muestras procedentes de ensayos in vivo.
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Figura 19. Espectro MS? y estructura propuesta para el aducto cisplatino:GSH con m/z 570™*°

A.3.5.3. Interaccion de los farmacos de Pt con otras biomoléculas celulares

Sin duda la MT y el GSH, son dos de los bioligandos celulares de mayor interés y
gue mas ampliamente se han estudiado debido a los procesos en los que se cree estan
involucrados. Sin embargo, existen multitud de potenciales bioligandos en el interior
celular que permanecen aun inexplorados. Aunque escasos, los trabajos referentes a
estos otros potenciales ligandos son extremadamente interesantes y aportan nueva
informacién sobre el comportamiento de los farmacos en el interior celular.

Tradicionalmente los grupos que contienen azufre se han considerado como los
sitios preferentes de unién de los farmacos basados en Pt. Tal es el caso del aminoacido
metionina®*’. Sin embargo, existen trabajos que evidencian la existencia de otros

potenciales sitios de enlace como son los O y N dadores de electrones. El estudio

52



Introduccion

mediante difraccién de Rayos X de la interaccion de la superoxodismutasa procedente de
eritrocito bovino (beSOD) con un exceso de 10 veces de cisplatino'*', presenta al N de la
histidina 19 como el sitio preferencial de unién del farmaco frente a residuos Met o Cys,
los cuales pueden estar involucrados en la formacion de puentes disulfuro o impedidos
estéricamente. Miao et al.”*® también ponen de manifiesto la participacién de N dadores
en la interaccién de varios péptidos que contienen azufre con el diacuo complejo del
cisplatino. El aducto formado con el péptido Met-Arg-Phe-Ala es el resultado de la
ciclacion de éste por interaccion del derivado del farmaco con su N terminal y el S de la
Met. Por otro lado, el péptido Ac-Met-Ala-Ser enlaza el diacuo complejo del cisplatino a
través del S de la Met y del N desprotonado de la amida cercana al acetato (Ac).

Una nueva e innovadora estrategia para abordar el estudio de los sitios de union
de los farmacos basados en Pt, se plantea en el trabajo de Yang et al.'** a través del
analisis de los fragmentos protéicos resultantes de la interaccién del carboplatino con el
citocromo C. A pesar del gran exceso de farmaco, la estequiometria fArmaco:proteina
que se observa en los aductos resultantes es 1:1y 1:2 a pH 5,0 y 37°C, y Unicamente 1:1
en condiciones de pH 7.0 y 37°C, mas cercanas a las fisiol6gicas. Sin embargo, la
conclusion mas interesante de este trabajo es la observacion de que el carboplatino
induce la ruptura del citocromo C en condiciones 4cidas y elevada temperatura (pH 2,5y
50°C). El analisis por ESI-MS de los fragmentos del aducto carboplatino:citocromo C,
permite identificar de manera més sencilla los puntos de unién del farmaco, que en este

caso resultan ser las metioninas 65 y 80.

A.3.5.4. Interaccion de los farmacos de Pt en muestras reales

Los estudios hasta ahora mencionados acerca de la interaccion de complejos de
Pt con potenciales bioligandos del interior celular, han hecho uso de reactivos patrén en
distintas condiciones de incubacion. Aunque necesarios, estos trabajos deben avanzar
hacia su aplicacién en muestras reales con el objeto de confirmar con ensayos in vivo las
hipotesis planteadas in vitro. Como se ha visto en el caso de la sangre o la orina, el
analisis de estas matrices reales de complejidad no muy elevada, puede abordarse sin
grandes dificultades gracias a los conocimientos sobre tratamiento de muestra y a las

técnicas analiticas de las que se dispone. Sin embargo, muestras celulares
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pertenecientes a tejidos de organismos vivos presentan una mayor complejidad y
suponen un nuevo desafio. Por esta razon, los trabajos publicados que analizan estas
matrices son tan escasos. Existen especies metal:biomolécula tales como los que
contienen Se, que han permitido iniciar el camino del andlisis in vivo. El enlace covalente
entre el Se y las biomoléculas con las que interacciona, facilita notablemente el
tratamiento de muestra y el anélisis de dichas especies **'*° . También se han publicado

146 Hg'’ y otros metales'*®. Sin embargo, el

recientemente trabajos de metaldmica con As
estudio in vivo de los aductos Pt:biomolécula es un territorio poco explorado, y el
desconocimiento de la naturaleza de sus enlaces afiade un factor mas de complejidad al
andlisis.

Pioneros en este campo son Allardyce et al.'*®

, que identificaron proteinas de
membrana externa en una zona electroforética rica en Pt, pudiendo estar involucradas
éstas en la toma de cisplatino por parte de la célula. Para ello administraron cisplatino a
células de Escherichia coli e hicieron una separacion parcial de las proteinas de la
muestra mediante SDS-PAGE. Finalmente se midié el contenido de Pt en cada banda
mediante ablacion laser ICP-MS (LA-ICP-MS). Aplicando técnicas de electroforesis en gel
en dos dimensiones (2D SDS-PAGE) y MALDI-TOF, Coling et al.*** publicaron
recientemente la alteracion en la expresion de hasta 22 proteinas de la coéclea
comparando ratas tratadas con cisplatino y ratas control. Este trabajo viene a cubrir el
vacio existente en el estudio metaldmico de la ototoxicidad, una toxicidad no mortal

6,150

provocada por el cisplatino pero que afecta a un 36% de los pacientes tratados con

estos farmacos.
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A.4. Metodologia analitica para el analisis bioinorganico

El estudio de los mecanismos de accién de los farmacos anticancerigenos de Pt
ha requerido esfuerzos multidisciplinares de &reas de la ciencia tales como la Biologia, la
Bioguimica, la Medicina y por supuesto de la Quimica. En las ultimas décadas han sido
muchas las nuevas tendencias que han ayudado a orientar las investigaciones sobre las
interacciones de estos farmacos antitumorales en el organismo. Concretamente, la
Quimica Analitica ha contribuido decisivamente a la investigacion de estos farmacos, y en
general a todos los estudios de especiacion bioinorganica, a través del desarrollo de
nuevas técnicas y metodologias cada vez mas versétiles, sensibles, rapidas, selectivas y
sencillas. Hoy en dia, no sélo se dispone de herramientas para el andlisis de contenidos
totales de hetero-atomos en muestras diversas, sino que se puede obtener informacion
sobre la cantidad e identidad de las distintas especies biolégicas minoritarias que
contienen dichos hetero-atomos y que se encuentran en matrices bioldgicas de elevada
complejidad.

Paralelamente al desarrollo de estas nuevas y potentes herramientas de andlisis,
y también gracias a ellas, se han abierto nuevos campos aln inexplorados y que han sido
objeto, en primer lugar, de una labor de definicién y clasificacién dentro de las distintas
categorias de la ciencia™!. Segun la IUPAC, la especiacion de un elemento se define
como la distribucién de un elemento entre especies quimicas definidas dentro de un
sistema, implicando su analisis cualquier actividad analitica encaminada a identificar y/o
medir cantidades de una o mas especies quimicas de la muestra'®. Tomando en
consideracion esta definicion, pero aplicandola a metalo-biomoléculas, la metalémica®?
podria definirse como el analisis de las especies que contienen un metal o metaloide
dentro de un tejido o célula. Este término fue propuesto por Haraguchi y Matsura®* para
dotar a este campo de una entidad cientifica comparable a la de la protedbmica y
gendmica. El estudio de la interaccion de los farmacos antitumorales de Pt con
biomoléculas presentes en el organismo, es decir la especiacion bioinorganica del Pt,
podria englobarse dentro de la mencionada metalomica. En la Tabla 1 se recogen los

principales conceptos y términos empleados en el andlisis bioinorgéanico.
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Tabla 1. Términos y conceptos usados en la especiacion bioinorganica

Término

Definicion

Especiacion

Analisis de especiacion

Fraccionamiento

Metaloma

Metalomica®>

Proteoma

Protedmica
Metaloproteoma*>®
Fosfoproteoma

Selenoproteoma

Protedmica con marcaje
de hetero-atomos

Metaboloma

Genoma
Gendmica

lonoma

Distribucién de un elemento en especies quimicas definidas dentro de un
sistema

Cualquier actividad analitica encaminada a identificar y/o cuantificar una
0 mas especies quimicas individuales de la muestra

Separacion de un analito o grupo de analitos de una muestra de acuerdo
con sus propiedades quimicas o fisicas

Conjunto de las especies que contienen un metal o metaloide en una
célula o tejido

Estudio cualitativo y/o cuantitativo del metaloma

Conjunto de proteinas expresadas a partir de la informacion contenida en
un genoma en un lugar y en unas circunstancias especificas

Estudio del proteoma de un organismo
Conjunto de proteinas asociadas a compuestos metalicos
La parte del proteoma modificada por fosforilacién

La parte del proteoma que incorpora selenoaminoacidos, selenocisteina
y selenometionina

Estudio del proteoma en el que la informaciéon analitica se adquiere
mediante espectrometria de masas elemental, bien por la presencia
natural de hetero-atomos (S, Se, P, I) en las proteinas, o su introduccién
mediante marcaje (derivatizacion)

Conjunto de compuestos quimicos que se encuentran en las células,
producidos como resultado de reacciones, tanto espontaneas como
catilizadas por enzimas

Conjunto de genes de un organismo dado
Estudio del genoma de un organismo

Contenido de metales libres en una célula
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La metodologia analitica para el andlisis bioinorganico ha evolucionado, sin duda,
gracias al desarrollo instrumental para el andlisis elemental y molecular de las especies, y
a sus acoplamientos con técnicas de separacion que cada vez son mas variadas y
resolutivas. A pesar de ello, no se debe dejar de prestar atencion a una etapa clave en
cualquier metodologia analitica, la preparacion de muestra. Esta etapa suele ser la gran
olvidada y sin embargo, de su correcta ejecucion depende en gran medida el éxito del
analisis planteado. En el caso del analisis bioinorganico, las técnicas aplicadas en la
preparacion de muestra han sido adoptadas de la bioquimica o de disciplinas como la
protedmica. El factor diferenciador que se introduce en la bioinorganica es la presencia
de un hetero-atomo, como puede ser un metal o metaloide, el cual se encuentra
interaccionando con una biomolécula de manera mas o0 menos intensa y que sera el
objeto del analisis. Preservar esta unioén condicionara todos y cada uno de los pasos en la

preparacion de muestra y mas alla, en el posterior analisis.

A.4.1. Preparacion de muestra

El analisis del contenido total de un metal en muestras biol6gicas no suele
presentar grandes dificultades dada la gran sensibilidad de las técnicas de las que hoy en
dia se dispone para el andlisis elemental (por ejemplo ICP-MS) y los depurados métodos
de digestion y mineralizaciébn que ponen en disolucion el metal de interés y eliminan la
matriz de la muestra de una manera eficaz. Sin embargo, trabajar con matrices biolégicas
puede acarrear ciertos inconvenientes como la heterogeneidad propia de los sistemas
biolégicos o la reducida cantidad de muestra de la que se dispone. En ocasiones la
compleja preparacion de la muestra también puede conducir a una baja reproducibilidad.

La preparacion de la muestra para estudiar el contenido total de un metal en
fracciones celulares o de fluidos bioldgicos, conlleva etapas de fraccionamiento que
pueden llevarse a cabo mediante procesos como la ultracentrifugacion y/o la
ultrafiltracion. Cada muestra precisa de un cuidadoso estudio sobre las distintas
velocidades de centrifugacion o el tamafio de los filtros de corte a emplear, asi como de
las sucesivas etapas de lavado que nos permiten recuperar cuantitativamente y de

manera reproducible las especies de interés.
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Por el contrario, cuando se quieren analizar las especies que forma un metal o
metaloide con las distintas biomoléculas presentes en la muestra, aparecen dificultades

adicionales como:

e La escasa concentracion del metal

e Las posibles biotransformaciones de las especies debido a un tratamiento de
muestra demasiado agresivo, al almacenamiento a temperaturas o tiempos
demasiado elevados, o a la interaccibn con moléculas presentes en las
distintas etapas del proceso analitico.

e La ruptura de la unién metal-biomolécula, tanto en los distintos tratamientos de

la muestra, como en el analisis por distintas técnicas analiticas.

La especiacidn precisa de una separacion previa, por lo que la concentracién del
metal a detectar en cada especie es notablemente mas baja. Ademas, la deteccion de las
especies separadas puede que no sea igual de sensible debido al medio en el que se
encuentran tras la separacion. Otros problemas de sensibilidad derivan del uso de mas
de una dimension en las separaciones y purificaciones de las especies de interés, o del
empleo de técnicas estructurales de espectrometria de masas que tienen una
sensibilidad muy inferior a las técnicas elementales. Por ello, es necesario en muchas
ocasiones el empleo de técnicas de preconcentracion, asi como el acoplamiento en linea,
no solo de las técnicas de separacion y deteccién, sino también de las distintas
dimensiones empleadas en la separacion. Entre las distintas maneras de preconcentrar la
muestra cabe destacar la evaporacion, la liofilizacién o la ultrafiltracién. También se
puede recurrir a preconcentraciones en linea como la preconcentracién en cabeza de
columna, también llamada focalizaciébn, muy recomendable para preservar la especie a
analizar y minimizar las pérdidas derivadas de la excesiva manipulacion de la muestra.

Como consecuencia de la necesaria etapa de preconcentracion, el contenido
salino de las muestras también puede aumentar y suele ser incompatible con muchas de
las técnicas de ionizacion empleadas en la elucidacion estructural, tales como ESI o
MALDI. Por ello es frecuente el empleo de una etapa de desalado de la muestra.
Habitualmente existen varios métodos para desalar este tipo de muestras, como son la

didlisis, la ultrafiltracién o los cartuchos con fase estacionaria.
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El tamafio del poro de las bolsas de dialisis o el tamafio de corte de los filtros para
ultrafiltracion limitan en gran medida el empleo de estas dos técnicas en el andlisis de
biomoléculas de bajo peso molecular (por debajo de 3500 Da). Por el contrario, la
ultrafiltracion puede aplicarse para la limpieza de muestras con biomoléculas de alto peso
molecular que puedan interferir en el posterior analisis. Los cartuchos de fase inversa son
muy adecuados para purificar y preconcentrar biomoléculas de bajo peso molecular como
péptidos o proteinas pequefias. Al igual que en el caso de los métodos de
fraccionamiento, es necesario el estudio individualizado de cada muestra para evaluar
posibles pérdidas por interaccion irreversible de la biomolécula con la fase estacionaria. A
pequefia escala estas fases estacionarias pueden ser incorporadas a puntas de
micropipeta (ZipTip) para desalar pequefias cantidades de muestras que posteriormente
seran analizadas por técnicas que precisen poco volumen de muestra como aquellas
basadas en fuentes de ionizacion de MALDI o de nanoESI.

El analisis de las especies que forma el metal en el entorno biolégico requiere
precauciones encaminadas a preservar las bio-especies formadas. Con el fin de evitar
transformaciones de especies y alcanzar el maximo rendimento en el proceso de

extraccion, cada muestra biolégica debe ser estudiada en profundidad®®®.

Algunos
factores a tener en cuenta para extraer especies de muestras como tejidos, fluidos,
fracciones celulares, etc, son, trabajar a baja temperatura, en un medio a pH y contenido
salino similar al del medio biologico que las contenia y procurando utilizar inhibidores de
proteasas para evitar su accion en el caso de que el procedimiento de extraccion pueda
conducir a la liberacion de estas enzimas. Ademas su inmediato andlisis suele ser
recomendable ya que su almacenamiento, aun en condiciones de —80°C, puede provocar
transformaciones, agregaciones o denaturalizaciones de las especies de interés. En caso

contrario, es preciso comprobar la estabilidad de las especies mediante estudios

destinados al efecto en distintas condiciones de tiempo y temperatura.
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A.4.2. Técnicas instrumentales hibridas para el analisis de especiacion

bioinorganico

Desde hace décadas, las herramientas analiticas disponibles para estudios de
bioinorganica han permitido cuantificar metales, medir cinéticas de reaccién, separar,
aislar y caracterizar especies de interés, etc. Particularmente para el andlisis de Pt en
muestras bioldgicas, se han empleado técnicas como la voltamperometria de

157

adsorcion/redisolucion (AV)™’, resonancia magnética nuclear (NMR)?, difraccion de

Rayos-X**, dicroismo circular (CD)%*, espectroscopia de absorcion (AAS)** y emision

158 y otras técnicas espectroscopicas™’. El

atémica (AES)*®, activacion neutrénica (NAA)
inconveniente de la mayoria de estas técnicas es la necesidad de tener muestras muy
puras y/o en grandes cantidades (habitualmente del orden de mg), por lo que Unicamente
pueden ser aplicadas a las especies mayoritarias presentes en las muestras biolégicas y
tras un importante proceso de purificacion'®. Ademas, la dificultad para acoplar en linea
las técnicas de separacion y deteccion, supone un gran inconveniente metodol6gico que
impide la consecucion de andlisis rapidos, sencillos y sin pérdida de analito. Sin embargo,
en multitud de ocasiones el mayor interés de la investigacidn bioinorganica se centra en
la especiacion de biomoléculas minoritarias englobadas en muestras bioldgicas
complejas, requiriéndose técnicas capaces de purificar y detectar trazas o ultratrazas de
estas especies en matrices de alta dificultad.

Las recientes mejoras instrumentales en técnicas atdmicas, moleculares, y de
separacion, han permitido abordar este tipo de andlisis y han constituido sin duda, el
punto de inflexion que ha hecho que la Quimica Analitica se convierta en protagonista del
avance en el conocimiento de este campo. Concretamente, los avances en técnicas
electroforéticas y cromatograficas para la purificacion y aislamiento de bio-especies a
microescala, asi como el aumento de la sensibilidad de los detectores elementales
selectivos (ICP-MS), han constituido una revolucion en los estudios bioinorganicos®.
También cabe destacar el empleo de técnicas de separacion de alta resolucion que
tradicionalmente han sido usadas en la purificacion de proteinas como es la 2D SDS-
PAGE, y que en estudios de bioinorganica son de extraordinaria utilidad desde que se
dispone de técnicas capaces de extraer informacion de estos geles electroforéticos. Por
ultimo cabe destacar el empleo en andlisis bioinorganico de técnicas moleculares de

espectrometria de masas como ESI-MS o MALDI-MS, capaces de aportar informacion
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estructural*®® con el fin de la identificacion final de las especies. No se debe olvidar que el
acoplamiento entre las mencionadas técnicas de separacion y deteccion, es la clave de
su extraordinario potencial para la aplicacion a la especiacion bioinorganica. La Figura 20
muestra las principales técnicas hibridas empleadas en este tipo de estudios.

En el Anexo | se muestran las referencias bibliograficas mas relevantes
relacionadas con los farmacos cisplatino, carboplatino y oxaliplatino, especificando el tipo
de muestra estudiado y la técnica instrumental empleada para llevar a cabo el analisis

bioinorgénico.

A.4.2.1. Técnicas de separacion

En esta seccién se describen brevemente las técnicas de separacion mas
empleadas en el analisis de especiacion bioinorganico. Se prestard especial atencion a
las caracteristicas que hacen que estas técnicas sean adecuadas para el analisis de
muestras biol6gicas y se discutird su idoneidad para acoplarlas a las técnicas de

deteccién mas usadas en este campo.

o€ 1ECCIG,,
ICP-(Q)MS
tvh‘“‘mém ICP-(DF)MS ‘DENTIFIQ;CI
O,
ICP-(TOF)MS ESI-Q-TOF v
HPLC
SEC MALDI-TOF
Electroforesis capilar ESI-IT
Electroforesis en gel ESI-FTICR
ESI-TQ
4\:0“ BIO- I¢
< %
& TEonicAas %
W ACOPLADAS Z
! 2

Figura 20. Técnicas hibridas empleadas en los analisis de especiacion bioinorganica
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Cromatografia de exclusion por tamafios

La cromatografia de exclusion por tamafios (SEC), se basa en la separaciéon de
los analitos de una muestra en funcién de su tamafio y forma. Estas dos propiedades
condicionan el tiempo de residencia del analito en los poros de la fase estacionaria,
existiendo habitualmente una relacién directa entre el tiempo de retencién y el peso
molecular del analito. Este mecanismo de separacion es adecuado para macromoléculas
como proteinas o polisacaridos, sin embargo, las moléculas pequefias con una relacion
carga/masa elevada pueden sufrir el efecto de mecanismos secundarios de retencion
tales como intercambio iénico o adsorcién.

Debido a la escasa resolucion que suelen presentar estas separaciones, es mas
adecuado referirse a ellas como procesos de fraccionamiento en vez de procesos

cromatograficos. El empleo de esta téchica de separacion tiene las siguientes ventajas:

¢ Alta tolerancia de matrices biolégicas de elevada complejidad

e Flujos y fases moviles compatibles con un gran nimero de técnicas atbmicas y
moleculares para su acoplamiento en linea

e Posibilidad de evitar el uso de tampones salinos

e Se puede emplear para acondicionar la muestra mediante procesos de
desalado o cambio de tampon

¢ Simplifica la matriz de la muestra eliminando especies o0 contaminantes de alto
y bajo peso molecular

e Aplicable a proteinas labiles

Su aplicacibn a muestras biolégicas y en concreto a muestras de caracter

bioinorganico, ha sido extensamente documentada. De esta manera, compuestos
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organicos con Se™™” 0 As " entre otros, han sido separados con esta técnica. Entre sus
limitaciones se puede citar la baja resolucion®, la dilucion de la muestra durante su
proceso de fraccionamiento, la participacion de mecanismos secundarios de separacion o
las posibles pérdidas de analitos de la muestra.

Cada una de las fracciones recogidas de una columna SEC puede contener miles
de compuestos si se trata de muestras biologicas de elevada complejidad. Por ello,

suelen ser necesarias otras técnicas cromatograficas de caracter ortogonal que

62



Introduccion

complementen la separacion®®. Por sus caracteristicas suele ser empleada como primera

dimensién de un proceso cromatografico multidimensional.

Cromatografia de intercambio i6nico

La cromatografia de intercambio i6nico (IEC), separa los analitos de la muestra de
acuerdo con su carga. Se basa en el equilibrio de los iones de la muestra entre la fase
movil y los sitios fijos cargados de la fase estacionaria. En las columnas de intercambio
aniénico los grupos con carga positiva estan unidos covalentemente a la fase
estacionaria y los aniones de la muestra son atraidos hacia ellos. En el caso de
intercambio catiénico son los cationes de la muestra los que interaccionan con los sitios
de carga negativa presentes en la fase estacionaria. Los parametros mas criticos para
optimizar la separacion son el pH y la fuerza iénica. Su aplicacién a muestras de caracter
bioinorganico ha sido llevada a cabo con éxito en diferentes muestras, como por ejemplo
para separar metalotioneinas'® e incluso isoformas de la transferrina del suero
sanguineo®®’, lo cual muestra su notable capacidad de resolucion. Entre las ventajas que

presenta esta técnica cabe destacar las siguientes:

e Capacidad de separacion de muestras complejas

e Alta resolucion

e Buena aplicabilidad a proteinas y péptidos

o Puede utilizarse para simplificar la matriz de la muestra por eliminacion de
especies 0 contaminantes cargados

e Permite concentrar la muestra en cabeza de columna mediante el empleo de

fases moviles con muy baja fuerza iénica

La necesidad de emplear fuertes condiciones &cidas, basicas o salinas para eluir
los analitos en un tiempo razonable, es uno de los inconvenientes de esta técnica. El
acoplamiento con ICP-MS presenta serios inconvenientes debido a la posible obturacion
del nebulizador o de los conos, asi como a la supresion de la sefial por el aporte
continuado de concentraciones salinas elevadas. Sin embargo, el empleo de bajas

concentraciones salinas o de sales de elevada volatilidad como acetato amonico,
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permiten llevar a cabo dicho acoplamiento con las pertinentes precauciones de control del
descenso de la sensibilidad.

En un disefio experimental de separacion multidimensional, la cromatografia de
intercambio anidnico suele ocupar etapas intermedias debido a su buena resolucion y a la

capacidad para concentrar la muestra.

Cromatografia de fase inversa

La cromatografia de fase inversa (RPC), separa las moléculas de la muestra en
funcion de la hidrofobicidad de las mismas. Tradicionalmente la fase estacionaria se
compone de particulas de silice que tienen unidos covalentemente hidrocarburos de
cadena variable (C4 - Cig) que aportan hidrofobicidad a la fase. También existen fases
estacionarias basadas en polimeros apolares que no aportan una selectividad muy
diferente a las fases basadas en silice pero que permiten trabajar a un pH comprendido
entre 2 y 11. Por lo tanto, por encima de pH 7,5 las Unicas fases estacionarias inversas
que se pueden emplear son las basadas en polimeros. Ademas, estas fases poliméricas
pueden lavarse con bases fuertes, lo que constituye una gran ventaja cuando se trabaja
con péptidos o proteinas que pueden ligarse muy fuertemente a la fase estacionaria
hidrofébica. La elucion gradual de los analitos retenidos en la fase estacionaria se
consigue mediante la disminucion de la polaridad de la fase mévil empleando para ello
disolventes organicos como metanol o acetonitrilo. A continuacion se citan algunas de las
propiedades que hacen de la RPC una técnica adecuada para la separacion de muestras

bioldgicas:

e Excelente resolucion, lo que la convierte en la técnica ideal para separar
especies con diferencias estructurales minimas como los péptidos obtenidos
tras digestion enzimatica

¢ Muy adecuada para la concentracién y el desalado de péptidos

e Puede utilizarse para simplificar la matriz de la muestra por eliminacién de

especies o contaminantes hidrofébicos
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Su aplicacién a la separacién de proteinas puede presentar mas problemas que
su uso para el andlisis de péptidos. Las proteinas interaccionan de manera mas intensa
con la fase estacionaria y su elucién con eluyentes muy fuertes puede no ser compatible
con la estabilidad de la proteina y con el mantenimiento de sus funciones bioldgicas. Aun
asi, existen proteinas susceptibles de ser separadas mediante RPC. Por ejemplo,
proteinas de bajo peso molecular como las MTs han demostrado ser aptas para este tipo
de separaciones'®. De los disolventes orgénicos utilizados en este tipo de cromatografia,
el isopropanol y el acetonitrilo son los mas recomendados para eluir proteinas, el primero
de ellos por su capacidad de preservar estructuras. Por Ultimo, cabe destacar que para
aplicar la RPC a la separacion y/o purificacion de proteinas es aconsejable el uso de
rellenos con tamarfio de poro grande (tipicamente 300 A) para favorecer la transferencia
de masa y evitar pérdidas de proteinas por unién de éstas a la fase estacionaria.

Su complementariedad con SEC y IEC hacen de esta técnica una firme candidata
a formar parte de separaciones multidimensionales. Ademas, debido a los componentes
gque se suelen emplear en las fases moviles para eluir los analitos, la RPC en su version
capilar, es muy adecuada para acoplarla a técnicas de espectrometria de masas como
ESI-MS. Su acoplamiento en linea con ICP-MS debe hacerse también con columnas
capilares, ya que la cantidad de disolvente organico que es capaz tolerar el plasma es
muy pequefia. La utilizacion de columnas de diametros normales acopladas a ICP-MS
también puede contemplarse siempre y cuando el equipo disponga de elementos como
conos de Pt, corriente adicional de oxigeno, unidad de desolvatacién o sistema de

enfriamiento de la camara de espray*®.

Cromatografia de afinidad

La cromatografia de afinidad (AC) se fundamenta en la interaccidén bio-especifica
de analitos de la muestra por un ligando anclado covalentemente al soporte de la fase
estacionaria. Esta especifidad o afinidad, procede de una complementariedad a escala
molecular en la que participan fuerzas de enlace débiles de tipo van der Waals, enlace de
hidrégeno, hidrofobicidad o interacciones i6nicas. Las moléculas que han quedado
retenidas en la columna debido a su afinidad por la fase estacionaria se liberan mediante

un cambio del medio eluyente que debilite las interacciones analito-ligando. De esta
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manera, una variacién de pH para cambiar el estado de ionizacién de las biomoléculas,
un cambio en la fuerza ionica, en la polaridad del eluyente o en la temperatura, son las
formas més habituales de conseguir eluir el analito retenido. También se puede conseguir
eluir el analito retenido desplazandolo con una biomolécula que compita por el ligando de
la fase estacionaria o afiadiendo un ligando libre de mayor afinidad por el analito que el

ligando anclado. Entre las ventajas que presenta la AC se pueden citar las siguientes:

Técnica de purificacion que puede ofrecer purezas superiores al 95% en una

sola etapa

e No suele necesitar gradientes de elucién, siendo la instrumentacion necesaria
muy sencilla

e Excelente eliminacion de contaminantes especificos o purificacion de
biomoléculas concretas

e Capacidad de separacion de proteinas recombinates marcadas

e Protocolos de separacion muy sencillos.

La dificultad de esta cromatografia radica en encontrar una interaccién especifica
analito-ligando, de tal manera que dicha interaccion sea lo suficientemente fuerte como
para evitar pérdidas en la etapa de introduccién de la muestra, y por otra parte se consiga
su total desplazamiento durante la etapa de elucién. Se han llevado aplicaciones en el
campo de la metalémica empleando AC-ICP-MS, como es el caso de Hinojosa Reyes et

al., que realizaron especiacion de Se en suero humano*”.

Electroforesis en gel

La electroforesis en gel ha sido utilizada durante muchos afios para separar
muestras complejas con biomoléculas de elevado peso molecular tales como proteinas o
acidos nucléicos'’*. Las separaciones se llevan a cabo sobre una capa delgada y plana, o
placa, de un gel semisoélido y poroso que contiene un tampén acuoso en el interior de sus
poros. Las separaciones electroforéticas en gel pueden ser mono- o bi-dimensionales, y
se basan en principios tan distintos como el tamafio de la proteina o su punto isoeléctrico.

Para su aplicacion a la prote6mica, y por tanto a la metaloproteémica, las técnicas mas
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empleadas son la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE), la electroforesis por isoelectroenfoque (IEF) y la inmunoelectroforesis. Estas
técnicas electroforéticas permiten separar biomoléculas de alto peso molecular con una
alta resolucion y a una escala micropreparativa. Combinando dos de estas separaciones
electroforéticas en una técnica bidimensional se pueden resolver cientos de proteinas en
un solo andlisis.

El andlisis mediante SDS-PAGE viene precedido por un tratamiento de muestra
gue desnaturaliza las proteinas y las confiere una relacion carga/masa uniforme. En
primer lugar se rompen los puentes disulfuro con ditiotreitol (DTT) o B-mercaptoetanol
(BME). Posteriormente, se emplea un detergente anionico como el SDS para
desnatunalizar las proteinas y dotarlas de una carga negativa proporcional a su masa.
Todas las proteinas tratadas se convierten en estructuras abiertas y sin plegamientos con
una relacion carga/masa similar. La aplicacion del campo eléctrico propio del proceso
electroforético har4 que las proteinas migren Unicamente en funciéon de su tamafio,
avanzando mas lentamente las proteinas de mayor tamafio debido a la mayor resistencia
a la migracion ofrecida por la matriz del gel de poliacrilamida. De esta manera, se
consigue una separacion muy reproducible y de alta resolucion no dependiente de los
plegamientos moleculares propios de cada proteina, pudiéndose calibrar la separacion
mediante patrones protéicos de distinto peso molecular.

En muchas ocasiones, la SDS-PAGE no es suficiente para resolver proteinas con
pesos moleculares muy cercanos. En muestras complejas tales como tejidos, se pueden
encontrar muchas proteinas con velocidades de elucion similares que no pueden ser
resueltas con esta técnica electroforética. Por ello, es necesario emplear separaciones
ortogonales que mejoren la resolucién electroforética. La técnica mas empleada como
dimension electroforética complementaria a la SDS-PAGE es el IEF. Mediante tiras de gel
en las que se ha inmobilizado un gradiente de pH, se consiguen separar las proteinas en
funcién de su punto isoeléctrico. Son escasos los trabajos de metalémica donde se hayan
empleado separaciones electroforéticas bidimensionales del tipo SDS-PAGE x IEF*"#*7,
Menos habitual ain es el empleo de una segunda dimensién basada en
inmunoelectroforesis*™.

El empleo de agentes desnaturalizantes o que producen la ruptura de los puentes
disulfuro, pueden afectar a las interacciones metal:proteina. Por ello, para su aplicacion a

metaloprotedmica, se debe estudiar la estabilidad del enlace metal:proteina en cada
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caso. La separacién de proteinas que incorporan algun tipo de hetero-atomo puede
llevarse a cabo sin dificultades con los protocolos existentes, siempre y cuando la union
sea de tipo covalente. Las aductos con enlaces no covalentes pueden requerir
condiciones no desnaturalizantes ya que la presencia de SDS o los campos eléctricos
aplicados pueden romper el enlace metal:biomolécula. Una alternativa menos agresiva
con la muestra es la electroforesis en gel de las especies nativas, que mantiene intacta la
estructura de las proteinas pero alcanza resoluciones mucho mas pobres. Una solucion
de compromiso o intermedia es la que se plantea en ciertos trabajos donde se usan
cantidades de SDS tan pequefias que se trabaja en condiciones no
desnaturalizantes®’>"®,

Algunas de las ventajas de las que goza esta técnica separativa para el empleo en

estudios bioinorganicos son las siguientes:

e Alta resolucion de muestras biol6gicas muy complejas

e Técnica semipreparativa que permite extraer o digerir las proteinas separadas
de interés con el objeto de su identificacion final mediante otras técnicas

¢ Posibilidad de usar la variante con proteinas nativas que preserva las uniones

metal:proteina existentes en la muestra

Por el contrario, se pueden destacar ciertas desventajas claras como la
complejidad del analisis, particularmente en la versibn de doble dimensién, la
imposibilidad de acoplamiento en linea con técnicas de deteccion o la agresividad del

tratamiento de muestra que pone en peligro la unién metal:proteina.

Electroforesis capilar

La electroforesis capilar (CE) es una técnica de separacion que se basa en la
diferente movilidad de especies cargadas y neutras en un medio electroforético contenido
en un capilar al que se aplica un campo eléctrico. Entre sus multiples campos de

. -y . -y P , . ~ 176 . .
aplicacion se encuentra la especiacidn bioinorganica desde hace muchos afios™ ", si bien
hoy en dia presenta ain mayor interés gracias a su cada vez mas perfeccionado

acoplamiento a detectores basados en la espectrometria de masas*”’.
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La versatilidad de esta técnica se pone de manifiesto en las distintas modalidades
de CE que se han desarrollado en funcion de los compuestos a separar, como por
ejemplo la electroforesis capilar en zona (CZE), la cromatografia electrocinética micelar
(MECC), la electroforesis de isoelectroenfoque (IEF), la isotacoforesis (ITP) o la
eletroforesis capilar en gel (CGE). De las citadas modalidades, la CZE es la mas
ampliamente utilizada en bioinorganica debido a su versatilidad, simplicidad y
compatibilidad con detectores de masas tales como ICP-MS*"® o0 ESI-MS*"’.

Las principales ventajas de esta técnica derivan de la elevada relacion superficie /
volumen de los capilares empleados en CE, que permite una eficiente disipacién del calor
generado al aplicar el campo eléctrico. De este modo, se pueden aplicar potenciales de
hasta 30 kV, lo que conlleva cortos tiempos de andlisis y una excelente eficacia de
separacion (hasta un millébn de platos teoricos). La ausencia de fase estacionaria reduce
las pérdidas de analito durante la separacion y ayuda a mantener la integridad de las
especies separadas, y ademas la CE es capaz de separar en un solo analisis especies
neutras y cargadas'’’. Por Ultimo cabe destacar la baja cantidad de muestra que se
requiere para hacer una separacion electroforética. Entre 5 y 50 nL son valores tipicos
empleados en CE. Este minUsculo volumen supone una ventaja debido a que se precisa
de poca muestra para llevar a cabo un andlisis. En comparacion con la electroforesis en
gel convencional, la CE puede ser facilmente automatizada y acoplada a detectores
varios para la realizacién de andlisis cuantitativos y cualitativos.

Las ventajas hasta ahora enumeradas hacen albergar grandes espectativas en
esta técnica de separacion para su aplicacion a la especiacion bioinorganica. Sin
embargo, existen otras caracteristicas de esta técnica que limitan su empleo. Tal es el
caso de la sensibilidad, que es de especial interés en muestras biolégicas, y que se ve
afectada en gran medida por el reducido volumen de muestra analizada y el bajo caudal
al que se trabaja. El uso combinado de la CE con detectores de elevada sensibilidad y las
mejoras experimentadas en los dltimos afios en las interfases que intervienen en estos
acoplamientos, se vislumbran como soluciones para este problema. Otras desventajas
son la falta de reproducibilidad en los tiempos de migracion, también debido a la pequefia
cantidad de muestra analizada, la posible inestabilidad de las especies analizadas como
consecuencia de la interaccién con los tampones y aditivos, y la pérdida de analito en las

paredes del capilar'’.
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A.4.2.2. Técnicas de deteccidn

Técnicas elementales (ICP-MS)

El empleo del ICP-MS como detector selectivo elemental ha supuesto una
revolucion en diversos campos, entre ellos en la especiacion bioinorganica. Su caracter
multi-elemental y su elevada sensibilidad, son las caracteristicas mas destacables de
este detector de masas'®. La introduccion de la muestra puede hacerse por nebulizacion
directa en el caso de que sea liquida, por ablacion laser (LA) sobre una muestra sélida o
acoplando técnicas de separacion tales como GC, LC, SFC o CE. La deteccion selectiva
multi-elemental permite distinguir entre especies de distintos elementos no resueltas
completamente por las técnicas cromatograficas o electroforéticas. Dado que el objeto de
este apartado no es la descripcidon minuciosa de la técnica y sus fundamentos, se remite

al lector a un excelente libro de texto®!

gue profundiza en el tema.

Algunas de las desventajas de esta técnica son la presencia de interferencias en
la monitorizaciéon de ciertos isétopos, la incompatibilidad del plasma con ciertas fases
moviles empleadas en las separaciones cromatogréficas o el alto costo del instrumento y
de su mantenimiento.

Los nuevos desarrollos instrumentales tratan de solucionar estos problemas y
aportan nuevas prestaciones para aplicaciones de extremada complejidad como la
especiacion bioinorganica. La tecnologia de celda de colisidén/reaccion, es una solucion

182183 en instrumentos con analizador

para minimizar las interferencias poliatbmicas
cuadrupolar (Q-ICP-MS). Los instrumentos con analizador de alta resolucién de doble
enfoque (DF-ICP-MS), solucionan en gran medida los problemas de interferencias
poliatdmicas, isobaricas y de iones doblemente cargados, mediante la medida exacta de
la masa. La posibilidad de monitorizar libres de interferencias, isétopos de elementos
caracteristicos de biomoléculas como S'# o P'®°, tiene un enorme interés en aplicaciones
metalémicas tales como la cuantificacion de proteinas. Ademas estos instrumentos
mejoran ostensiblemente la sensibilidad de la deteccidn y por ello son adecuados para su
empleo en aplicaciones donde se requiera la medida de ultratrazas o en acoplamientos
con separacion previa donde la sensibilidad del método se vea comprometida, tal es el

caso de la CE-ICP-MS®®®, El sistema multicolector en DF-ICP-MS incrementa aln mas la

sensibilidad de la técnica y aporta una gran ventaja para analisis de especiacion ya que
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es la Unica configuracion no secuencial y, por tanto, detecta continuamente el eluyente de
las separaciones cromatogréficas o electroforéticas acopladas. En este sentido el Q-ICP-
MS resulta en ocasiones demasiado lento si se pretende medir simultaneamente un gran
namero de isétopos, pudiéndose perder parte de los picos procedentes de la técnica de
separacion. Una alternativa de reciente comercializacién es el TOF-ICP-MS, que es un
instrumento secuencial de mucha mayor rapidez que un Q-ICP-MS y que ademas
presenta una excelente resolucion.

El desarrollo de interfases eficaces para el acoplamiento del ICP-MS a técnicas de
separacion, es sin duda una de las caracteristicas mas atractivas de esta técnica. A
continuacion se detallan brevemente los acoplamientos m&s empleados en metalémica

entre técnicas de separacion e ICP-MS.

HPLC-ICP-MS

Sin lugar a dudas, el acoplamiento HPLC-ICP-MS es la técnica hibrida mas
empleada en el estudio de aductos metal:biomolécula y en general en la especiacion
bioinorganica. El facil acoplamiento entre ambas técnicas es uno de sus atractivos. Los
nebulizadores empleados en ICP-MS son compatibles con los flujos que habitualmente
se emplean en HPLC convencional.

Sus principales inconvenientes estan relacionados con la incompatibilidad de la
técnica con el uso de ciertas fases méviles cominmente empleadas en separaciones por
cromatografia de liquidos. Tal es el caso de fases moviles con alto contenido en sales o
en disolventes organicos. El acoplamiento SEC-ICP-MS resulta mas adecuado que el
IEC-ICP-MS debido al menor contenido salino que habitualmente tienen las fases
moviles, si bien ambas son empleadas ampliamente en la bibliografia. EI ICP-MS admite
concentraciones salinas de hasta 50 mM sin peligro de colapso del plasma u obturacion
de los conos y/o nebulizador. El empleo de sales de alta volatilidad como el acetato
amonico permite elevar las concentraciones salinas hasta al menos 400 mM.

La introduccién continuada de elevadas cantidades de disolventes organicos
afecta de forma negativa a la sensibilidad del equipo e incluso puede llegar a provocar la
extincion del plasma. En el acoplamiento RPC-ICP-MS se emplean altas concentraciones
de disolventes organicos para eluir los analitos. Las soluciones a este problema suponen
el uso de sistemas de enfriamiento de la camara de spray o desolvatadores de

membrana para reducir la cantidad de vapor del disolvente que alcanza el plasma.
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Ademas es necesario el empleo de una corriente adicional de oxigeno asi como conos de
Pt. La cromatografia capilar (flujos entorno a 4 uL min™) o nano (flujos entorno a 200 nL
min™?), se presentan como alternativa en separaciones ricas en fases orgéanicas ya que
permiten la introduccién directa de hasta un 100% de disolvente organico sin el empleo
de corriente adicional de oxigeno o enfriamiento de la cAmara de spray'®’. Sin embargo
también en estos casos existe una importante pérdida de sensibilidad en funcién del
porcentaje de modificador organico empleado y por lo tanto en separaciones con
gradientes se requiere la calibracion individualizada de la respuesta™®®. Ademas, la
cromatografia capilar y nano presentan otras ventajas en sus diferentes variantes'®,
como el reducido volumen de muestra que precisa, caracteristica ésta de extraordinario
interés para analizar muestras de biopsias humanas, digeridos de geles bidimensionales,
compartimentos de células individuales, etc. Por otra parte, ofrece una excelente
resolucion y sensibilidad manteniendo la posibilidad de acoplamientos cromatograficos
multidimensionales.

Montes-Bayé6n et al.'*

presentan un interesante trabajo donde se recogen las
aplicaciones mas importantes sobre especiacion elemental realizadas con la técnica

hibrida HPLC-ICP-MS en muestras de caracter bioldgico, clinico o medioambiental.

CE-ICP-MS
La inmensa mayoria de las aplicaciones exitosas del acoplamiento CE-ICP-MS se

| 191

han basado en la interfase desarrollada por Schaumléffel et al.”", aunque otras interfases

192,193

viables también han sido publicadas La citada interfase ha solucionado tres

problemas fundamentales que aparecen cuando se acopla CE con ICP-MS:

e La introduccion eficiente de un fluo nano al ICP-MS mediante un
micronebulizador y una camara de spray con un bajo volumen muerto

o El cierre del circuito eléctrico mediante la insercion de un electrodo

e La prevencion del flujo laminar mediante la optimizacion de la dinamica de

fluidos
Las ventajas propias de la CE, tales como tiempos de analisis cortos o alta
capacidad de separacion, se unen a las que derivan del uso del ICP-MS como detector,

resultando una técnica sensible y selectiva. No suponen un problema los tampones y los
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modificadores organicos utilizados en la CE ya que llegan al plasma en cantidades de nL
o uL y por lo tanto no afectan a la estabilidad del plasma*®*.

La estabilidad de las especies de la muestra puede verse comprometida por
condiciones erréneas en la CE, a saber, electrolitos complejantes o pH inadecuado®®”.
También son usuales las variaciones en los tiempos de migracion debido a interacciones
con el capilar e incluso a la fuerza iénica de los tampones. La monitorizacion de
demasiados isétopos cuando se emplea un analizador secuencial tipo cuadrupolo hace
gue puedan perderse picos electroforéticos por la rdpida migracion. Por ello, y por la falta
de sensibilidad en ciertas aplicaciones con muestras reales, el acoplamiento CE-DF-ICP-
MS™* es notablemente ventajoso.

Diversos trabajos publicados en los Gltimos afios sobre la especiacion de Se'®®,

As"™ Hg'*® o metales presentes en MTs 992%

, ponen de manifiesto la potencialidad de la
CE acoplada con ICP-MS para su aplicacidbn en especiacion bioinorganica. Incluso se
encuentran en la bibliografia aplicaciones relacionadas con la separacion y deteccion de

especies de Pt mediante CE-ICP-MS"317%201,

Técnicas estructurales (ESI-MS y MALDI-TOF)

Las técnicas atdbmicas miden la sefial que genera un a&tomo o un ion elemental. La
identificacion de las especies que contienen estos atomos se basa en la disponibilidad de
patrones que permitan calibrar mediante tiempos de retencion o migracion, el tiempo que
tardan en llegar los analitos a la fuente de ionizacion. En los analisis de especiacion
bioinorganica es imposible en la mayoria de las ocasiones la identificacion de las
especies de interés mediante el citado método. Por ello, surge la necesidad de técnicas
gue ofrezcan sefiales caracteristicas de las especies y no de los elementos, es decir, se
precisa de técnicas que aporten informacion estructural.

ESI y MALDI son sistemas de ionizacibn de los denominados “blandos”.
Preservan la estructura de las biomoléculas y cuidan los enlaces metal-biomolécula
objeto de los estudios de metalémica, por lo que son las fuentes de ionizacién mas
empleadas®?. La Tabla 2 muestra las principales caracteristicas de estas fuentes de
ionizacion. Los analizadores de masas asociados pueden ser de distinto tipo en funcién

de las necesidades especificas de cada laboratorio. De esta manera, son comunes los
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instrumentos MALDI-TOF, MALDI-TOF-TOF, ESI-IT, ESI-Q-IT, ESI-Q-TOF, ESI-FT-ICR o
ESI-IT-FT-ICR. La determinacion del peso molecular de las biomoléculas o fragmentos de
éstas, asi como la huella natural que supone su perfil isotdpico, son herramientas de

inestimable ayuda en la elucidacion de la naturaleza de las especies de interés®®,

Tabla 2 Principales caracteristicas de las fuentes de ionizacién MALDI y ESI

MALDI ESI
Generacion discreta de iones Generacion continua de iones
Produce iones con carga +1 Genera iones con carga multiple
Relativamente tolerante con el medio Poco tolerante con el medio
Cristalizacion heterogénea lonizacién homogénea
Respuesta no cuantificable Respuesta cuantificable
Sefial dependiente de la masa depositada y | Sefial dependiente de la concentracion
de su superficie

MALDI-TOF es una técnica de amplio uso en protedmica. Las razones de su
aplicacién en especiacion bioinorganica son su facil manejo asi como la suave ionizacion
gue provoca y que preserva en gran medida las uniones metal-biomolécula objeto de
estudio. Posee un amplio rango de masas y una elevada resolucidon para moléculas de
peso molecular bajo o medio donde se pueden englobar aminoacidos, péptidos y multitud
de biomoléculas. La presencia de sales o detergentes en la muestra depositada en la
placa MALDI puede provocar la supresion de la ionizacion, por lo que se suelen emplear
micro-columnas (ZipTip) para el desalado de la muestra. Los instrumentos MALDI-TOF-
TOF incorporan un sistema de fragmentacion entre los dos analizadores de tiempo de
vuelo y por lo tanto son muy adecuados para llevar a cabo secuenciaciones peptidicas de
manera rapida y eficaz.

Las técnicas basadas en ESI producen una suave ionizacion de la muestra, por lo
que son ampliamente utilizadas en protedmica funcional asi como en la determinacién de
interacciones no covalentes como aquellas que tienen lugar entre metales o metaloides

con biomoléculas tales como aminoacidos, proteinas, péptidos o carbohidratos. Uno de
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los incovenientes de esta téchica es la poca tolerancia a sales poco volatiles o agentes
solubilizantes tales como detergentes, que usualmente se incorporan en la muestra con
el objeto de estabilizar la bio-especie de interés. Por lo tanto, suele ser necesaria una
etapa de desalado que con frecuencia se aprovecha para preconcentrar la muestra, ya
que se ha de tener en cuenta que estas técnicas no disponen de una sensibilidad tan
elevada como la de ICP-MS. El desalado mediante ZipTip se puede emplear cuando se
precisa de cantidades de muestra muy pequefias como en el caso del uso de nanoESI.
La infusion mediante nanoESI ofrece claras ventajas como la poca cantidad de muestra
requerida, la alta sensibilidad o los largos tiempos de analisis que se pueden conseguir
€con unos pocos microlitros de muestra.

Otra ventaja del ESI frente a otras técnicas de ionizaciébn suave, es el facil
acoplamiento con técnicas de separacion. Asi, son comunes hoy en dia los
acoplamientos HPLC-ESI-MS o CE-ESI-MS'"". Estos acoplamientos no sélo ofrecen una
separacion de las especies de la muestra, sino que también preparan la muestra antes de
ser ionizada en la fuente ESI desalandola o preconcentrdndola, como es el caso de las
cromatografias SEC o RPC.

La combinacion de ESI con analizadores TOF ofrece excelentes resoluciones
como se ha comentado anteriormente con la técnica MALDI-TOF. Los analizadores de
trampa iénica (IT) también han sido ampliamente empleados en protedmica y
recientemente en especiacion bioinorganica. Las nuevas generaciones de trampas
lineales (LIT) ofrecen una excelente sensibilidad junto con una resolucion similar a la de
los analizadores TOF cuando se trabaja en el modo “Zoom”. Ademas su capacidad para
llevar a cabo fragmentaciones de las especies de interés mediante diversas técnicas de
fragmentacion, confiere a este analizador un notable potencial para la elucidacién
estructural. Por ultimo cabe destacar el analizador de FT-ICR. Estos analizadores tienen
una resolucién en trabajo rutinario por encima de 100.000, y pueden llegar facilmente a
10°, siendo capaces de realizar determinaciones estructurales mediante la medicién de la

masa exacta de la biomolécula.
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Objetivos

Los farmacos antitumorales basados en Pt han sido objeto de una intensa labor
investigadora durante los ultimos afios. Aunque fruto de dicho empefio se ha avanzado
en la comprensién de sus mecanismos de accion, ain son muchas las incégnitas que
permanecen e incluso otras nuevas las que se han planteado. Sin olvidar que se trata de
una problematica multidisciplinar, el estudio de la accién toxica y efectividad citotoxica de
estos farmacos a través de las herramientas que hoy en dia proporciona la Quimica
Analitica, es una de las maneras mas interesantes de abordar el tema.

Tan importante como la comprensién de la accién antitumoral de los farmacos de
Pt, es la elucidacion de los mecanismos responsables de fendmenos de resistencia a los
mismos o de los efectos secundarios que provocan, y que son, en ultima instancia, los
factores que limitan su aplicacion. Para su estudio, es de extremada importancia el
conocimiento de la distribucién del farmaco, asi como las posibles interacciones con las
biomoléculas con las que se encuentra en su recorrido por el organismo. No solo es
importante el desarrollo de herramientas que nos permitan monitorizar, cuantificar e
identificar las especies de interés, sino que también es preciso que sean eficaces en
medios y concentraciones reales. La informacién extraida de estos estudios puede ser de
extraordinario interés para conocer en profundidad los mecanismos de accion de estos
farmacos y poder asi paliar su toxicidad, potenciar su efectividad o diseflar nuevos
farmacos con mejores propiedades. Por todo ello, el objetivo principal de esta tesis

doctoral es:

El desarrollo de metodologias analiticas para la determinacion de contenidos
totales y especiacion bioinorganica de Pt, en muestras bioldgicas afectadas por la accion

de farmacos antitumorales de Pt.

Para desarrollar este objetivo principal se han planteado los siguientes objetivos

parciales:

e Desarrollo metodolégico para el andlisis total de Pt en 6rganos diana de ratas
tratadas con cisplatino, carboplatino y oxaliplatino, asi como en sus distintas
fracciones celulares y citosélicas, con el fin de estudiar sistematicamente sus

acumulaciones y distribuciones en distintos disefios terapéuticos.
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¢ Evaluacion de la fortaleza de enlace de las bio-especies con Pt encontradas en

las muestras bioldgicas utilizadas.

e Desarrollo de la metodologia analitica necesaria para abordar la separacién
cromatografica multidimensional de las bio-especies de Pt encontradas en

organos de ratas tratadas con farmacos antitumorales de Pt.

e Caracterizacion estructural de los derivados hidrolizados del cisplatino en

medios que simulen las condiciones fisiol6gicas del organismo.

e Desarrollo de Ila metodologia analitica necesaria para abordar Ila
caracterizacion estructural de los aductos resultantes de la interaccién de los
farmacos antitumorales de Pt con biomoléculas del citosol celular como el GSH o

la MT, y su aplicacién a muestras reales.

¢ Desarrollo de la metodologia analitica necesaria para abordar la separacion y
caracterizacion estructural de los aductos resultantes de la interaccion de los
farmacos antitumorales de Pt con biomoléculas del suero sanguineo como la Tf o

la HSA, y su aplicacidon a muestras reales.
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Capitulo 1

C.1. Capitulo I: Caracterizacion del problema

Uno de los principales problemas que se plantean en los tratamientos oncolégicos
con complejos de Pt, deriva de que la fraccién del complejo que no alcanza el ADN, se
distribuye por el organismo del sujeto pudiendo desencadenar efectos secundarios
graves como nefrotoxicidad, mielosupresion u ototoxicidad, entre otros.

Los estudios sobre la distribucibn de estos farmacos en el organismo, son
indispensables para abordar con éxito posteriores trabajos relacionados con los
mecanismos de actuacion y los efectos secundarios. En la bibliografia recopilada en la
Introduccién, se presentan algunos trabajos de este tipo, sin embargo, hasta la fecha, se
observa una ausencia de publicaciones basadas en experiencias sistematicas con
poblaciones o muestras controladas, excepto en el caso de muestras sanguineas®®. Por
el contrario, abundan los datos de Pt total determinado en distintos érganos de individuos
con caracteristicas muy diferentes, y sometidos a distintas terapias'®*°*'%, De la misma
manera, existe una carencia de trabajos relacionados con el estudio de la distribucion de
los farmacos a nivel celular y la localizacién de las fracciones mas ricas en Pt.

Por ello, el objetivo de este capitulo ha sido el estudio de la distribucion y
acumulacion del cisplatino, carboplatino y oxaliplatino, en muestras biolégicas obtenidas
de una poblacion homogénea de ratas Wistar sometidas a tratamientos controlados. Para
cumplir este objetivo se ha desarrollado una metodologia analitica sensible y reproducible
para la cuantificacién de Pt total en diversos tejidos. El estudio de la distribucion de los
farmacos en los distintos érganos diana y en las fracciones celulares méas significativas
de cada o6rgano, han permitido localizar las fracciones biolégicas de mayor interés para el
estudio de los mecanismos de accion del farmaco. Otras metas de este capitulo son el
desarrollo de una metodologia sencilla para especiacion de Pt, que sea capaz de aportar
informacién sobre el farmaco libre presente en las muestras y hacer una evaluaciéon

preliminar de la robustez de la interaccién farmaco:biomolécula.
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C.1.1. Trabajo 1: Accumulation, fractionation and analysis of platinum in
toxicologically affected tissues after cisplatin, oxaliplatin and carboplatin
administration (J. Anal. Toxicol., 32(2) (2008) 140-146)

Los objetivos planteados en este primer capitulo se abordaron en el Trabajo 1. En
el Esquema Experimental 1, se muestran las poblaciones de ratas Wistar con las que se
llevé a cabo el estudio, la toma y el tratamiento de muestra empleados, asi como la
metodologia analitica que se aplicé.

Se administraron cada uno de los farmacos bajo estudio, cisplatino, carboplatino y
oxaliplatino, a una poblacion homogénea de ratas Wistar bajo condiciones
experimentales controladas. Se reprodujeron ciclos de administracion monodosis y
multidosis empleados en terapias con humanos. Se determinaron los contenidos de Pt en
cerebro, oido, higado y rifion, y en distintas fracciones celulares y citosdlicas de los tres
ultimos érganos, obtenidas mediante ultracentrifugacién y ultrafiltracion. La cuantificacién
del Pt directamente en las fracciones o tras mineralizacion de las muestras en horno
microondas, se realiz6 mediante ICP-MS por nebulizacién directa.

Una vez localizada la fraccion celular de interés por su contenido en Pt y por su
posible relacién con la toxicidad del farmaco, se estudi6é la forma quimica en la que se
encuentra el farmaco, asi como la fortaleza del enlace farmaco:biomolécula. La aplicacion
de una metodologia analitica basica basada en SEC-ICP-MS permitié distinguir entre el
farmaco que queda libre y el que se une a biomoléculas, demostrandose por primera vez
la ausencia de farmaco libre en los citosoles celulares (fraccién soluble) de los érganos
analizados.

Distintos tratamientos desnaturalizantes con SDS y/o BME, permitieron evaluar
posibles transformaciones de las bio-especies de Pt o la ruptura del enlace
farmaco:biomolécula, mediante el estudio del perfil cromatografico. La notable robustez
de las interacciones farmaco:biomolécula frente a los mencionados reactivos, permite
pensar en futuras experiencias donde se puedan aplicar tratamientos de muestra mas

agresivos, tales como separaciones electroforéticas o digestiones tripticas.
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Abstract

Antitumoral Pt-containing drugs present side effects like
nephrotoxicity and ototoxicity. Several systematic experiments
have been carried out with Wistar rats treated with cisplatin,
carboplatin, and oxaliplatin to study Pt-drugs accumulation and
elimination, and Pt-biomolecule distribution in the cells and
cytosols of ear, kidney, and liver. Inductively coupled plasma-mass
spectrometry (ICP-MS) analysis shows a cisplatin accumulation
capability between oxaliplatin (the highest) and carboplatin (the
lowest). The maximum concentration of Pt in all the organs
studied was achieved around the first week after cisplatin
treatment. During the first 30 days, the elimination was very fast,
decreasing in the subsequent 60 days in all the organs. Analysis of
cytosols by liquid chromatography (LC)-ICP-MS showed an
analogous behavior. In most samples, the distribution of the three
drugs in the cellular and cytosolic fractions was similar for all the
tissues, For kidney and ear, approximately 60% and 30%,
respectively, of the metal accumulated was present in the cytosol,
the cytosolic fractions smaller than 50 KDa being especially
important. Cisplatin-biomolecule interaction strength under
denaturing conditions was evaluated by LC-1CP-MS and showed a
quite strong bond.

Introduction

For several decades, Pt-based drugs have been effectively
employed in antitumoral treatments. Cisplatin (c¢is-di-
aminedichloroplatinum(I1]) was introduced as a chemothera-
peutic drug for the treatment of many cancers such as
testicular, ovarian, head and neck, bladder, esophageal, and
small cell lung (1), and remains a main antineoplastic drug for
the treatment of solid tumors. Severe side-effects, including

* Author 1o whom correspondence should be addressed: Dr, MM, Gomez-Gomez,
Depatment of Analyteeal Chemistry, Faculty of Chemistry, University Complutense of Madrid,
Ciudad Universitaria s/n, 28040 Madrid, Spain. E-mail: mmgomez@quim.ucm.es,

nephrotoxicity, ototoxicity, neurotoxicity, emesis, and hone
marrow suppression have been reported (2). In addition, some
cancers have intrinsic resistance to cisplatin, and others de-
velop resistance after treatment (3). Because of these draw-
backs, other Pt-containing antitumoral compounds were
synthesized and tested to increase efficiency and to reduce
toxic side-effects. Two of these new-generation drugs are
carboplatin [cis-diamine(1,1-cyclobutanedicarboxylato)plat-
inum(II)) and oxaliplatin (trans-L-1,2-diaminocyclohexa-
neoxalatoplatinum(II)]. Carboplatin is mainly used to treat
ovarian and lung cancers, and oxaliplatin is commonly used to
treat large bowel cancer. Compared to cisplatin, carboplatin
presents lower toxic side-effects, can be more easily used in
combined therapies, and is active against the same types of tu-
mors. Their most important side-effect is myelosupression
(4). Oxaliplatin exhibits no cross-resistance with cisplatin and
is more effective in colon cancer treatment (5), but has an im-
portant side-effect: neuropathy (6). Patients treated with cis-
platin present nephrotoxicity (50-75%) (7) and/or ototoxicity
(369%) (8,9).

Pt has been quantified in different tissues and biological
fluids from patients treated with Pt-based drugs (10-12); how-
ever, few works have been carried out in the field of Pt-
biomolecule speciation. Interaction of Pt-containing drugs
with target biomolecules like metallothioneins (MTs) (13,14),
or sulfur-containing biocompounds (15,16) has been reported.
The determination of free cisplatin in spiked human serum
(17) or the separation of some Pt-species in spiked human
plasma (18), are examples of Pt metallomic studies. However,
to our knowledge very few in vivo studies concerning Pt
biomolecules speciation have been reported (19).

It is necessary to use an accurate and sensitive technique for
the quantification and detection of low levels of Pt-biocom-
pounds in biological samples. Sensitivity, operational sim-
plicity, and versatility currently make inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) the most suitable tech-
nique for total Pt determination (3). The coupling of ICP-MS
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with liquid chromatography or fractionation techniques such
as size exclusion chromatography (SEC), allow Pt-
biomolecules speciation studies (19) to be tackled.

This work is focused on the development of the necessary
analytical methodology to study the accumulation and elimi-
nation of cisplatin, carboplatin, and oxaliplatin in ear (oto-
toxicity by cisplatin), kidney (nephrotoxicity by cisplatin}, liver,
and brain (no reported important side-effects by cisplatin)
from rats treated with dosages of the drugs equivalent to those
used in monodosage or multidosage human treatments. The
distribution of the three drugs among the nuclear, mitochon-
drial, and cytosolic fractions from ear, kidney, and liver and the
molecular weight distribution of the Pt-biospecies present in
the cytosolic fraction of the three tissues have also been
studied. The strength of the Pt-biospecies bond has also been
studied. All these studies are of paramount importance to un-
derstand the biotransformation of the drug in the tissues, in
order to improve the knowledge of the mechanisms related to
the side-effects produced by these drugs.

Experimental

Standards, reagents, and materials

The Pt-based drugs used were cisplatin (Sigma Aldrich
Chemie, St. Louis, MO), carboplatin (EBEWE Pharma, Un-
terach am Attersee, Austria), and oxaliplatin (Sanofi-Synthe-
labo, Paris, France).

All solutions were prepared with deionized water (Milli-Q Ul-
trapure water systems, Millipore, Milford, MA). High-purity
nitric and hydrochloric acids were obtained by the distillation
of the analytical-grade reagents (Merck, Darmstadt, Germany)
inan acid distiller (Berghof B BSB-939IR, Eningen, Germany).
H,0, (30%, w/v, Panreac Quimica SA, Barcelona, Spain) was
used for sample digestion.

Stock solutions of Pt (1000 mg/L, Spectrosol BDH, Poole,
England) and Ir (1000 mg/L, Merck) were diluted with HCI
(0.24 mol/L) to prepare standard solutions. Working solutions
were prepared daily and diluted with HCI (0.24 mol/L) to final
concentration.

Extraction and chromatographic reagents were fris-(hy-
droxymethyl)aminomethane (Tris, Fluka Chemie, Buchs,
Switzerland) and NaCl (Panreac Quimica SA). A protease in-
hibitor cocktail for mammalian cell and tissue extracts (Sigma
Aldrich Chemie} was used in cytosol extraction. Protein
denaturing reagents were sodium dodecyl sulfate (SDS for
molecular biology, 99%, Sigma Aldrich Chemie) and 2-
mercaptoethanol (B-mercaptoethanol or BME, 98%, Sigma
Aldrich Chemie),

Centricon YM filters of 3000, 50,000, and 100,000 MW cut-
off (Millipore) were employed for cytosol fractionation.

Sample treatment and analysis for total Pt
determination by ICP-M$

Sample treatments and digestion. Ear, brain, liver, and
kidney tissues were dried in a conventional oven up to a con-
stant weight (6 h at 55°C followed by 3 h at 105°C) and ho-
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mogenized by agate mortar grinding. Approximately 0.1 g of
the dry tissues were placed in PFA Advanced Composite vessels
and digested in a microwave oven (CEM MSP 1000, CEM,
Matthews, NC) with 2 mL of HNO4 and 0.6 mL of Hy0,, The
microwave program for 12 vessels was 1 min at 250 W, 1 min
at 0 W, 5 min at 400 W, 6 min at 600 W, and 8 min at 750 W,

The digested samples were evaporated to dryness in Teflon
vessels, Two more evaporation steps were performed, adding 2
mL of aqua regia and then 1 mL of HCI. The samples were di-
luted to 5 mL with HCI 0.24 mol/L for ICP-MS analysis. The
pellets from the fractionation experiments were also mineral-
ized in the same way.

Pt analysis. A Quadrupole ICP-MS Thermo X-series (Thermo
Electron, Windsford, Cheshire, U.K.) equipped with a Meinhard
nebulizer, a Fassel torch, and an Impact Bead Quartz spray
chamber cooled by a Peltier system was employed for total Pt
determination. ICP-MS operating conditions were the fol-
lowing: forward power 1250 W, plasma gas 15 L/min, auxiliary
gas 0.73 L/min, nebulizer gas 0.85 L/min, channels per AMU
10, and integration time 0.6 ms. Total Pt content measures
were acquired in continuous mode, monitoring m/z 194 (Pt),
195 (Pt), and 191 (Ir). Non-spectral interferences (matrix ef-
fects) were not observed; thus, quantification of Pt was carried
out by external calibration over the working range (0.25-100
ug/L} with 200 pg/L Ir as internal standard (IS). The correla-
tion coefficient of the calibration curve by least-squares linear
regression analysis was > 0,999,

1t is known that only the presence of 17*Hf'6Q and 173Hf160
molecules would be considered as important interferences on
the Pt determination through its main isotopes (5Pt and
194Pt) by Q-ICP-MS (20). However, the analyzed biological
samples are free of these isobaric interferences because no
detectable amount of Hf has been found in any solution,

The limit of detection of the method for Pt analysis, calcu-
lated as three times the standard deviation of the blank (n =
10), was 6 pg/kg for dry samples and 63 ng/L for the cytosolic
fractions. The precision of the method was tested for liver
from a rat treated with cisplatin. The RSD was 4.2% for six
replicates of the same dry sample and 5.0% for seven inde-
pendent dried samples taken from different parts of the same
liver.

Sample treatment for tissues and cytosol fractionation and
Pt-biomolecule studies

Cell fractionation by ultracentrifugation. Approximately
0.250 g of kidney and liver was dissected and homogenized in
3 mL of the extractant solution (10mM Tris-HCI, 25mM NaCl,
pH 7.4) and 12.5 pL of protease inhibitor cocktail using a 10-
mL Potter homogenizator (Deltalab, Barcelona, Spain). In the
case of ear, the entire organ (approximately 0.2-0.4 g) was
homogenized in a Polytron PT 1200 (Kinematica AG, Lucerne,
Switzerland) in the same extractant solution and protease in-
hibitor cocktail. The homogenates were centrifuged in a 5804
R centrifuge (Eppendorf, Hamburg, Germany) at 500 x g for 20
min, and the decanted supernatant was centrifuged again at
15,000 x g for 30 min. All of the preparative steps were per-
formed at 4°C, and the pellets from each centrifugation were
washed with the same extractant solution. The two pellets ob-
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tained, corresponding to the nuclear and the mitochondrial
fractions, were mineralized and Pt content measured by [CP-
MS. The cytosolic supernatant (cytosol) was diluted and di-
rectly analyzed for Pt content or fractionated for
Pt-biomolecule studies.

Cytosol fractionation by ultrafiltration. Ear, kidney, and
liver cytosols (0.3 mL) from rats treated with cisplatin, oxali-
platin, or carboplatin, were fractionated by consecutive ultra-
filtration through 100,000, 50,000, and 3000 MW cut-off filters,
After each ultrafiltration, 0.4 mL of the extractant solution was
used to wash the filters to ensure maximum recovery. The re-
tentates were extracted from the filter by soft centrifugation at
1000 x g for 2 min. A washing step with 0.1 mL of the extrac-
tant solution was applied to each filter for a quantitative re-
covery of the retentates,

Pt biomolecule determination by CESEC-ICP-MS and Pt
biomolecule bond strength studies in the cytosol. SEC frac-
tionation of ear and kidney cytosols impacted with cisplatin
was performed by using a Superdex 75 10/300 GL column
(Pharmacia, Amersham, Uppsala, Sweden, separation range
of 3-70 KDa) coupled to ICP-MS, A high-pressure quaternary
gradient pump (Jasco PU-2089) equipped with an injection
valve (Rheodine, Cotati, CA) was used. The sample injection
volume was 250 pL, and the same extractant solution was
used as the mobile phase, at a flow rate of 1 mL/min. All sam-
ples were passed through 0.22puM nylon filters before injection.

For Pt-biomolecule bond strength studies, cytosolic frac-
tions of kidney and ear were subjected to several denaturing
treatments, The cytosolic fractions were diluted 1:2 with a so-
lution containing 1% (w/v) SDS and 62.5mM Tris-HCl (pH
6.8), both with and without 5% (w/v) BME. The resulting mix-
tures were heated at 100°C for 5 min, sonicated for 15 min, and
centrifuged at 15,000 x ¢ for 30 min. The supernatants were
analyzed by SEC-ICP-MS and compared to those obtained for
the native cytosolic fractions.

Pt drugs administration

Drug administration and the sacrifice of the rats were car-
ried out under laboratory-controlled conditions by profes-
sional expertise at the Hospital Universitario Puerta de Hierro
(Madrid, Spain). The animals were handled following the
guidelines of the National Council for the Care of Laboratory
Animals. The drugs were administrated by intraperitoneal in-
jections. The weight of the rats was approximately 200 g, and
the dosages were related to their corporal area and equivalent
to those applied in humans. In all, 84 Wistar rats were treated.
Two experiments were designed for the accumulation, elimi-
nation, and fractionation studies.

Experiment 1. Monodosage administration of cisplatin,
carboplatin, and oxaliplatin for Pt fractionation studies. The
experiment was performed with 21 rats. One dosage of cisplatin
(16 mg of cisplatin per m? of corporal surface), oxaliplatin (80
mg/m?), or carboplatin {450 mg/m?) was administered to dif-
ferent groups of seven rats each; dosages were 10.4, 39.3, and
236.5 mg/m? of Pt. The sacrifices were carried out the third day
after administration.

Experiment 2. Monodosage and multidosage treatments
for Pt accumulation/elimination studies versus time. For the
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monodosage treatment, 40 rats were treated with 32 mg/m? of
cisplatin. Groups of 7 rats were sacrificed at the 3rd, 7th, 30th,
and 90th days after administration.

For the multidosage treatment, the experiment was per-
formed with 23 rats. Five cycles of 16 mg/m? of cisplatin were
given. The elapsed time between each cycle was 21 days. At
least three rats were sacrificed the third day after each cycle of
administration.

Results and Discussion

Pt accumulation and fractionation studies in target
organs and cytosols after cisplatin, carboplatin, and
oxaliplatin administration

Drug accumulation in brain, kidney, liver, and ear was de-
termined the third day after administration by the analysis of
the total Pt content, For data comparison, the results in Figure
1 are given as the Pt concentration found in the dry tissue (mg
Pt/kg dry tissue) per milligram of Pt administered with the
drug.

Oxaliplatin produced a higher accumulation of Pt than cis-
platin in ear, brain, kidney, and liver of approximately 2.9, 1.9,
1.7, and 1.3 times, respectively, Pt accumulation after carbo-
platin treatment was the lowest for all tissues, being approxi-
mately 19%, 35%, 31%, and 17% lower than with cisplatin for
ear, brain, kidney, and liver, respectively.

These results are interesting from a pharmacokinetic point
of view. The fact that oxaliplatin presents a higher tendency to
be accumulated in kidney and ear, but does not produce the
same side-effects as cisplatin, suggests that not only could the
total Pt content in the organs be responsible for alterations in
functionality, but also the interaction of the drug with specific
biomolecules of target organs. Therefore, Pt-based drug spe-
ciation analysis is important to understand the drug-
biomolecule interactions, which are responsible for the adverse
effects,
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Figure 1. Relative Pt concentration in ear, brain, kidney, and liver from
rats treated with monodosages of cisplatin, carboplatin, and oxaliplatin,
Results expressed as (mg Ptkg dry sample)/mg Pt administered {n = 7).
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Table 1. Percentage of Pt Found in the Nuclear, Mitochondrial, and Cytosolic Fractions of the Ear, Kidney, and Liver from
Rats Treated with Cisplatin, Oxaliplatin, and Carboplatin (n = 3)

Ear

Kidney

Liver

Nuclear Mitochondrial Cytosolic

Nuclear  Mitochondrial

Cytosolic

Nuclear  Mitochondrial

Cytosolic

61909
61.2+3
61.2+4.7

14402
1.7+ 001
1.3+0.2

Cisplatin
Oxaliplatin
Carboplatin

260+1.2
31.9+29
305+49

308+04
14609
19914

2003 +06
11.2+04
18.2 +0.1

469+ 0.1
60.7+0.5
61.9+15

168+0.5
133£22
229+0.2

19.4£1.1
175402
1262 1.0

608+ 1.6
54220
63.5+08

In order to determine the distribution of the drugs among
the nuclear, mitochondrial, and cytosolic fractions of the cell
tissues, ear, kidney, and liver were fractionated as described in
the Experimental section. The total Pt concentration was sub-
sequently determined.

Table T shows the Pt content in the different fractions for
each tissue for the three drugs. Results are given as the mean
percentage of Pt found in each fraction with respect to the total
content of the tissue given in Figure 1. The sum of the Pt re-
covered after fractionation was higher than 85% for all the
samples,

The highest Pt content for kidney and liver was found in the
cytosolic fraction, which represents approximately 50-60% of
the total Pt content in the tissue. For ear, the highest content
for the three drugs was found in the nuclear fraction, and only
approximately 30% of the Pt was accumulated in the cytosol.
Therefore, it appears that the toxic mechanisms responsible for
ototoxicity produced by cisplatin are not related to the cellular
distribution of the drug.

It is known that Pt-drugs are bound to the cytosolic
biomolecules (21). To determine the distribution of the Pt-
drug among cytosolic biomolecules with different molecular
weight, the cytosols of the ear, kidney, and liver were fraction-
ated by ultrafiltration. This fractionation was performed im-
mediately after the cytosol preparation to avoid species
transformation or sample degradation. The MW fractionation
(by cut-off filters) of the cytosolic fractions gives reproducible
and quantitative results for the Pt-biomolecule distribution
(Figure 2). The recoveries were satisfactory, being the sum of
the three fractions higher than 95% with respect to total Pt
content in the whole cytosol.

As can be seen in Figure 2, the fraction higher than 100 KDa
shows the highest Pt content (approximately 45-65%) for all
the tissues and drugs. However, this cut-off contains soluble
biomolecules and the microsomal fraction with membranes, ri-
bosomes, etc. The fraction that ranges from 50 to 100 KDa pre-
sents the lowest Pt content (approximately 5%) for all tissues.

For the two toxicologically affected organs, ear and kidney
(Figure 2A and 2B), the Pt content in the two fractions below
the 50 KDa represents approximately 50% of the total Pt in cy-
tosol. Particularly for ear, all the drugs interact to a great ex-
tent with soluble biomolecules smaller than 3 KDa. Previous
work (19) showed that both free drug and free Pt are not pre-
sent in the cytosol; therefore, the Pt found in the smallest
fractions must be bound to biomolecules. Besides, these small
MW fractions have intrinsic interest because of the possible
presence of biomolecules such as metallothioneins or glutha-
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Figure 2. Percentage of Pt found in the molecular weight fractions > 100
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tione that are known to be involved in detoxification processes
(13,15).

Summarizing, the different capabilities of the three drugs to
incorporate into the studied tissues (Figure 1) and the similar
behavior with respect to Pt distribution among cell compart-
ments and cytosol biomolecules of the tested tissues {Table I
and Figure 2) point out the need for further metallomic studies
to understand toxicity mechanisms.

Pt accumulation/elimination studies versus time in target
organs and cytosols after cisplatin monodosage and
multidosage treatments

To determine the accumulation/elimination kinetics of cis-
platin in ear, kidney, and liver, rats were subjected to a mono-
dosage cisplatin administration of 32 mg/m? (Experiment 2)
and sacrificed after periods ranging from the 3rd to the 90th
day after treatment, Total Pt content in tissues for each period
was determined by ICP-MS. In parallel, the elimination of the
Pt-biomolecule content from the cytosol of ear and kidney
during the same period was tracked by SEC-ICP-MS,

Figure 3 shows the relative total Pt concentration found in
the ear, kidney, and liver over time. The maximum concentra-
tion of Pt in all organs was achieved within the 3rd-7th days
after treatment. Over the first 30 days, the elimination mech-
anism is very fast. From the 30th to 90th day, the elimination
rate is lower for all the organs, achieving probably an almost
steady state and remaining approximately 20%, 24%, and 6%
of the maximum Pt content in ear, kidney, and liver, respec-
tively.

Analogous behavior was observed during the chromato-
graphic analysis of the cytosol, Figure 4 shows the SEC-ICP-MS
chromatograms for ear (Figure 4A) and kidney cytosol (Figure
4B) at different times after cisplatin administration. The evo-
lution of the Pt-biomolecule chromatographic profile also re-
flects the elimination of Pt over time and is probably similar for
all the proteins included in this MW range.
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—a— Ljver
—v—Ear
304 A
I \
040 ¢
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(mg Pt/kg dry tissue)/mg Pt
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Figure 3. Relative Pt concentration versus time in ¥ ear, B kidney, and
A liver from rats treated with monodosages of cisplatin. Results ex-
pressed as (mg Pkg dry samplel/mg Pt administered (n = 7). Represented
values are multiplied by 5 for ear, 1 for kidney, and 3 for liver.
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This tendency agrees with that reported previously for cis-
platin (12,21), where the cell membrane plays the role of a bar-
rier both in uptake and elimination. The kinetics of cisplatin
efflux is biphasic in nature with a very rapid initial phase fol-
lowed by a much slower secondary one.

Finally, in order to prove the accumulation/elimination rate
after a multidosage treatment of cisplatin, the Pt accumulated
in the different tissues the third day after each administration
cycle was determined. Table Il shows the results obtained. The
relative Pt concentration after the first cycle is in general the
highest. Between the first and second cycles, the decrease in
the relative Pt concentration ranged between 26 and 50% de-
pending on the organ. From the second to the fifth cycle, the
relative Pt concentration in all the tested organs remained al-
most constant. This fact seems to indicate that some elimina-
tion/detoxification mechanisms are very active. After the fifth
cycle, a significant increase in the relative Pt concentration was
observed, which could be explained by a collapse of the elimi-
nation/detoxification mechanisms.

It is remarkable that, although the concentration of the
drug administered in each cycle is half of that used in the

s 10 18 2 2 '
Retention time (min)

—3days
30 days
| ~---90 days|

T
2
Retention time (min)

T T y T
5 10 15

Figure 4. SEC-ICP-MS chromatograms (193Pt signal) from cytosols of ear
(A) and kidney (B) from rats treated with monodosages of cisplatin and
sacrificed at different post-treatment times.

144

95




Capitulo |

Journal of Analytical Toxicology, Vol. 32, March 2008

monodosage experiment, the concentration found after the
first cycle is only approximately 27% lower (50% could be ex-
pected). Therefore, it looks as if the detoxification mechanism
is not activated to the same extent for lower Pt dosages, re-
sulting in a higher accumulation.

Strength of the bonds between Pt and biomolecules

The cytosolic fractions of kidney and ear impacted by cis-
platin were subjected to several denaturing treatments (usual
in gel electrophoresis) to evaluate the strength of the bonds be-
tween Pt and biomolecules. Figure 5 shows the SEC-ICP-MS
profiles for ear and kidney cytosols with and without the ap-
plication of SDS and a mix of SDS and BME. Pt-biomolecule
profile did not change much after SDS treatment. A slight
shift in the profiles to lower MW was observed, as could be ex-
pected after denaturing treatments, especially for SDS com-
bined with BME, because of the reducing properties of BME
disulfide bond cleavage. However, the most important finding
is that no free cisplatin (retention time approximately 47 min)
was found after these denaturing treatments. Results point
out that the interaction of cisplatin with the biomolecules in
cytosol is strong enough to resist the sample treatments used
in some protein purification steps.

Table I1. Relative Pt Concentration in Ear, Kidney, and

Liver from Rats Treated with Multidosages of Cisplatin,

Results Expressed as (mg Pt/kg Dry Sample)/mg Pt

Administered (mean = s,, ;)

Sample Ear Kidney Liver

Control (n=4) nd* nd* nd*

Cycle1(n=7) 1.96 £ 0.35 333+69 729138

Cycle2(n=3) 1.25+0.32 214+40 368048

Cycle3(n=3) 1.33 =044 228257 3.84£1.29

Cycled(n=3) 1.09 = 0.09 20893 3.03 £ 0.65

Cycle5(n=3) 2.20 £ 0.05 28731 5.80+0.63

* nd: not detected.
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Figure 5. SEC-ICP-MS chromatograms (%Pt signal) of native cylosols and
denatured cytosols after treatments with SDS and 2-mercaptoethanol
(BME) of ear and kidney from rats treated with monodosages of cis-
platin and sacrificed at the third day.
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Conclusions

The analytical methadology developed for total Pt determi-
nation and the fractionation studies in cells and cell cytosols
allowed the clarification of some aspects of the accumula-
tion/elimination processes and Pt-biomolecule distribution in
ear, kidney and liver from rats treated with cisplatin, carbo-
platin and oxaliplatin.

Global results show that, although all the Pt-based drugs
tested present different accumulation rates in the different or-
gans, once they are within the cells, the three drugs show a
similar distribution, among both the different cellular and cy-
tosolic fractions for most of the tissues. Results further show
that the interaction of cisplatin with cytosol biomolecules is
quite strong.

The toxic effects produced by cisplatin in kidney and ear are
probably not only related to the Pt accumulation and distri-
bution, but also with the drug-biomolecule interaction. Thus,
further metallomic studies are needed to explain the interac-
tions that lead to toxic effects. High Pt-containing cytosolic
fractions, with an MW lower than 50 KDa, could be suitable
samples for these future studies.
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C.2. Capitulo Il: Desarrollo de metodologias analiticas para la
especiacion de Pt en muestras bioldgicas

En el Capitulo | se ha podido comprobar que aquellos farmacos que mas se
acumulan en un tejido no tienen por qué ser los mas toxicos, y por tanto, el estudio de las
interacciones farmaco:biomolécula se postula como la clave para el entendimiento de sus
mecanismos de accion. De igual modo, a la vista de los resultados obtenidos en el primer
trabajo, queda constatada la importancia de la fraccion citosélica de los tejidos
analizados, ya que ha mostrado una gran capacidad para acumular el farmaco y porque
en ella estan presentes bioligandos involucrados en procesos de bioacumulacion,
detoxificacion y resistencia al tratamiento, como son la MT y el GSH.

Otro punto de vista desde el cual abordar la problematica derivada de los
farmacos antitumorales de Pt, es el estudio de sus interacciones con las biomoléculas
presentes en el torrente sanguineo. Las interacciones que se producen en este fluido son
de extremada importancia ya que la mayoria de los farmacos son de administracion
intravenosa. Por lo tanto, es de gran interés el estudio de la interaccién del farmaco con
proteinas de la sangre, como las proteinas del suero sanguineo HSA, Tf o
inmunoglobulinas. La capacidad de cada farmaco para interaccionar con las biomoléculas
de la sangre condicionara su actividad citotoxica, su acumulacion en el organismo, la
facilidad para penetrar la membrana celular o su participacion en efectos secundarios no
deseables. En la bibliografia revisada existen interesantes trabajos que estudian la
interaccion de los distintos farmacos basados en Pt con las proteinas

sanguineas®°% 738992 gjy

embargo, audn faltan estudios que identifiquen
inequivocamente las bio-especies de Pt que se forman y que lo hagan en muestras
reales.

Aunque la potencialidad de las técnicas analiticas actuales permite abordar dichos

estudios™*

, las dificultades e inconvenientes para llevarlos a cabo son evidentes, y es
necesario el desarrollo de nuevas metodologias que salven obstaculos como la labilidad
de los aductos farmaco:biomolécula, la baja concentracion de estas especies en
muestras reales o las complejas separaciones necesarias para aislar las especies de
interés. Si bien, este camino ya se ha iniciado empleando muestras sencillas consistentes

94,130

en disoluciones de patrones proteicos y patrones de diversas biomoléculas , el gran

desafio pendiente es su aplicacion a muestras reales.

101



Capitulo 11

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de este capitulo es el desarrollo de
metodologias analiticas para abordar trabajos de especiacion de Pt en muestras reales
tales como tejidos o suero sanguineo. No sélo se planteard el seguimiento de las
especies con Pt, sino el avance en métodos analiticos para la identificacion de dichas
especies que garanticen la ausencia de biotransformaciones y de rupturas totales o
parciales del enlace farmaco:biomolécula. En los trabajos que se adjuntan a continuacion
se tratan diferentes aspectos de la especiacién del Pt en muestras biolégicas, como el
empleo de varias dimensiones cromatogréficas para la separacion de las bio-especies de
Pt, la evaluacién de la conveniencia de diversos métodos de preconcentracion previos a
la segunda dimension cromatografica, el andlisis de muestras incubadas en medios
fisiol6gicos de alta salinidad, el seguimiento de la evolucién del cisplatino y sus derivados
reactivos en dichos medios o las distintas estrategias aplicables a la identificacién de las

bio-especies de Pt empleando técnicas estructurales de masas.
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C.2.1. Trabajo 2: Speciation analysis of platinum antitumoral drugs in
impacted tissues (Talanta, 72(2) (2007) 768-773)

En este segundo trabajo se ha desarrollado una metodologia cromatogréfica
bidimensional para la separacidén y preconcentracion de las especies de Pt presentes en
citosoles de rifion y de oido interno de ratas tratadas con cisplatino, carboplatino y
oxaliplatino (Esquema experimental 2).

El empleo de una separacién de exclusion por tamafios (SEC-ICP-MS) en la
primera dimension del proceso cromatografico, permiti6 comparar las especies de Pt
presentes en los dos drganos estudiados y para cada uno de los tres farmacos
administrados. Los perfiles cromatograficos obtenidos monitorizando el is6topo '*°Pt,
pusieron de manifiesto notables similitudes entre los distintos farmacos y diferencias
entre los tejidos analizados, y permitieron confirmar de nuevo, la ausencia de farmaco
libre en todas las muestras. Ademas, la separacion de la MT por el mismo procedimiento
y la deteccion multi-elemental mediante ICP-MS (monitorizando ®°Zn y '*Cd), hizo
posible localizar regiones de los perfiles cromatogréficos de los citosoles donde pudiera
estar presente dicha proteina, bien libre o bien ligada al farmaco.

La segunda dimension cromatogréafica se realizd sobre las fracciones de interés
obtenidas en la primera dimensién y se basé en un mecanismo de intercambio anionico
(AE-FPLC-ICP-MS) que permitié alcanzar una mayor resolucién. Se hizo necesaria una
etapa de preconcentracion de las fracciones escogidas para asegurar la sensibilidad de la
detecciobn en la segunda dimension. Los métodos evaluados fueron evaporacion,
liofilizacion, ultrafiltracion y focalizacion en cabeza de columna. Precisamente este ultimo
método fue el que ofrecid6 mejores resultados, siendo ésta la primera vez que una

focalizacion se aplica en trabajos de metalomica.
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Abstract

Chemical compounds containing platinmm have been employed since 1978 as drugs to beat certain type of tumours. Nevertheless,
besides of their exceptional antitumoral properties, these drugs also have important deleterious side effects, such as, nephrotoxicity and
olotoxicity.

A study of PUaccumulation and a speciation analysis has been performed by ICP-MS in samples from Kidney and inner ear in a controlled
population of Wistar rats treated with, either, cisplatin, carboplatin or oxaliplatin. The results on Pt accumulation point oul to drug structure and
not only to Pt content as the responsible for the alteration of organ functionality.

Speciation studies in the samples from Kidney and inner ear were performed coupling two-dimensional liquid chromatography (2D-LC) to
ICP-MS. Size exclusion (SEC) and anion exchange fast protein liquid chromatography (FPLC) was employed for 2D orthogonal separation. After
these separations, free drug peaks were not observed in any of the samples.

The binding of Pt to biomolecules was demonstrated by SEC and, independently of the drug used, Pt eluted as two main bands with molecular
weights o 12KDa and 25-65 kDa for inner ear samples, and as two different bands with 20kDa and 50-60KDa in the samples from Kidney.
However, the relative band intensity presented important differences for the three drugs. Using the same chromatographic conditions, it was shown
that a metallothionein (MT) standard eluted in the same position as some ol the cytosolic Pl-biomolecules,

High Pi-containing fractions eluting from the SEC column were analysed by anion exchange FPLC after a preconcentration step. Among the
different preconcentration methods tested, sample focusing on the head of the FPLC column shows main advantages. In this way. the separation
by 2D chromatography of the high molecular Pt-species has been considerably improved.
© 2000 Elsevier B.V. All rights reserved.

Kevwords: Pt-based drugs: Rats; LC-ICP-MS5; 2D chromatographic separations; Sample focusing: Pt-biomolecules: Kidney and inner ear toxicity

1. Introduction and 135 mg/(m? 15 days), were allowed, respectively, with two
of these new generation drugs: carboplatin (cis-diamine(1.1-
cyclobutanedicarboxylato)platinum(1l)) and oxaliplatin (trans-
L-1.2-diaminocyclohexaneoxalatoplatinum(II)) [2.3]. The most
important side effects of these drugs were myelo-suppression
and neuropathy, respectively.

The study of the accumulation. distribution and biotrans-
formation of a drug in the affected organs is the first step to
understand the physiological behaviour that produces organ
injury. Previous accumulation and distribution studies carried
out with laboratory rats treated with cisplatin revealed a maxi-
mum accumulation of Pt around the first week of post-treatment
for all the organs under study (Kidney, liver, brain and inner ear)

Since 1978 cisplatin (cis-diaminedichloroplatinum(Il)), is
widely used for the treatment of many cancers. Severe side
effects like nephrotoxicity. ototoxicity, etc.. limit the max-
imum dosage to 100mg/(m>21 days) [1]. Besides. some
tumors present an intrinsic resistance to cisplatin., while others
develop resistance only when the treatment begins. Because of
these drawbacks, other Pt containing antitumoral compounds
have been synthesized and tested with the aim of finding a
related drug with increased treatment efficacy and reduced
toxic side-effects. Higher dosages, of 300mg/(m?21 days)

* Corresponding author. Tel.: +34 913945146 fax: +34 913944329, [4]. The drug persists longer in the Kidney and inner ear. The
E-mail address: mmgomez @ quim.ucm.es (MM, Gomer-Gomez). cl:lmage |}I‘0d uced in the affected organs is pl‘OlJilbl‘\' due to the

039-9140/% - see front matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi: 10,1016/ alanta. 2006.12.012
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association of Pt (or the parent drug metabolites) to important
proteins of the impacted organ.

The current concept of bioinorganic speciation analysis
involves metallomic studies of real samples like plasma, urine
or tissues |5.6]. In this way, some interesting elements like
selenium have been extensively studied employing hyphen-
ated techniques combining different types of chromatography,
like SEC, anion exchange. etc.. and powerful detectors, such
as ICP-MS (inductively coupled plasma mass spectrome-
try) or structural mass spectrometry techniques like ESI-MS
(electrospray ionisation mass spectrometry) or MALDI-MS
(matrix-assisted laser desorption/ionisation mass spectrometry)
[7]. Few studies have been done in real samples suchas, serumor
urine for the bioinorganic speciation analysis of Pt-based drugs
[8.9]. The coupling of HPLC to ICP-MS is the first essential step
to perform these studies [10].

Most of the studies related to speciation of Pt-based drugs
are related to cisplatin [11]. The transformation of the drug
in different media [12,13], their interaction with HPLC mobile
phases [14.15]. or their incubation with small biomolecules like
aminoacids or thiol compounds [16,17], even with small proteins
like metallothioneins (MTs) [18,19], have been studied. Simi-
lar speciation studies with other Pt-based drugs. like carboplatin
or oxaliplatin, have also been reported [20]. It is known that
MTs. a group of small cysteine-rich proteins that form metal-
thiolate clusters with metals, have important functions in metal
detoxification processes with Cd, Hg and Ag [21]. The synthe-
sis of apo-thionein is induced by high concentrations, within the
cells, of heavy metals. Probably, likewise mechanisms may be
involved in Pt detoxification after a high uptake [22.23].

Present work is focused on the development of an analyti-
cal methodology for the separation and characterization of the
different Pt-biomolecules present in Kidney and inner ear cells
cytosol from rats, which were previously treated with mono-
doses of, either cisplatin, carboplatin or oxaliplatin equivalent
to that used for human disease treatments. Up to our knowledge,
it is the first time that this type of speciation studies is performed
in tissues. These studies are of paramount importance to improve
the understanding of the mechanisms related to the side effects
produced by these drugs.

2. Experimental
2.1, Instrumentation and chromatographic materials

For the determination of Pt. a Quadrupole I1CP-MS
Thermo X-Series (Thermo Electron, Windsford, Cheshire, UK)
equipped with a Meinhard nebulizer, a Fassel torch and an
Impact Bead Quartz spray chamber cooled by a Peltier system,
was employed. For total analysis of Pt, sample introduction was
performed in continuous mode, and single ion monitoring of m/z
191 (Ir), 194 (Pt) and 195 (Pt), was used to collect data. Quan-
tification of Pt was carried out by external calibration of %Pt
isotope with 200 wg L™ Ir as internal standard.

For speciation studies by chromatographic separations, a
high-pressure quaternary gradient pump (Jasco PU-2089),
equipped with an injection valve (Rheodine, USA) was used as

Tuble |
ICP-MS and LC-ICP-MS operating conditions

7649

ICP-MS operating conditions
Forward power (W)
Plasma gas (Ar. Lmin™")
Auxiliary gas (Ar, L min~ ")
Nebuliser gas (Ar. L min~")
Spray chamber
Nebuliser
Skimmer cone

1

Sampling cone
Acquisition mode
Channels per AMU
Integration time (ms)

Internal standard

SEC

Analytical column
Mobile phase
Injection volume (pl)
Flow rate (mL min~")

FPLC

Anmnalytical column
Mobile phase

Time (min})
i)
10
15
20
25
Injection volume (pL)

Flow rate (mL min~")

1250

15

7.3

0.76

Impact bead quartz
Meinhard

Nickel

Nickel

Continuous and transient
10

[1X3)

Oy 200 pg L

Superdex 75 10/300 GL

10 mM Tris=HC1, 25 mM NaCl (pH 7.4)
250

0.8

Mono Q H/R 5/5

Az 4mM Tris-HCI (pH 7.4); B:

A+ 400 mM ammonium acetate (pH 7.4)
B (%)

0

20

50

85

100

250 (6 mL for head focusing)
(X

a sample delivery system. Separation of Pt-biomolecules was
performed by SEC using a Superdex 75 10/300 GL column
(Pharmacia, Amersham, Uppsala, Sweden, separation range of
3-70kDa) and with a strong anion exchange FPLC column
Mono-Q H/R 5/5 (Pharmacia, Amersham. Uppsala, Sweden).
The operating conditions used for chromatographic separations
and instrumental parameters employed for [CP-MS analysis are
summarised in Table 1.

Digestions for total Pt determination were carried out in a
high-pressure microwave oven (CEM MSP 1000, Matthews,
USA). An acid distiller (Berghof B BSB-939IR. Eningen.
Germany) was used for HCI and HNO;3 purification. For Pt-
biomolecules speciation analysis the homogenisation of the
tissues was performed with a Polytron PT 1200 (Kinematica
AG, Switzerland) and a 10mL Potter (Deltalab, Barcelona,
Spain). Samples were centrifuged in acentrifuge 5804 R (Eppen-
dort, Hamburg, Germany). A Turbo Vap IT evaporation system
(Caliper Life Science, USA), Centricon centrifugal filters YM-3
(3 kDa NMWL, Millipore, USA) and a freeze-dryer (Lioalfa 6,
Tesla. Spain) were used for preconcentration of the samples.

2.2, Standards and reagents

All solutions were prepared with deionized water (Milli-Q
Ultrapure water systems, Millipore, USA). High-purity nitric
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and hydrochloric acids were obtained by distillation of the
analytical-grade reagents (Merck, Darmstadt, Germany). H>Ox,
30% (w/v) (Panreac Quimica SA, Barcelona, Spain) was used
for sample digestion.

The Pt-based drugs used were cisplatin (Sigma-Aldrich
Chemie), carboplatin (EBEWE Pharma, Austria) and oxaliplatin
(Sanofi-Synthelabo, France).

Stock solutions of Pt (1000mgL~! in HCI 0.5mol L™,
Spectrosol BDH Limited Poole, England) and Ir (1000 mg L™!
in HC1 8%, Merck, Darmstadt, Germany) were diluted with HCI
0.24 mol L™! to prepare standard solutions. Working solutions
for Pt analysis were prepared daily and then diluted with HCI
0.24 mol L™ to final concentration.

Extraction reagents for the cytosol preparation were tris-
(hydroxymethyl)aminomethane (Fluka Chemie), NaCl (Panreac
Quimica SA) and Protease Inhibitor Cocktail for mammalian
cell and tissue extracts (Sigma—Aldrich Chemie).

Proteins used for SEC calibration were blue dextran
(>2000 kDa). bovine albumin (66 kDa), carbonic anhydrase
(29 kDa), cytochrome C (12.4kDa) and aprotinine (6.5 kDa)
(Sigma-Aldrich Chemie). Metallothionein from rabbit liver
(Sigma-Aldrich Chemie, around 6 kDa) was also used.

2.3. Drug administration

All drugs administrations and sacrifices of the rats were car-
ried out under laboratory controlled conditions at the Hospital
Universitario Puerta de Hierro (Madrid). The animals were han-
dled following the guidelines of the National Council for the
Care of the Laboratory Animals. The drugs were administrated
by intraperitoneal injections. The weight of the rats was around
200 g and the dosages were related to their corporal area. The
administration guidelines and dosages of the three drugs used in
this study are equivalent to those applied in humans and usually
employed for laboratory rats under clinical trials. It consisted of
the administration of one dosage of cisplatin (16 mg/m?), carbo-
platin (450 mg/m?) or oxaliplatin (80 mg/m?) to different groups
of seven rats each, corresponding to 10.4 mgfm:. 236.5 mga"m2
and. 39.3 mg/m? as Pt. respectively. The sacrifice was carried out
3 days after administration and Kidney and inner ear extracted
for analysis.

2.4. Total Pt determination

Inner ear and kidney samples were dried in a conventional
oven up to constant weight (6h at 55°C followed by 3h at
105 °C). After that. samples were homogenised by agate mortar
grinding. Dried samples (0.1 g) were placed in PFA advanced
composite vessels and digested in a microwave oven with 2 mL
of HNOj3 and 0.6 mL of H2O2 [24]. The microwave digestion
program used for 12 vessels was: 1 min at 250 W, 1 min at OW,
S min at 400 W, 6 min at 600 W and 8 min at 750 W,

The digested samples were evaporated to dryness in Teflon
vessels. Two more evaporation steps were performed adding
2mL of aqua regia and 1 mL of HCI, respectively. The sam-
ples were diluted to 5 mL with HC1 0.24 mol L~! for ICP-MS
analysis.

2.5. Pt-biomolecules speciation analysis

2.5.1. Cytosol preparation

About 0.250g of kidney tissue was dissected and
homogenised with a Potter homogenisator in 3 mL of a solu-
tion (pH 7.4) containing 10 mM Tris—=HCI, 25 mM NaCl and an
inhibitor protease cocktail. In the case of inner ear, the entire
organ (about 0.2-0.4 g) was homogenised with a polytron in the
same extraction solution. The homogenates were centrifuged at
15,000 x g for 20min at 4°C to minimise the risk of species
degradation or transformation. The supernatant cytosol was fil-
tered through a 0.22 pm Nylon filter.

2.5.2. Monodimensional chromatographic separation

Pt-biomolecules separation was performed by injection of
the cytosol in the tandem LC-ICP-MS (SEC) under the condi-
tions indicated in Table 1. The SEC column was calibrated with
standards of proteins.

2.5.3. Preconcentration for two-dimensional
chromatographic analysis

A pool of cytosol sample from five inner ears was prepared
and its volume reduced to 2.5mL by evaporation under N>
stream. This sample was injected into the SEC column and
fractions with high Pt content were collected (1 mL each). The
pool of four identical fractions was subjected to the following
preconcentration methods:

e [Evaporation: | mL was evaporated under N» stream at ambi-
ent temperature for | h until a final volume of 400 L.

o Freeze-drying: 1 mL was freeze-dried and the final volume
was made up with 400 pL of H,O.

o Cut-off filters: 1 mL was filtered through Centricon YM-3 cut-
off filters at 6500 g and 4 °C for | h. The retentate was made
up to 400 pL. with H>O.

In the three preconcentration methods 250 pL of the precon-
centrated samples were injected into the FPLC-ICP-MS system
under the conditions shown in Table 1.

e focusing: 1 mL were diluted with water to 2mL to reduce
the ionic strength of the sample and preconcentrated by chro-
matographic focusing in the head of the Mono-Q H/R 5/5
column. using as mobile phase Tris—HCI 4 mM. The low ionic
strength of this mobile phase allowed the preconcentration of
the sample in a small band around the first section of the col-
umn (focusing). The elution of the focused compounds was
performed by increasing the ionic strength under the gradient
conditions indicated in Table 1.

3. Results and discussion
3.4, Ptaccumulation
Three different drugs, cisplatin, carboplatin and oxaliplatin,

have been tested for Pt accumulation and speciation in rat kidney
and inner ear. The dosages administered in this study were the
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Table 2
Platinum relative concentration in kidney and inner ear from rats treated with
monodoses of cisplatin, carboplatin and oxaliplatin

Inner ear Kidney
Cisplatin 5415 B+7
Carboplatin 0.26 £ 0.05 10£3
Oaliplatin 1.7 £ 03 57£4

Results expressed as (mg Pt/kg dried sample)/mg Pt administered (mean & 5,1 ).
n=T.

equivalent to those used for regular human treatments. There-
fore, the amount of Pt injected is different depending on the drug.
For data comparison, results are given as Pt concentrations found
in the tissue (mg PUkg dried tissue) per mg of Pt administrated.
Table 2 shows the mean of the relative Pt concentration in both
organs, after 3 days of each drug administration.

These results are interesting from a pharmacokinetic point
of view. It is important to highlight that cisplatin produces the
highest accumulation of Pt in the inner ear, but not in the Kidney.
Considering that cisplatin has been reported as strong ototoxic
drug, this may indicate that ototoxicity and Pt accumulation
could be related. Pt accumulation after carboplatin adminis-
tration is the lowest for both tissues. Oxaliplatin shows high
accumulation capability for kidney (1.7 times) with respect to
the values obtained for cisplatin.

The fact that oxaliplatin, a drug structurally similar to cis-
platin. presents higher tendency to be accumulated in kidney,
but does not produce the same side effect (as reported in the lit-
erature), suggests that the particular drug structure more than
the Pt content could be the responsible of alterations in the
normal functionality of organs. Therefore, the Pt-biomolecule
interactions and the different species formed (speciation) have
to be studied in order to understand the causes of the adverse
effects.

3.2, Pi-biomolecules speciation

3.2.1. Monodimensional chromatographic separation

The Pt-biomolecule complexes formed in the two target
organs have been firstly separated by SEC-ICP-MS. Fig. | shows
the SEC chromatogram of the prepared inner ear cytosol for the
three drugs under study. As can be seen, the main chromato-
graphic peaks for the three samples present similar retention
times and are grouped around two molecular weight regions
of 25-65kDa and 12kDa according to the SEC calibration.
However, the relative intensity of both groups (mass balance)
present important differences among the different drugs. For
cisplatin, most species are present in the 12 kDa region, while
with carboplatin the species are mostly present in the 25-65 kDa
region. When oxaliplatin is administrated, species produced are
similarly distributed in both molecular weight groups, being
observed a third peak of 8 kDa.

Fig. 2 shows the SEC-ICP-MS chromatogram of Kidney
cyvtosol from rats treated with each of the three drugs. Most
chromatographic peaks for Pt bound molecules present similar
retention times in all three samples and the species found are also
distributed in two molecular bands in the regions of 50-60 kDa

12

w
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o

+———1— Cisplatin

N~ Oxaliplatin

AN AN

5 10 15 20 25 30
Retention time (min)

Carboplatin

Fig. 1. SEC-ICP-MS chromatograms of inner ear cytosol from rats treated with
cisplatin, oxaliplatin or carboplatin. Numbers correspond to molecular weight
calibration markers: (1) 70 kDa, (2) 66 kDa, (3) 20 kDa, (4) 2.4 kDa, (5)6.5 kDa
and (6) 3 KkDa,

and 20 kDa. However, in this case, the bands present similar rela-
tive mass balance profiles for the three drugs, being the intensity
for the low molecular weight band higher. In oxaliplatin treated
samples, a third peak at 8 kDa appears as described earlier for
the inner ear sample (Fig. 1).

To check whether low molecular weight Pt binding pro-
teins could correspond to MTs, a standard solution of rabbit
liver MT was injected on the SEC column under the same
chromatographic conditions. Fig. 3 shows the comparative
chromatograms of the MT standard (““Zn and '''Cd were mon-
itored), and from the inner ear and kidney cytosols from rats
treated with cisplatin (°°Zn and 'SPt were monitored). In the
case of Kidney cytosols a wide peak of a Pt-biomolecule elutes in
the MT region, however the Zn signal is not present. suggesting
the possible replacement of Zn by the Pt drug. In the case of the
inner ear cytosols, although a small fraction of Pt could be bound
to the MTs. most of the drug is bounded to other biomolecules
with a higher molecular weight.
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Fig. 2. SEC-ICP-MS chromatograms of kidney cytosol from rats treated with
cisplatin, oxaliplatin or carboplatin. Numbers correspond 1o the molecular
weight calibration markers: (1) TOKDa, (2) 66 kDa, (3) 20kDa, (4) 12.4kDa,
(31 6.5 kDa and (6) 3KDa.
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Fig. 3. SEC-1CP-MS chromatograms of rabbit liver MT standard, and inner car
and Kidney cytosol from rats treated with cisplatin,

Low amounts of Pt-species have been found above 70 kDa
(top of the calibration range) for both tissues. It is important
to point out that the chromatograms obtained by SEC fraction-
ation for both organs show the absence of free-drug (elution
time about 530 min). This means that the drug present in the
cytosol is mostly bound to biomolecules. These results agree
with those reported by Szpunar et al. [8]. which show that
very low amounts of free cisplatin remained in blood after 24 h
incubation.

3.2.2. Preconcentration for two-dimensional
chromatographic analvsis

The poor resolution attained by the SEC column made nec-
essary to resolve the different Pt-species, present in these wide
peaks. by a second chromatographic dimension (2D). Before
this 2D separation could be performed, a preconcentration step
of the SEC fractions of interest was imperative.

A systematic study to check the efficiency of four different
methods for Pt-biomolecules preconcentration has been carried
out. Established methodologies such as, evaporation, freeze-
drying, filtration through cut-off filters [25] and focusing on the
head of the ion exchange column were tested.

Identical fractions representative of compounds with high
and low molecular weight (fraction 9 and 17 with retention
times of 11.25 and 21.25 min, respectively), of inner ear cytosol
from rats treated with cisplatin, were subjected to the precon-
centration methodology reported in Section 2 and resolved by
FPLC-ICP-MS. Fig. 4a shows the comparative ion exchange
chromatograms obtained by the four preconcentration methods
for the fraction 9. A similar peak distribution is observed for
the four methods tested. However. column-head focusing shows
the highest sensitivity and also a slight improvement on reso-
lution. probably due to the lower salt content of the sample. In
this case, there is a delay on the retention time of the peaks,
also due to the different salt content of the focused sample.
When cut-off filters were used. an important loss of sensitivity
(especially for compounds of low retention time) was observed.
This was, probably. due to adsorption of the Pt-biocompounds
in the filter, so, it was discarded for further experiments.
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Fig. 4. Two-dimensional FPLC-ICP-MS chromatograms of SEC fractions of
inner ear cytosol from rats treated with cisplatin, obtained by four different pre-
concentration methods: chromatographic focusing, cut-olT filters. evaporation
and freeze-drying. (a) Fraction 9 (11.25 min retention time) and (b) fraction 17
(21,25 min retention time),

Fig. 4b presents the ion exchange chromatograms obtained
for fraction 17 where again head focusing shows the best
results.

It was observed that at least three fractions coming from the
SEC column could be simultaneously preconcentrated by focus-
ing without over-loading the FPLC ion exchange column used
and without producing any peak widening. The main advan-
tages of focusing on the column head are high pre-concentration
capacity, simplicity, fast procedure, low sample manipulation
and no need of additional instrumentation. Besides. the risk of
species transformation involved in this preconcentration tech-
nique is significantly reduced in comparison with others. Thus.
it was selected for further experiments.

Fig. 5 shows the chromatogram for the second dimension
of the highest Pt containing fractions (retention time 20 min,
12 kDa) eluting from the SEC column. After the SEC separation
(Fig. 1), three samples from cisplatin treated inner ear cytosol
were pooled and focused in the head of the anion exchange
column. This chromatogram still presents a high degree of com-
plexity, although the resolution was improved. At least seven
well resolved Pt-species were found. Owing to that complexity
it is necessary to develop new dimensions to purify these species
for further identification.
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Fig. 5. Two-dimensional FPLC-ICP-MS chromatogram, after sample focusing
on the head of the column of the 12 kDa fraction {20 min retention time) of SEC
separated inner ear cytosol from rats treated with cisplatin.

There are Pt-compounds which are not retained in the FPLC
column used in the second dimension, and therefore were lost
in the focusing. These compounds elute all together in the death
volume. as it can be observed in Fig. 4a and b for non-focusing
preconcentration methods. Different types of chromatographic
separations, like cation exchange or reverse phase. will be of use
for such compounds.

4. Conclusions

The bioaccumulation studies of Pt-based drugs inratinner ear
and kidney shows a sound difference between these two organs
and for the different drugs administrated. The relative accumu-
lation of cisplatin metabolites is higher than that of oxaliplatin
metabolites for inner ear, but not for Kidney. The establishment
of a direct relation between Pt accumulation and toxicity could
be true for the inner ear. The relative accumulation of carbo-
platin is the lowest in both organs. Thus, metallomic studies are
necessary Lo explain the interactions causing the toxic effects of
these drugs. In kidney cytosol. MTs seem to be present in the low
molecular weight fraction of SEC separated Pt-biomolecules.

The combination of SEC and anion exchange chromatogra-
phy can highlight the differences between the species found in
kidney and inner ear when the rats have been treated with cis-
platin. The focusing of the Pt-biocompounds on the head of the
anion exchange column has demonstrated several advantages
over other preconcentration methods: higher preconcentration
capacity, lower sample manipulation and therefore lower risk of
species transformation.

The two-dimensional use of LC techniques improved
the separation of Pt-biospecies for future identifications. The
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identification of target Pt bound biocompounds will be the result
of a combination of multidimensional orthogonal separations
and structural mass spectrometry techniques using ionization
techniques like EST and MALDL
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C.2.2. Trabajo 3: SEC-ICP-MS and ESI-MS as tools to study the interaction
between cisplatin and cytosolic biomolecules (J. Anal. At. Spectrom., 22
(2007) 1113-1121)

El estudio de la interaccion del cisplatino con biomoléculas presentes en el citosol
celular, como son la MT y el GSH, fue el objeto de este tercer trabajo. Estas biomoléculas
son de extremado interés por su relaciébn con procesos de detoxificacion y resistencia al
farmaco. Se abord6 una estrategia combinada de seguimiento por SEC-ICP-MS e
identificacion mediante ESI-LIT, de los aductos de Pt formados en incubaciones in vitro
llevadas a cabo en medios, concentraciones y proporciones cercanas a las fisiolégicas
(Esquema experimental 3). Finalmente se aplicé la separacidon puesta a punto, a
muestras reales de citosol de higado, rifion y oido interno.

Uno de los objetivos de este trabajo fue la identificacion de las distintas especies
de evolucion del cisplatino en el medio citosoélico. El bajo contenido salino de este medio
permite la hidrélisis del cisplatino. Mediante SEC-ICP-MS se separaron los derivados del
cisplatino y se identificaron mediante ESI-LIT. Los derivados identificados constataron la
existencia de cisplatino intacto y de su monoacuo complejo, asi como un dimero del
farmaco que no corresponde a la forma oligomérica descrita en la bibliografia®. También
se demostré la ausencia del diacuo complejo en el medio de reaccion, hecho que entra
en contradiccién con lo postulado por ciertos autores®.

Los analisis mediante SEC-ICP-MS y ESI-LIT de las incubaciones del farmaco con
MT y GSH, mostraron las especies reactivas del cisplatino para ambas biomoléculas.
Ademéas la deteccion multi-elemental propia del ICP-MS permiti6 demostrar el
desplazamiento del Zn presente en la MT, cuando ésta se une al farmaco. Tal
comportamiento no fue observado para el Cd de la MT bajo las concentraciones
ensayadas.

Por dltimo se aplicaron los desarrollos metodologicos al analisis de citosoles de
organos de ratas tratadas con cisplatino o citosoles blancos incubados in vitro con el
farmaco. La concordancia en los tiempos de retencién obtenidos mediante SEC-ICP-MS
y el aumento de la intensidad de ciertos picos al adicionar GSH en los citosoles
preparados, permitié plantear la posible existencia de las especies anteriormente

caracterizadas en las incubaciones.
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Most of cisplatin’s citotoxic properties are due to the interaction of the drug with DNA.
However, other biological molecules present in the cell cytosol, such as MT (metallothionein)
and GSH (glutathione), are potential targets for cisplatin and have been related to its

side-effects or with the cellular resistance mechanisms to the drug. Experiments simulating
physiological conditions have been performed to study the specific cisplatin metabolites which
interact with GSH and MT and to characterize the different drug-biomolecule adducts over time.
A combination of size exclusion chromatography-inductively coupled plasma mass spectrometry
(SEC-ICP-MS) and electrospray ionization-mass spectrometry (ESI-MS) techniques has

been used to provide sensible multi-elemental detection and structural information of the species
of interest. Time dependent transformation of 10 pM cisplatin at neutral pH (7.4) produces
different concentrations of the mono-aquo and oligomeric derivatives, as could be confirmed by
ESI-MS. No di-aquo derivative was seen to be produced under these conditions at any of the
mcubation times used. Cisplatin and the oligomeric derivative were incubated with GSH and MT
at different drug:biomolecule ratios. Adducts from cisplatin—GSH (1:500) and from cisplatin-MT
(1:10) incubations were characterized by SEC-ICP-MS. While both GSH and MT reacted with
cisplatin producing different compounds, only GSH reacted with the oligomeric derivative of
cisplatin. SEC-ICP-MS experiments showed that, under neutral pH conditions, Cd atoms
remained bound to the cisplatin:MT adducts, but Zn atoms were lost. Results were compared
with those obtained by in vitro and in vivo experiments with rat kidney, liver and inner ear
cytosols.

Introduction of a passive diffusion across the cell membranes into the

cytoplasm. Inside the cells, reactive metabolites are formed
During the last thirty years, cisplatin (cis-diaminedichloro-
platinum(ir)) has been widely used in cancer treatments,
mainly against ovarian, testicular, head and neck cancers.!

by hydrolysis of cisplatin, due to the low chloride concentra-
tion present in the cytoplasm.” The cytotoxic activity involves
these reactive metabolites derived from cisplatin and seems to
correlate with the amount bound to DNA.® Covalent adducts
can be formed by interaction of hydrolysed cisplatin with the

2 . . . . .
allowed.” The study of the accumulation, distribution and N-7 from guanine (G) or adenine (A) DNA bases. The stable
biotransformation of the drug in the affected organs® is 1

necessary to understand the chemical basis of organ injury
and the resistance of some tumours to cisplatin treatments.
Once cisplatin has been administered by intravenous injection,
it remains unaltered in the bloodstream, either free or bound

Nevertheless, side-effects such as nephro-, neuro- and oto-
toxicity are common, and there are limitations on the dosages

mono- and bi-functional adducts formed produce cytotoxic
lesions affecting cell replication.” Although DNA is considered
to be the target of cisplatin, thiols in peptides and proteins,
including enzymes present in the cytoplasm, can react with the
drug due to a preferential binding to S-donor groups.® The
to proteins such as albumin.” The cell uptake consists mainly reaction of cisplatin with cell endogenous thiols limits the

amount of drug available for DNA binding. A decrease in the

“ Department of Analytical Chemistry, Faculty of Chemistry, anticancer activity of the drug has been related to the reaction
University Complutense of Madrid, Ciudad Universitaria s/n, 28040 of cisplatin with GSH (glutathione), MT (metallothionein)
Madrid, Spain. E-mail: mmgome =) guim.ucm.es; Fax: + 34-91-394- . . .9 . . .
43-20 Tel- + 34-91-394-5 146 and other thiols in proteins.” A continued exposure to cisplatin

b Laboratory of Bioinorganic and Environmental Analvtical Chemistry, up-regulates the amount of MT, GSH and other cellular
Department of Chemistry, Faculty of Basic Sciences, University of thiols, which increase cell resistance to cisplatin.'® Moreover,

4 aoas 4 aoas, “hile . . . =
Antofagasia, Antofagasia, Chile i ‘ inducing MT expression by metals, such as Zn and Cd, makes
1 Presented at the 2007 European Winter Conference on Plasma

Spectrochemistry, Taormina, Italy, February 18-23, 2007. cells less sensitive to platinum drugs with a concomitant
t Two authors have contributed equally. decrease in drug toxicity. On the contrary, depletion of GSH
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produces lower cellular resistance to the drug and higher
cytotoxicity.®

Kinetic parameters in the reaction between platinum drugs
and GSH have been extensively studied.'"'? The reaction with
sulfur containing peptides has been studied by ESI-MS (elec-
trospray ionisation mass spectrometry) and the structures of
adducts formed between the cisplatin derivatives and GSH"?
have been postulated. When cisplatin reacts with MT at
neutral pH, Cd and Pt may remain simultaneously bound to
the protein."® Up to 11 metal atoms, 4 Cd plus 7 Pt, were
reported to coexist bound to a single MT molecule. It seems
that Pt binding is not solely mediated by the 20 cysteine
residues localized in the two pockets, a and b, implicated in
the binding of seven metal atoms (Zn, Cd, Cu) to MT. N and
O donors have also been reported as being implicated in Pt
binding,'” although the structures of the drug metabolites
which bind to MT have not been described. The preferential
expression of MT in normal cells, when compared with cancer
cells, has been previously reported.'® This fact may have a
potential application in cancer chemotherapy by reducing the
toxicity of cisplatin in normal cells while maintaining its
efficiency against cancer cells.

Different separation procedures have been evaluated for the
analysis of the cisplatin metabolites which can be produced
has been widely used, although
an ion pair is needed for a proper retention of these com-

inside the cell. Reverse phase!'®

pounds.!” Good resolution between cisplatin and the mono-
aquo and di-aquo derivatives has been achieved using a new
pentafluorophenylpropyl functionalised silica stationary phase
which offers a mixed-retention mechanism, reverse phase and
jonic exchange.'®

In the present work LC-ICP-MS (liquid chromatography
inductively coupled plasma mass spectrometry) and ESI-MS
have been combined to obtain new information on the cispla-
tin metabolites and on the drug interaction with relevant
cytosolic biomolecules. The chromatographic separations
have been performed by an SEC (size exclusion chromatogra-
phy) column, fractionating in the low molecular weight range,
coupled to an ICP-MS detector for the multi-elemental mon-
itoring of the cisplatin-biomolecule binding in the pg L
range. ESI-MS offers structural information on the specific
species formed and the characteristics of the cisplatin-bio-
molecule binding. This information is useful for a better
understanding of drug toxicity and cellular resistance."”

This paper has been focused on (a) the study of the
metabolites of cisplatin produced with time under physiologi-
cal, cell like, pH and [Cl ] conditions, (b) the characterization
of the products of the in vitro incubation of cisplatin with GSH
and MT under the same physiological conditions, looking for
the drug metabolites reacting with each of these biomolecules,
and finally (c) the study of the detected adducts in rats’
cytosols from in vitro and in vivo experiments.

Experimental
Standards and reagents

All solutions were prepared in de-ionised water (Milli-Q
Ultrapure water systems, Millipore, USA). High-purity nitric

acid, used for pH adjustment of the chromatographic mobile
phase, was obtained by distillation of the analytical-grade
reagent (Merck).

Extraction, incubation and chromatographic reagents were
tris-(hydroxymethyl)aminomethane (Fluka Chemie) and NaCl
(Panreac Quimica S.A.). A protease inhibitor cocktail for
mammalian cell and tissue extracts (Sigma-Aldrich Chemie)
was used for cytosol extraction. Acetonitrile (Carlo Erba
Reactifs-SDS) and formic acid (85%, Panreac Quimica S.A.)
were used for ESI-MS analysis.

Cisplatin (Sigma—Aldrich Chemie), methallothionein from
rabbit liver (Sigma-Aldrich Chemie, around 6 kDa) and
reduced rL-glutathione (minimum 99%, Sigma-Aldrich
Chemie) were also used.

Instrumentation

For the determination of Pt, a quadrupole ICP-MS Thermo
X-Series (Thermo UK)
equipped with a Meinhard-type nebulizer, a Fassel torch and
an impact bead quartz spray chamber cooled by a Peltier
system, was employed. ICP-MS operating conditions were:
forward power 1250 W, plasma gas 15 L min ', auxiliary gas
0.73 L min ', nebuliser gas 0.85 L min ', channels per amu 10

Electron, Winsford, Cheshire,

and integration time 0.6 ms.

For the chromatographic separations, a high-pressure qua-
ternary gradient pump (Jasco PU-2089), equipped with an
injection valve (Rheodyne, USA), was used as the delivery
system. Separation of Pt-biomolecules was performed by SEC
using a BioBasic SEC-60 column (Thermo Electron Corpora-
tion, separation range of 0.1-6 kDa, 300 x 7.8 mm id). The
mobile phase was 25 mM NaCl and 10 mM Tris-NO; (pH
7.4), the flow rate 1 mL min Uand the injection volume 100
pL. The TCP-MS transient signal mode was set to chromato-
graphic acquisitions, monitoring m/z 66(Zn), 111(Cd), 194(Pt)
and 195(Pt).

MS experiments were performed using a linear ion trap
(LTQ) from Thermo Electron (San Jose, CA, USA) equipped
with an ESI source. High resolution spectra were taken with a
FT-ICR-MS from Bruker (Coventry, UK).

For ESI analysis samples were prepared in 30-70% aceto-
nitrile and 0.1% formic acid. Cisplatin derivatives and GSH
containing samples were diluted with the appropriate solvent
to a final saline concentration below 200 pM. MT samples
were de-salted with Cg cartridges (Supelco cartridges Discov-
ery Bio Wide Pore 20 x 2.1 mm id).

In vitro incubations

GSH and MT were incubated with cisplatin at 37 °C in a
buffer containing 4.62 mM NaCl and 10 mM Tris-NO; (pH
7.4), to mimic the cytosol conditions. Cisplatin, at concentra-
tions ranging from 1 to 10 pM, was mixed with GSH (10 and
500 uM) and/or MT (10 uM) for 96 h. Aliquots for analysis
were taken at 1, 2, 4, 8, 24, 48, 72 and 96 h. The same
conditions were used for the incubations of rat kidney cytosols
with 1 pM cisplatin and 500 pM GSH.

Prior to SEC analysis, the incubated solutions were diluted
1:1 with water.

1114 | J. Anal. At. Spectrom., 2007, 22, 1113-1121
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Preparation of “aged” cisplatin

Cisplatin was incubated in 10 mM Tris-NO; buffer (pH 7.4)
supplemented with 4.62 mM NaCl, at 37 "C. After allowing
the evolution of the drug for 96 h, the compound produced
(eluting at a higher retention time under the SEC chromato-
graphic conditions described earlier) was called “aged”
cisplatin.

Preparation of the di-aquo derivative of cisplatin

The di-aquo derivative of cisplatin was obtained by reacting

50 mM cisplatin, dissolved in water, with two equivalents of

AgNO;. "% After overnight stirring of the mixture in the dark, a
white AgCl precipitate was formed and removed by centrifu-
gation. The supernatant, containing the di-aquo derivative,
was analysed by SEC-ICP-MS and ESI-MS.

Drug administration

Drug administration and sacrifice of the rats were carried out
under laboratory controlled conditions at the Hospital Uni-
versitario Puerta de Hierro (Madrid). The animals were
handled following the guidelines of the National Council for
the Care of the Laboratory Animals. The weight of the rats
was around 200 g and the dosages were related to their
corporal area. Drugs were administered by intraperitoneal
injection. Cisplatin dosages were those employed for labora-
tory rats under clinical trials, which are equivalent to those
usually applied in human therapeutics. The method consisted
in the administration of one dosage of cisplatin (16 mg m ),
corresponding to 10.4 mg m 2 of Pt. The sacrifice was carried
out three days after administration and inner ear, kidney and
liver were extracted for analysis.

Cytosol preparation

About 0.250 g of kidney and liver tissues were dissected and
homogenised in a Potter with 3 mL of a buffer containing
10 mM Tris-HCIL, 25 mM NaCl and 12.5 puL of a protease
inhibitor cocktail. In the case of the inner ear, the entire organ
(about 0.2-0.4 g) was homogenised with a Polytron using the
same bufler. The homogenates were centrifuged at 15000g
for 40 min. All the preparative steps were performed at
4 "C to minimise the risk of species degradation or trans-
formation. For in vivo studies, the cytosolic fraction was
heated up to 65 "C for 15 min, centrifuged at 15000g for
30 min, and the supernatant then filtered through a 0.22
Nylon filter.

pm

Results and discussion

Time dependent transformation of cisplatin at neutral pH

10 pM cisplatin was imcubated at a pH 7.4 for 96 h following
the conditions described in the Experimental section. The
NaCl concentration was chosen to mimic the one present in
the cellular cytoplasm. Aliquots were taken for analysis after
1, 2,4, 8,24, 48, 72 and 96 h. SEC was used for the separation
of the produced compounds and platinum selective detection
was performed by ICP-MS.

At low chloride concentration, one of the chlorine atoms in
cisplatin (peak C-1 in Fig. 1) was gradually substituted by a

=3

0Oh
L .
N i
A~ 48 h
9 h
é lb 1I5 ZI{) 2I5 3b

Retention time (min)

Fig. 1 SEC-ICP-MS (]Osl’l) chromatograms for samples of 10 pM
cisplatin incubated under cytosolic conditions over time.

water molecule with the formation of the mono-aquo deriva-
tive (peak C-2 in Fig. 1). After an incubation time of 2 h 42%
of the original cisplatin had disappeared and after 96 h only
0.6% remained. The mono-aquo derivative is visible at very
short incubation times, reaching a maximum after 2-8 h. For a
period of several hours there is an equilibrium in the formation
of compound C-2 and its conversion into an unknown deri-
vative eluting at a longer retention time (peak C-3 in Fig. 1). It
must be considered that, in this SEC column, a mixed separa-
tion mechanism occurs and hydrophilic interaction greatly
contributes to this long retention time.

The structures of the three peaks were studied by mass
spectrometry using an ion-trap mass spectrometer provided
ESI (Fig. 2(a), 2(b), 2(c) 2(d)).
The theoretical isotopic pattern for the proposed structures

with an source and
appears close to the mass spectrum in each figure. At incuba-
tion time 0 h (Fig. 2(a)) the most prominent ion cluster with a
Pt isotopic pattern was observed at mi/z 419.9-425.9. This
cluster was attributed to an adduct of the intact cisplatin with
one tris-(hydroxymethyl)aminomethane molecule from the
incubation medium, ie., [(P{NH;),Cl)(tris)] ". The same
analysis at an incubation time of 4 h shows a decrease in
[(PUNH;),ClL)(tris)]” and a new ion cluster at m/z
304.00-309.96 (Fig. 2(b)) which probably corresponds to the
mono-aquo complex in which the water molecule has been
substituted by one molecule of acetonitrile (CH;CN), i.e.,
[PUNH;)CH(CH;CN)] . After 96 h of incubation,
ESI-MS shows the signal of a Pt containing compound
corresponding to an oligomeric derivative with an isotopic
pattern matching the theoretical pattern of a compound with
three Cl and two Pt atoms (Fig. 2(c)), which probably corre-
sponds to peak C-3. Based on the theoretical isotopic patterns
and on the CID (collision induced dissociation) experiments
(MS? and MS?) from the ion clusters at m/z 681.68-690.64
and 383.96-388.0 (Fig. 2 and data not shown), a structure
for the oligomeric compound was proposed: [(Pt(NH3),-
Cl(tris)(Pt(NH;),Cly)] ., corresponding to a dimer of cisplatin
and the mono-aquo derivative, with a water molecule
substituted by Tris. The predominant ion cluster at m/z
383.96-388.0 in the initial spectrum (Fig. 2(¢)) and in the
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Fig.2 ESI-MS spectrum of 100 uM cisplatin incubated over (a) O h (b) 4 h and (c¢) 96 h.

for 96 h.

MS? fragmentation spectrum (Fig. 2(d)) was identified as
[PY(NH3),Cl(tris)] 7. After 96 h, most of the platinum was
recovered and found incorporated into this oligomeric
derivative. Other authors have found oligomeric cisplatin
derivatives”™?' even at concentrations as low as 1 mM of
initial cisplatin.'®

The di-aquo compound is not observed at any incubation
time. As was reported earlier, only when the chloride ion is
removed with silver is this compound formed.'*** The
di-aquo derivative of cisplatin was prepared as described in the
Experimental analysed by SEC-ICP-MS
and by ESI-MS. The retention time of the di-aquo chromato-
graphic peak (rr 11.8§ min) does not correspond to

any of the detected peaks in the chromatograms from the

section and
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(d) MS? spectrum for the ion cluster at m/z 681.68—690.64

samples produced by the time incubations of cisplatin
(data not shown). Fig. 3 shows the most prominent ion
cluster for the di-aquo cisplatin species (m/z 308.98-312.96)
produced by ESI-MS. In this mass spectrum a chlorine
free Pt isotopic pattern is observed. Nevertheless, this pattern
not found in any of the cisplatin solutions after

incubation, demonstrating the absence of the di-aquo

was

cisplatin derivative under the incubation conditions used in
the present study. These results are in concordance with those
published earlier by et al.'?
that only a small amount of cisplatin was transformed into
the di-aquo derivative after a 48 h incubation under similar
conditions.

The evolution of cisplatin can be summarized as follows:

Dabrowiak who reported

+ +
njr\_\P(m + Hy0 HN_ QI rle\Pt,(rl IIEN\P/CI
SN - PN - SN SN
HyN Cl HsN OH; H;N Cl HyN OH,
C-1 C-2 C3
+H,O
+Ag”
+
HyN. O]

N
H3N OH,
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Fig. 3 ESI-MS spectrum of the di-aquo cisplatin derivative at a
concentration of 100 uM.

Interaction between cisplatin and GSH

Cisplatin and GSH were incubated under the previously
described conditions for intervals of time between 0 and
96 h. The cisplatin concentrations used were between 1 and
10 uM, while GSH concentrations were set between 10 and
500 uM. GSH to cisplatin concentration ratios were in the
1-500 range. Parallel experiments were carried out by incubat-
ing “aged” cisplatin with GSH. The species produced were
separated and analysed by SEC-ICP-MS. A cisplatin:GSH
ratio of about 1:500 was chosen because, approximately, it can
be found in cells from treated patients. Nevertheless, the
results obtained for different drug:GSH ratios are similar.
Selective detection of GSH-bound cisplatin (Fig. 4) showed
several peaks eluting early in the chromatographic system
used, the species observed at 6.5 and 9 min being the most
relevant. The intensity for peak G-2, eluting at rp 9 min,
increases linearly with the reaction time up to 48 h, decreasing

at longer incubation times. On the contrary, the signal for the

E
o I NV .

— 48h
|
= \'“\r/\f \ﬁR«SSh
B
Retention time (min)
2h
48 h
96 h

10 15 20 25
Retention time (min)

Fig. 4 SEC-ICP-MS ('*Pt) chromatograms of 1 pM cisplatin in-
cubated with 500 pM GSH over time.

peak eluting at 6.5 (peak G-1 in Fig. 4) increased at longer
reaction times, suggesting that this peak is not formed directly
from cisplatin and was, probably, produced from an inter-
mediate.

During the time in which cisplatin and GSH were allowed to
react, the former evolved as was previously described, being
mainly converted to compound C-3. Even at GSH:cisplatin
ratios as high as 500, a high percentage of cisplatin evolved to
the above cited peak C-3 and did not react with GSH. The
intact drug and the mono-aquo derivative disappeared almost
completely after 96 h of incubation.

When GSH was incubated with ““aged™ cisplatin (C-3 peak),
the reaction products, analysed by SEC-ICP-MS, were quite
different (data not shown). In this case, most of the Pt was
slowly incorporated into the compound G-1, while G-2 was
not produced. Ageing converts cisplatin into a form that reacts
more slowly with GSH than cisplatin itsell. The reaction is a
slow process; after 4 h there is still a great percentage of
unreacted “aged™ cisplatin, while after 48 h the reaction is
almost complete.

Cisplatin reacts in water to produce the mono-aquo and di-
aquo forms of the drug.** When the chloride concentration in
the medium is not very high, e.g. 4.62 mM, cisplatin is
transformed to the mono-aquo form at a very slow rate. After
2-4 h of incubation the concentrations of the mono-aquo
derivative and the remaining cisplatin are almost similar (Fig.
1). Because the 1), for the reaction of cisplatin with GSH is

approximately 50 min,'?

the major species reacting with GSH
is the intact drug (peak C-1in Fig. 1). As stated earlier, when
solutions of cisplatin are incubated for 96 h at low chloride
concentration (4.62 mM) before the addition of GSH, it is
mainly converted to the oligomeric form plus some remaining
mono-aquo specie (C-2). Tt seems that this oligomeric com-
pound derived from the mono-aquo form of cisplatin reacted
with GSH, producing mainly the G-1 derivative. Compound
G-2,
between cisplatin and GSH, is not formed when “aged”
cisplatin is used.
Only an ion cluster with a Pt isotopic pattern (m/z 726.18

732.09) could be found in the analysis by ESI-MS of the 48 h
incubation mixture of cisplatin with GSH (1:500) (Fig. 5).

which is produced in the early steps of the reaction

That ion cluster corresponds to a fragment from the precursor
[GSH-3H + 2Pt + 4NH;] ™. described by Miao ez al..,'* under
non-physiological conditions in which two NH; have been
lost, probably by fragmentation in the ESI source. MS$?
fragmentation (Fig. 5) of the ion [GSH-3H 2Pt
2NH;] " produced losses of NH3, 2NH5; and NH;y + CO,,
which corroborated the proposed structure. Therefore, this

adduct can also be produced under physiological conditions
and corresponds to G-2, the predominant drug-GSH adduct
observed at 48 h by SEC-ICP-MS.

Interaction between cisplatin and MT

Cisplatin  (between 1 10 M) 10 pM MT
were incubated under physiological conditions for periods of
time ranging from 0 to 96 h at csplatin:MT molar
ratios between 1:1 and 1:10. Experiments using SEC-ICP-
MS proved the incorporation of Pt into MT (M-l in

and and
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Fig. 5

ESI-MS spectrum of 100 pM cisplatin incubated with 50 mM GSH for 48 h and MS? spectrum of the precursor ion cluster at m/z 726.18—

732.09, which corresponds to the proposed structure [GSH-3H + 2Pt + 2NH,] .

Fig. 6(a)), which was faster, for all the ratios tested, than the
reaction with GSH. The transformation of cisplatin to the
oligomeric compound (C-3), previously described, was also
observed but in much low amount. Contrary to what happens
with GSH, the “aged™ form of cisplatin was not able to react
with MT.

The commercially available MT used contains about 0.8%
of Zn and 6% of Cd.** When cisplatin interacted with MT at a
1:1 ratio there was a displacement of Zn (Fig. 6(b)), and after
4 h less than 30% of the original Zn remained bound to MT.
Similar results were observed when the cisplatin:MT ratio was
1:2. Nevertheless, for a 1:10 ratio, although some displacement
was observed, less than 50% of the original Zn was displaced
after 96 h. As could be expected, when “aged” cisplatin was
incubated with MT, no displacement of Zn was observed
(results not shown). Cd was not displaced from MT when it
reacted with either cisplatin or ““aged” cisplatin at any of the
molar ratios assayed.

The displacement Zn treatment,
while Cd still remains attached to MT, has been described
previously'
paper. Therefore, at neutral pH, mixed complexes of Cd and
Pt with MT were possible, binding one molecule of
MT to more than ten metal atoms (Cdy/Pt; MT). These
results do not agree with other studies stating that Pt atoms

of after cisplatin

using the same rabbit liver MT as is used in this

are able to displace not only Zn but also Cd from native MT.%

The different behaviour observed here could be due to

differences in the reagent concentrations or in the reaction

pH. This is in accordance with the results from
van Vyncht er al.*® who analysed the different rabbit liver
isoforms of MT in neutral and acidic media. Although the
native MT isoforms used in the experiments presented here
contained Zn and Cd, as demonstrated by SEC-ICP-MS,
when ESI-MS analysis was performed (Fig. 7) the molecular
weights obtained correspond to the different isoforms from

nude MT. This can be explained taking into account that

formic acid was added to the electrospray solution,
leaving a pH of around 2. Conclusive ESI spectra from the
incubation mixtures of cisplatin  with MT were not

obtained, probably due to a poor ionization of the adduct
cisplatin:MT. However, under these conditions, the peaks for
nude MT isoforms disappeared from the spectrum, demon-
strating, although indirectly, that the interaction of the drug
with MT, observed by the SEC-ICP-MS experiments, is
resistant to the ESI-MS acid conditions.

Interaction of cisplatin with a mixture of GSH and MT

Cisplatin (1-10 pM), 10 pM GSH and 10 pM MT were
incubated at the following cisplatin—-GSH-MT ratios: 1:1:1,
1:2:2, and 1:10:10. Although the reaction of cisplatin with MT
was faster than the reaction with GSH, the incubations always
produced a signal for the GSH derivative peak G-2. The
intensity of this peak rose between 0 and 48 h and was
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Fig. 6 SEC-ICP-MS chromatograms of 10 uM MT incubated with (a) 1 pM cisplatin (‘>°Pt), and (b) 10 uM cisplatin (**Zn). over time.

proportional to cisplatin concentration. Even for incubation
times longer than 48 h, G-1 could be observed, as can be
expected by the production of the “‘aged™ cisplatin oligomeric
derivative in this ternary reaction. As was observed earlier for
the incubations of cisplatin with MT, Zn was displaced from
MT by cisplatin. Nevertheless, when the ratio between cis-
platin and MT was 1:2 the displacement was very small, in
opposition to what had happened previously in the binary
reactions. As might be expected, Cd was not displaced from
MT at all.

In vitro incubation of cisplatin and rat Kidney cytosol

Rat kidney cytosol was prepared according to the procedure
described in the Experimental section and was incubated with

x108
MT-2a
6125.3

8 4

6 -
)
c
2
g
= 8114212
@
T 4
]
- MT-1a MT-2b

6145.3 6146.3 wT-2d TS
6215.4 6241.5
MT-2¢
2 1 6155.3
1+ (E),
E?t;l; " 6234.36
o | R Jl I
6120 6140 6160 6180 6200 6220 6240

m/z

Fig.7 LESI-FT-ICR spectrum of 100 uM native MT (de-salted), taken
at a pH of 2.5.

1 uM cisplatin, which is the concentration level expected in the
cytosols of treated rats. After the incubation, the Pt species
produced were separated and detected by SEC-ICP-MS. For
an incubation time of 4 h, Pt is associated with peaks eluting at
the same retention time as M-1, G-1 and G-2 (Fig. 8). Peak
G-2 decreased with time and disappeared after 48 h, while the
intensity of peak G-1 increased during this time. The intensity
of the peak due to the complex between MT and cisplatin
decreases also with time. It can also be observed that other
compounds are able to capture Pt. One of them, marked as U,
increased with time.

When cytosols were incubated with 1 pM cisplatin
plus 500 uM GSH, peaks G-1 and G-2 were more intense
after 4 h than those corresponding to the sample which
was incubated only with cisplatin. As could be expected, after
48 h the compound G-2 disappeared at the expense
of an increment in the intensity of G-1. The addition of
500 pM GSH to the cytosolcisplatin incubation mixtures
produced, as well, a less intense peak for M-1 after 4 h.
In both cases the intensity of peak M-I decreased with time
up to 48 h.

a) Cytosol + cisPt4 h

M e
¢) Cytosol + cisPt + GSH 4 h

_/\j\‘A/L—m d) Cytosal + cisPt + GSH 48 h

T T T T N
5.0 7.5 10.0
Retention time (min)

Fig. 8 SEC-ICP-MS ('**Pt) chromatograms from in vitro incubated
kidney cytosols with 1 pM cisplatin, for (a) 4 h and (b) 48 h, 1 pM
cisplatin and 500 uM GSH for (¢) 4 h and (d) 48 h.
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b) Liver cytosal

c) Inner ear cytosol

d) 1uM CisPt + 10uM GSH + 10uM MT
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Fig. 9 SEC-ICP-MS ('**Pt) chromatograms from cytosols of (a)
kidney, (b) liver, (¢} inner ear and (d} 1 puM cisplatin: 10 pM GSH
and 10 pM MT standards incubated for 96 h.

In vive association of cisplatin with cytosolic heat stable
compounds

Cisplatin was injected intraperitoneally to rats at dosages of

16 mg m 2, as described in the Experimental section. After
three days, the rats were sacrificed and the cytosolic fractions
of kidney, liver and inner ear were isolated. In order to purify
the heat stable fraction, samples were heated for 15 min at
65 °C, centrifuged at 15000g and the supernatants analysed by
SEC-ICP-MS. MT is stable under these conditions, so it is
possible to isolate it from other proteins which denature and
°C.

co-eluting with G-1 and M-1 could be observed whereas there

precipitate at 65 Results are shown in Fig. 9; peaks

was no signal at the elution time corresponding to G-2. This is

in accordance with the results obtained for the in vitro

incubations. Although the identification in these samples of

G-1 is only tentative, it seems that the formation ol the
complex between Pt and MT is real, as can be proved by the
coincidence in the retention time and by the observed stability
of this complex under the heating conditions emploved in the
preparation of the samples. Previously, experiments were
carried out using cisplatin and MT standards showing the
of the produced complexes under

stability the heating

experimental conditions used.

Conclusions

SEC-ICP-MS ESI-MS
been successfully employed to obtain relevant information
about cisplatin interaction with target sulfur containing
biomolecules such as GSH and MT. ICP-MS, after SEC
separation, has demonstrated itsell to be an excellent techni-

The combined use of and has

que for detecting cisplatin metabolites and cisplatin-biomole-
cule adducts at clinical concentrations and under physio-
logical conditions. Also, its multi-elemental ability provides
important information to complement ESI-MS structural
analysis.

The intact drug evolves over time, under physiological
conditions, to the mono-aquo and the oligomeric cisplatin
derivatives. The metabolite not detected.

di-aquo was

Oligomeric cisplatin derivative reacts with GSH but not with
MT. Cisplatin-GSH incubations produced two abundant
adducts, one of them being transformed into the other over
When MT,
mono-aquo form of the drug could react with MT or evolve

time. cisplatin - was incubated with the

to the oligomeric derivative at a similar reaction rate.
SEC-ICP-MS analysis showed that, in contrast to Cd, Zn
was lost from MT throughout the incubation time. {n vitro and
h kidney cytosols seem to reproduce the
results obtained for the incubation of drug with GSH and MT

i
I

in vivo studies wit

standards.
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C.2.3. Trabajo 4. Atomic (HPLC-ICP-MS) and molecular mass spectrometry
(ESI-Q-TOF) to study cis-platin interactions with serum proteins (J. Anal. At.
Spectrom., 23 (2008) 378-384)

El dltimo trabajo que compone este capitulo, presenta un desarrollo metodoldgico
para el andlisis de los complejos farmaco:proteina formados en el suero sanguineo
(Esquema experimental 4). Los objetivos de este trabajo fueron la separacion e
identificacion estructural de los aductos detectados.

En primer término se procedié a la separacién cromatogréfica de los complejos
farmaco:proteina mediante AE-FPLC-ICP-MS, y al estudio de su evolucién con el tiempo.
Para ello se llevaron a cabo incubaciones en condiciones fisiolégicas de IgG, apo-Tf y
HSA con cisplatino en distintas concentraciones, asi como incubaciones del farmaco con
suero sanguineo humano de voluntarios sanos. La mayoria del farmaco interacciond con
la HSA, siendo muy pequefia la proporcion de cisplatino que se unié a las demas
proteinas tanto en las incubaciones sobre patrones, como en las llevadas a cabo sobre el
suero sanguineo. También se realizaron estudios acerca de la interaccion del farmaco
con holo-Tf, con el objeto de establecer el efecto del cisplatino sobre el Fe unido a la
proteina. La nula influencia del farmaco sobre el Fe de la Tf indica que el cisplatino no
comparte sitios de unién con este metal y permitié extrapolar los resultados obtenidos con
la apo-Tf a la Tf del suero humano, la cual se encuentra saturada en un 30% con Fe.

La segunda parte del trabajo fue dirigida a la identificacibn de los aductos
cisplatino:apo-Tf y cisplatino:HSA, tanto en incubaciones con patrones como en las
realizadas sobre suero sanguineo humano. Con esta finalidad se abordaron dos
estrategias convergentes, la identificacion directa de los aductos formados mediante ESI-
Q-TOF y la digestion triptica de los mismos para la identificacion de sus péptidos,
incluidos aquellos con el farmaco ligado. Esta ultima opcién se llevé a cabo con una
separacion previa de los péptidos mediante RP-capLC-ESI-Q-TOF, contando con la
ayuda de una deteccion sensible mediante RP-capLC-ICP-MS de aquellos péptidos
portadores de Pt. Las dificultades instrumentales para analizar biomoléculas de gran peso
molecular y la resistencia a la digestién triptica presentada por el enlace
farmaco:proteina, hacen de la segunda estrategia la mas interesante para la continuacion

de estos trabajos de metalémica.
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The judicious use of ¢is-Pt as an intravenously administrable Pt(i1) drug for chemotherapy

requires the evaluation of its interactions with blood proteins. Therefore, the combined use of

modern analytical chemical speciation and of analytical proteomics approaches to study these

interactions is described here. The method involves incubation of ¢is-Pt with standard proteins

and human serum samples. The separation of the proteins is conducted by liquid chromatography
in an anion exchange column (Mono Q). Simultaneous molecular detection by UV absorption

v . 95 P P P
(280 nm) and elemental detection ("*°Pt) using inductively coupled plasma mass spectrometry

(ICP-MS) are performed. Using this set-up, the effects of the incubation time as well as the drug

concentration on c¢is-Pt interactions with transferrin, albumin and innmunoglobulin G were

studied. In addition, the nature of interactions was also investigated by means of electrospray

mass spectrometry (ESI-Q-TOF) of the intact protein. Transferrin and albumin showed different

interactions, binding one and four cisplatin molecules, respectively. Also, some typical proteomic

studies were initiated by tryptic digesting the transferrin and albumin ¢is-Pt complexes followed
by capillary-LC-ICP-MS and ESI-Q-TOF parallel detection of the peptides obtained. The capLC-
ICP-MS chromatogram provided clear evidence of Pt-containing peptides remaining after tryptic

digestion.

Introduction

Cisplatin, (cis-[PtCl(NH;3),]), 18 one of the intravenously
administrable Pi(11) complexes approved for worldwide clin-
ical practice as chemotherapeutic agent. It exerts its antitu-
mour activity by forming adducts with DNA nucleobases,
which leads to final apoptotic cell death.! However, a very
modest fraction of the administered cisplatin reacts with
nuclear DNA and produces cytotoxic lesions; the largest
amount is reported to bind extra- and intracellular proteins.”

Therefore, it is of great interest to determine the nature of

cisplatin—proteins interactions in the blood stream in order to
gain a better understanding of the drug transport and dis-
tribution among organs as well as the excretion rate. In this
regard, some studies® have revealed the following reaction
abilities of cisplatin with the different blood proteins: haesmo-
globin = albumin > immunoglobulin. In the cellular fraction
of blood, most platinum drugs are bound to haemoglobin,*
although some recent studies have described the interactions
with other minor components such as superoxide dismutase.’
In blood serum, albumin seems to be the major binding
partner of cisplatin but the interactions of this drug with other

“ Department of Physical and Analyvtical Chemistry, Faculty of
Chemistry, University of Oviedo, C/Julidn Claveria 8, 33006 Oviedo,
Spain. E-mail: asmia uniovi.es

g Department of Analvtical Chemistry, Faculty of Chemistry,
University Complutense, Ciudad Universitaria s/n, 28040 Madrid,
Spain

¥ Presented at 2007 European Winter Conference on Plasma Spectro-

chemistry, Taormina, Italy, February 18-23, 2007.

less abundant serum proteins may have also some pharmaco-
logical relevance. In fact, the association of cisplatin to
transferrin has been proposed as an alternative system for
drug transport and delivery.®

The most useful analytical strategies to perform studies on
the binding of cisplatin to proteins are based on hybrid
methodologies combining different separation techniques with
sensitive and selective mass spectrometry-based detectors.” In
liquid chromatography
(HPLC) as separation mode with inductively coupled plasma

particular, the combination of

mass spectrometry (ICP-MS) as element selective detector has
proved to be a successful approach in previous studies.® Some
authors have used size exclusion as a separation mechanism,”
although the resolution among proteins is seriously compro-
mised in serum samples. Other authors have proposed the use
of reversed phase chromatography (C,g) with a coating layer
of surfactants,'® or even the use of capillary electrophoresis in
conjunction with ICP-MS detection."’

For further structural elucidation of the complexes of
cisplatin with serum proteins it 1s often necessary to use
molecular mass spectrometric (MS) techniques such as elec-
trospray (ESI) or matrix assisted laser desorption/ionization
(MALDID. Importantly, most commercial MS analysers are
capable of measuring macromolecular mass with sufficient
resolution and accuracy to allow the binding stoichiometries
of metal-protein complexes to be established directly. This
feature has been exploited by several authors to study Pt drugs
binding with serum proteins.” Regarding the sample treatment
strategies employed for characterizing proteomic samples,
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they generally follow either ““top-down™ or “bottom-up”
analytical methodologies.'>!?

In the case of cisplatin, top-down strategies have been used
to characterize its interaction with human serum transferrin'*
and the comparison with the apo-transferrin suggests that
cisplatin occupies a single binding site in the protein structure.
Similarly, transferrin interactions with oxaliplatin® have been
studied by intact analysis using ESI-MS. However, very few
studies have tackled the use of bottom-up methodologies in
order to characterize the interaction of cisplatin with serum
proteins. This could be due to the required mitial proteolytic
digestion of the adducted protein, which might result in the
loss of the platinum-containing molecule. Just one example
has been documented in the literature where Pt-containing
peptides have been found after proteolytic digest of adducted
transferrin'®*'® (bottom-up) and the binding site information
of the cisplatin molecule provided. However, contradictory
results have been published about such binding sites in
transferrin and, thus, some additional work is needed.’

For this purpose, we propose the complementary use of

ICP-MS and ESI-MS techniques to study cisplatin binding to
human serum proteins after in vifro drug incubation with
protein standards and real serum samples. Initial experiments
include the separation of the main serum proteins using anion
exchange chromatography and '"*°Pt detection by ICP-MS
using protein standards (transferrin, immunoglobulin G and
albumin) incubated with the drug. Furthermore, the structure
elucidation of the complexes is conducted by ESI-Q-TOF. On
the other hand, initial results on the use of capillary-LC
coupled to ESI-Q-TOF and ICP-MS detection in order to

monitor possible Pt containing peptides after tryptic digest of

the drug-incubated proteins are also described.

Experimental
Instrumentation

HPLC separations of the intact proteins were carried out using
a dual-piston liquid chromatographic pump (Shimadzu LC-
10AD, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipped with
a sample injection valve (Rheodyne, Model 7125, Cotati, CA,
USA) fitted with a 100 pL injection loop, and an anion-
exchange column, Mono-Q HR 5/5 (50 »x 5 mm id, Pharmacia,
Amersham Bioscience, Germany). Specific atomic detection of Pt
in the column effluent was performed using an inductively
coupled plasma mass spectrometer (ICP-MS), Agilent 4500, from
Agilent Technologies (Agilent Technologies, Tokyo, Japan).

Two different chromatographic systems were used for the
peptide analysis: a conventional Agilent 1100 (Agilent, Wald-
bron, Germany) fitted with a Cg column (4.6 x 250 mm,
Phenomenex, Torrance, CA, USA) and with a diode array
(DAD) detector. Also, an Agilent 1100 series capillary liquid
chromatography system consisting of a four channel on-line
de-gasser, a capillary pump, a standard binary pump and a
micro-wellplate autosampler was used during all experiments
for capillary LC. Capillary LC analysis was performed on an
Agilent Zorbax 300 SB Cg column (150 mm x 0.3 mm, 3.5 pm
particle size) (Agilent Technologies). The separation condi-
tions are summarized in Table 1.

A micro-nebuliser, based on a modified CEI 100 nebuliser
from CETAC (CETAC, Omaha, NE. USA), and a home-
made quartz injector tubing extension (internal volume of
injector tube and injector tubing extension 4 mL, inner
diameter 16 mm, Quarzschmelze Geesthacht, Geesthacht,
Germany) which allows the direct connection of the nebuliser
and the torch maintaining the lowest possible internal
volume, were used as interface between ¢L.C and the collision
cell [CP-MS system.

The ESI-Q-TOF instrument used for this study was a QStar
XL (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany)
equipped with the ion-spray source and using N5 as nebuliza-
tion gas. The instrument was calibrated every day using a

model

standard solution of polypropylene glycol for intact protein
analysis. Translerrin (T1) fractions from the HPLC column
were reconstituted in 50% methanol-0.01% formic acid and
injected at a flow rate of 5 uL min~'. The scanned range goes
from m/z 500-4000 and the applied voltage is 4500-5500 V.
The Bayesian deconvolution algorithm available in the Ana-
lyst software is applied to the intact Tf spectrum. See Table 1.

Chemicals and standards

Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum(ir)), apotransferrin
(apo-TT), immunoglobulin G (IgGG) and human serum albumin
(HSA) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Mobile phases for anion exchange HPLC containing
(A), 50 mM tris-aminomethane (Merck, Darmstadt, Germa-
ny)-acetic acid (Merck), pH 74, and (B), A + 250 mM
ammonium acetate (Merck), were prepared by dilution of

Table 1 Instrumental parameters employed (HPLC, ICP-MS and
ESI-Q-TOF)

HPLC parameters

Mono Q HR 5/5

(50 »x 5 mm id, Pharmacia)

A: 50 mM Tris—HAc buffer (pH 7.4),
B: A + 250 mM ammonium acetate

Anion exchange column

Mobile phases

Gradient 0%—-75% B in 45 min
Injection volume 100 pL
Flow rate I mL min~'

UV at 280 nm

Cy Agilent Zorbax 300 SB
(150 mm x 0.3 mm,

3.5 pm particle size)

A: 5% MeOH, B: 95% MeOH
0-100% in 40 min

300 nL

3 pul min—

Detection
Capillary LC column
Mobile phases

Injection volume

Flow rate g

ICP-MS parameters

Forward power 1500 W
External flow 15 L min~!
Carrier gas flow 1.1 L min~"
Isotope monitored 193py, g

ESI-Q-TOF parameters

Scan type Positive TOFMS

Ionspray voltage 4555kV
Nebulizing gas N,
Injection rate 5 pL min™!
External calibration

Polypropylene glycol
m/z 500-4000
Bayesian protein
reconstruction

Scan range
Spectrum deconvolution

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2008
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the solid salts with the 18 MQ em distilled de-ionized water.
Ultrapure 18 MQ cm distilled de-ionized water was obtained
by means of a Milli-Q system (Millipore. Bedford, MA, USA).
The transferrin fractions, collected after HPLC separation,
were de-salted and preconcentrated in Centricon YM-50
centrifugal filter devices (Millipore). For capillary-LC, the
separation was conducted using a linear gradient from 5 to
95% methanol (Merck) in 40 min.

Human serum samples from healthy volunteers were kindly
provided by the Hospital Central of Asturias (Laboratory for
Clinical Analysis, Asturias, Spain).

In vitro investigations of serum proteins interactions with
cisplatin

Independent solutions of inmunoglobulin G (3 mg mL "),
apo-Tf (3 mg mL Y and HSA (30 mg mL ') were incubated
with 1 uM cisplatin solution for 1, 24, 48 and 96 h in saline
solution containing 0.9% NaCl and 10 mM Tris—acetic acid
(pH = 7.4) at 37 °C in order to mimic physiological condi-
tions. Aliquots of the incubated solutions were later analysed
by HPLC-ICP-MS using anion exchange chromatography.
For apo-Tf iron saturation, FeCly was used as described
elsewhere,'®

The serum samples were firstly pooled and then mixed with
| uM cisplatin solution prepared in the saline mixture. The
samples were provided by the Hospital Central of Asturias as
serum from healthy individuals, where the HSA concentration
ranged from 30 to 45 ¢g L
3.6 ¢ L', No further quantification of these proteins was
conducted in our laboratory. Further 1 + | dilution in mobile

1 . . .
and Tf concentration from 2 to

phase A was conducted to inject the incubated solution into
the HPLC-ICP-MS.

In the case of the digested protein studies, incubations were
conducted using concentrations of 1:1 protein:cisplatin (38 pM
cisplatin for apo-Tf and 450 pM cisplatin for albumin). The
serum samples were incubated, for this purpose, with 450 uM
cisplatin. After incubation for 48 h, the mixtures were ultra-
filtrated using Centricon YM-50 (50 kDa membrane pore size)
to preconcentrate the sample and to eliminate the possible un-
reacted cisplatin. The incubated solutions were treated sequen-
tially with urea (8 M) for denaturising the protein, DTT (40 ul)
with incubation at 56 “C for 45 min to reduce disulfide bonds
and iodoacetamide (55 mM, 40 pl), 30 min at room tempera-
ture, to alkylate them. Tryptic digestion of the adducted
proteins was carried out by adding 20 pg of sequencing-grade
trypsin per | mg of protein and the mixture was digested
overnight at 37 "C. The peptides obtained were chromatogra-
phically separated using a Cg column and a DAD detector to
evaluate digestions.

Results and discussion

Binding studies of cisplatin with protein standards using
HPLC-ICP-MS

The first studies to investigate cisplatin interactions with the
different serum proteins consisted of incubation of individual
standards of HSA, Tf and IgG with 1, 2, 4 and 8§ uM cisplatin
and measuring the peak arcas by HPLC-ICP-MS. Owing to

the similarity among the different chromatographic profiles,
and in order to avoid further loading of the column with
cisplatin, the eflect of the incubation time was investigated just
using | pM cisplatin. Then, the different cisplatin-protein
mixtures were incubated for 1, 24, 48 and 96 h in saline
solution (described in the previous section). trying to mimic
physiological conditions (buffer and protein concentrations) as
recommended in previous publications.” This study tries to see
how the binding of cisplatin with serum proteins (at physio-
logical concentrations) occurs within 24-48 h, since 80% of
this drug is excreted or stored elsewhere after such period.

The results obtained for different incubation times of 1 pM
cisplatin and physiological levels of the two proteins (3 mg
mL ™! apo-Tf and 30 mg mL~' HSA) showed a complete
complexation of HSA in 24 h but only 50% in the case of
transferrin, even after 96 h. These relative reaction yields have
been estimated by referring the peak area of the Pt-protein
complex to the unreacted cisplatin which elutes at the void
1.2 min), and considering that Pt recovery
through the column is about 70%. In the case of IgG, the
co-elution of this protein with the unreacted cisplatin impaired
any further chromatographic studies.

volume (#, =

The observed chromatographic profiles of complexes of
cisplatin with apo-Tf and HSA can be observed in Fig. 1.
These were obtained by using anion exchange HPLC separa-
tion and TCP-MS '"%*Pt detection and 96 h of incubation in
both cases. As can be observed, the unreacted cisplatin as well
as the possible hydrolysis products of this compound can be
observed in the void volume of Fig. 1. However, in the case of
HSA the unreacted cisplatin that remained at the void volume
was much smaller. In this regard, several studies have dealt with
the binding kinetics of cisplatin to serum proteins, especially to
HSA *'7 According to these studies, after incubation for 24 h
the cisplatin changed into a high molecular weight fraction
(about 60 kDa, close to HSA) when using size exclusion as the
separation mechanism. Our results using anion exchange chro-
matography are in agreement with these findings.

The effect of iron content of apo-Tf in the binding of cisplatin

According to the recent literature, the binding site/sites of
o 0 o 0 7 .
cisplatin to Tl are not completely characterized.” Some

120004 | unreacted
1 cisPt A
10000 - cisPt-HSA
£ 8000 -
n
& J
~ 6000
£ 1
g 4000 - cisPt-Tf
(&)
2000
0 1 . I-—-"’ : :
0 10 20 30 40
Time (min)
Fig. 1 HPLC-ICP-MS chromatograms for '**Pt corresponding to the

incubation of 1 uM cisplatin with 3 mg mL~" apo-Tf (dilution 1:1 for
HPLC injection) and 30 mg mL~" (HSA) (dilution 1:10 for injection).
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authors have considered that these interactions occur in the
same sites as in the case of iron (in a competitive manner)
while others claim that the binding goes through the methio-
nine-256."% Since Tf, in human serum, is partially saturated
with Fe (about 30% saturation), the effect of the iron content
of Tf on the cisplatin interactions has been evaluated by
HPLC using UV absorption (460 nm, selective for Tf-Fe
complex) and by ICP-MS. For this purpose, Tf was loaded
with iron solutions of different concentrations in the presence
of bicarbonate (as synergistic ion) and furthermore incubated

with cisplatin to obtain a final concentration of the drug of

38 uM after 96 hours.

Fig. 2
iron saturated apo-TT with (Fig. 2(A)) and without cisplatin
(Fig. 2(B)) after 96 h incubation. As can be observed, the
traces for Fe and S are analogous in both chromatograms and
only the increase in the '"*Pt trace is observed in the standard
also incubated with the drug. The sulfur trace can be used as
proof of the presence of the protein at the retention time where
Pt is detected. A similar chromatographic profile has been
observed for '"*Pt in the case of cisplatin incubated with apo-
Tf. This seems to corroborate the fact that cisplatin interacts

A) 18000
16000
14000 Mg
12000

10000

Counts

8000

6000 s1Fe

4000

2000
195p¢

0 T T T T T T T
Time (min)

) 18000
16000
14000 215

12000

10000

Counts

8000
6000
S4Fe
4000

2000

195pt

(LA B BRI BLELL L B AL BURLL LA BRI B RN B
] 4 8 12 16
Time (min)

0

Fig. 2 HPLC-ICP-MS chromatograms showing Fe, S and Pt traces
corresponding to 3 mg mL™ apo-TrI firstly saturated with iron
(15 ppm as FeCly in the presence ol bicarbonate): (A) incubated
with 38 uM cisplatin for 96 h; (B) without cisplatin.

shows the comparative chromatographic profiles of

with a certain protein site(s), but that such interaction is not
influenced by the presence of Fe. Additionally, it seems that
Fe does not get displaced from its specific binding sites
by cisplatin, as stability
constant (10°° M™Y.

Similar results have been found with other iron concentra-

expected due to its high

tions assayed (e.g., | pg mL~' Fe, mimicking the Fe concen-
tration naturally present in human serum). Therefore, the next
step was to conduct the incubation of cisplatin with real
human serum samples where iron was present and also both
model proteins (transferrin and albumin). In this case, after
96 h of incubation most Pt appeared to be bound to HSA and
a minor Pt portion eluted in the void volume (either free drug
or associated to low molecular weight species, data not
shown). Interactions with Tf can be also observed with human
serum samples. However, such cisplatin-Tf interactions are
significantly smaller when compared with that of HSA. Con-
sidering that >80% of the drug is excreted from the body or
stored elsewhere within 48 h, our results show that the most
efficient cisplatin binder in human serum is albumin, in agree-
ment with other authors.”

ESI-Q-TOF strategies to characterize protein—cisplatin
interactions

One of the unique features of ESI-MS, which makes it distinct
from other MS methods of analysis, is its ability to generate
analyte ions directly from aqueous solutions avoiding frag-
mentation of the biopolymers and even preserving most non-
covalent complexes (some weak ones can be destroyed).
However, one ol the main drawbacks of this technique its
little matrix tolerance (especially when compared with ICP-
MS detection). Therefore for ESI-MS, the samples need to be
de-salted and cleaned before they can be introduced into the
system.

Considering that the binding of cisplatin to serum proteins
might require the replacement of some chlorine atoms by OH,
incubations were performed in aqueous media and saline
solution. Fig. 3 shows the obtained deconvoluted mass spectra
ol apo-Tf (Fig. 3(a)) and Tf incubated with cisplatin (Fig. 3(b),
original and deconvoluted) in aqueous media. As can be seen,
in both spectra the predominant ion corresponds to the intact
apo-Tr (M., 79 559 Da), which shows good agreement with the
reported values for this protein calculated as average mass
(M., 79573, Am = 0.02%). In addition, it is also possible to
observe another isoform of this protein (M, 79974) that
could most likely correspond to the pentasialo-transferrin
(M., 79940) that we documented in a previous publication."

In the case of the cisplatin incubated TT, a significant signal
at m/z 79784 can be observed in the mass spectrum which
shows a difference (226 + 2 Da) with respect to the apo-
transferrin (M, 79 560). Interestingly, the same diflerence (226
+ 2 Da) is also observed for the pentasialo-transferrin isoform
relative to the new signal observed at M. 80 199. This could be
ascribed to the binding of a single cisplatin molecule in the
form of Pt{NH3), to the polypeptide chain with the loss of two
protons and it has been previously reported when incubating
cisplatin with haemoglobin.*® Additionally, the second peak at
M, 80012 Da could be ascribed to the binding of a second

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2008

134

J. Anal. At. Spectrom., 2008, 23, 378-384 | 381



Capitulo 11

79559

)
—

1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

Intensity, cps

79974

79598
LA

7.96e4

A

7.98e4
Mass, amu

8.00e4 8.02e4

b 4
) 100% -

2744.57
+30
2653.00

+28
2842.40 427
2947.71

+26
3060.82
3183.60

+31
2567.45

o
o
®

2487.23

Relative Intensity

2411.82

2000

2500

3000 3500

79560

350 79784

300

200 +226

Intensity, cps

150 +226

i +227
-

8.00e4 8.02e4

100

50

7.96e4 7.98e4

Mass, amu
Fig. 3 ESI-mass spectra of transferrin after direct infusion (50%
methanol, 0.2% formic acid) for (a) apo-Tf (deconvoluted) and (b)
apo-Trtincubated with cisplatin (original spectrum and deconvoluted).

Pt(NH3)> unit, although it shows much lower intensity than
the mono-adducted form. Previous results by ESI-MS ob-
tained by other authors' revealed the presence of hydroxyl
intermediates in the binding to Tf after 20 min of incubation
that change, dramatically, after 3 h incubation. Our experi-

ments were conducted after 96 h of incubation and therefore
the hvdroxyl groups of the Pt molecule could have been lost to

allow for the direct binding of the cisplatin molecule to the Tf

backbone (similar to the reaction with DNA of this d rug).21
In the case of HSA, the efficient binding of cisplatin seems to
be due to the high affinity of platinum for sulfur-containing

ligands.”?> Therefore, the cysteine residues represent one of

the most likely sites for association, although there are addi-
tional binding places on this protein that can participate in
complex formation. Fig. 4 shows the deconvoluted mass
spectra of HSA (Fig. 4(a)) and HSA incubated with cisplatin
(Fig. 4(b)). This is the first time, to our knowledge, that ESI-
MS data have been shown regarding the interaction of cispla-
tin to HSA, notwithstanding the previous studies by NMR >

Fig. 4 shows an important change on the molecular ion of
the protein with complexation that corresponds to a shift of
891 + 4 units. Some authors have claimed a change in the
protein secondary structure due to the binding of cisplatin.**
According to them, cisplatin leads to cleavage of albumin
disulfide bonds, possibly followed by intramolecular cross-
linking of the protein molecule. As consequence, the protein
activity may be subject to changes, since S-S bonds play an
essential role in maintaining the protein functionality. In fact,
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) results indi-
cate a partial unfolding of the protein structure.”® Since the
coordination site can be based on sulfur containing amino
acids as well as on the histidine residues, it is hard to regard as
reliable any stoichiometric ratio from the MS data. However,
it seems that the adducted protein contains approximately
four cisplatin molecules (891/227 = 392 if
Pt{NHj3), units, as in the case of Tf) while for Tf we observed

we consider

a 1:1 stoichiometry. Such results can be expected due to the
higher content of S-containing amino acids present in HSA
compared with Tf and the favourable interaction between S
and cisplatin.

Initial experiments by capillary LC-ICP-MS and ESI-Q-TOF
to study cisplatin binding peptides from serum proteins

In order to have a better understanding of the binding sites of
the drug to Tf and HSA, the two apo-proteins, as well as the
cisplatin incubated ones, were digested with trypsin. Bottom
up methodologies include the subsequent mass analysis of the
peptide digests mixtures. Such MS analysis allows eventual
identification of proteins and their post-translational modifica-
tions on those peptides. With the aim of verifying the presence
of platinum containing peptides, the samples were digested and
the peptides analysed by ESI-Q-TOF using two strategies:
direct infusion and capillary liquid chromatography.

The apo-proteins studied were firstly digested and then the
peptides analysed by direct infusion into the ESI-Q-TOF and
the results were sent to a data miner (MASCOT“), which
confirmed the presence of Tf and HSA and, therefore, the
suitability of the selected procedure. However, when the
adducted proteins were digested and directly infused into the
ESI-Q-TOF, no significant differences were observed between
the digested peptides coming from the apo-protein and from
the cisplatin adducted one. These results could be due to the
small concentration of the cis-Pt adducted peptides relative to
free peptides existing in the final digest.

Therefore, in order to improve the detection of possible
adducted peptides, a previous separation of these species by
capillary-LC was attempted. Thus, Fig. 5 shows the chroma-
tographic profile obtained by capillary-LC using ICP-MS
detection of the peptides obtained after tryptic digestion of
the cisplatin-incubated Tf. As can be seen, several platinum-
containing peptides seem to elute from the chromatographic
column within the first 35 min of the chromatogram. This
separation of the peptides by cap-LC allowed us to use high
percentages of organic modifiers in the mobile phase, e.g., to
95% methanol, which is not only often necessary to perform
the separation of proteins and peptides® but also to secure the
same separation with ICP-MS and ESI-Q-TOF detection.
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Fig. 4 Deconvoluted mass spectra of albumin (Bayesian protein reconstruct) after direct infusion (50% methanol, 0.2% formic acid) for (a) apo-

HSA and (b) cisplatin incubated HSA.

The same separation of the peptides was also conducted
using final EST-Q-TOF (data not shown). Thus, the search for
Pt-containing peptides by ESI-Q-TOF was conducted by using
the retention time of the Pt species, provided by the ICP-MS.
ICP-MS provides the targets to be identified by ESI-Q-TOF
(Pt-containing peptides) without the extreme complexity of the
spectra generally obtained with the ESI source.

2.0x104 ]

1.5x104 =
a
g
]
‘E 1.0x104 7
5
o
o

5.0x103 7

0.0 T T T
15 20 25 20 35 o 45
Time (min)

Fig. 5 Capillary-LC separation of the peptides obtained from cispla-

tin complexed Tl after tryptic digestion using ICP-MS detection.

In this regard, Fig. 6 shows the isotopic profile of a peptide
that exhibited a possible Pt pattern at m/z 987.4717 (+4
charges). This peak (retention time 30.2 min in the cap-
LC-1CP-MS chromatogram) eluted when the peptides coming
from the tryptic digestion of cisplatin adducted Tf were
injected. Isotopic modelling of this peptide (m/z 3950 in the
deconvoluted spectrum) with and without Pt is shown in
Fig. 6. Here, it is possible to observe the good matching
between the profiles of the theoretical and calculated cis-
platin-peptides. Similarly, other possible Pt-containing peptide
was observed in the tryptic digest of cisplatin adducted-HSA
(1, =
species was also found when the incubation of human serum

35.2 min, data not shown). It is noteworthy that this

with cisplatin was conducted.

Unfortunately, the information about the Pt-pattern and
the molecular weight is not enough to fully characterize the
peptides (a variety of sequences can satisly these conditions)
and further MS/MS has to be done in order to completely
elucidate the binding sites of cisplatin to the proteins.

Conclusions

The integrated use of classical MS proteomic strategies,
including intact protein analysis, and initial work in peptide
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Tf-cisPt peptide

Theoretical isotopic patterns

for a 3950 AMU peptide

1 s

987.4717
987.2234
9877216
986.9694 27,2788
9882223 :
988.4809
(+4)
087 088 989

m/z

1Pt

No Pt

Fig. 6 Pt-containing peptides found in the tryptic digest of cisplatin incubated with apo-Tf. The computer model of the isotope pattern of the

proposed peptides with and without Pt is also shown.

fingerprinting with ICP-MS has been applied here to elucidate
cisplatin interactions with two main serum proteins. The

incubation of the proteins with cisplatin and the analysis of

the resulting intact forms by HPLC-ICP-MS and ESI-Q-TOF
revealed that while with transferrin forms the most important
cisplatin adduct is L:1, albumin more likely reacts with four
cisplatin molecules. The results obtained when incubating real
human serum samples and using ICP-MS pointed out that,
primarily, cisplatin reacts with albumin and this is compara-
tively fast, within 24 h. Longer incubation times, however, also
secure some minor binding of the anti-tumoural drug to
transferrin too.

Our first attempts here to unveil the binding sites of cisplatin
in human serum proteins using tryptic digestion followed by
capillary LC strategies demonstrate a great analytical poten-
tial but they require additional studies. In this work, we have
llustrated that platinum containing peptides can be detected
by ICP-MS using cap-LC as the separation system. As has
been shown by other authors, the prior I[CP-MS permits one
to “screen’” and locates clearly the retention times of the Pt-
peptides. In this way, further work and search for the se-
quences of the Pt-peptides by ESI-Q-TOF is made possible.
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C.3. Capitulo lll: Otros estudios de especiacion bioinorganica de
Pt en curso

En multitud de ocasiones, la actividad cientifica brinda la posibilidad de avanzar
por diferentes caminos para alcanzar los objetivos planteados. En este capitulo se
muestran los resultados preliminares de algunos trabajos todavia en curso que plantean
metodologias analiticas alternativas o complementarias a las mostradas en los capitulos
anteriores. La descripcidén de tales experiencias servir4 para completar la visién general

del trabajo llevado a cabo, asi como para trazar futuras lineas de investigacion.

C.3.1. Desarrollo de metodologias analiticas mediante electroforesis en gel

monodimensional y bidimensional para la separacion de bio-especies de Pt

C.3.1.1. Introduccion

El interés en poner a punto métodos analiticos para la separacion de bio-especies
con Pt mediante electroforesis en gel, se justifica por el gran poder de resolucién que
poseen estas técnicas y por su cardcter micropreparativo’’. Este dltimo aspecto,
permitira seguir trabajando con las biomoléculas una vez separadas, empleando técnicas
elementales y moleculares de espectrometria de masas que permitan localizar aquellas
bio-especies que contengan Pt e identificarlas estructuralmente®’?"2,

Para evaluar la aplicabilidad de esta técnica a la separacion de bio-especies con
Pt, se llevaron a cabo separaciones electroforéticas monodimensionales de citosoles de
rifidn y de oido interno, procedentes de ratas tratadas con cisplatino y oxaliplatino. La
deteccion de Pt en la banda electroforética sirvi6 como indicador de la existencia de bio-
especies con Pt y por tanto, del correcto funcionamiento del proceso electroforético para
dichas especies.

También se llevaron a cabo experiencias empleando 2D-SDS-PAGE dirigidas a la
obtencion de informacion preliminar de algunas de las muestras biol6gicas empleadas en
los trabajos recogidos en esta memoria. Concretamente el trabajo realizado intentd poner

de manifiesto diferencias de expresion proteica entre el citosol de un oido de rata control

y de una rata tratada con cisplatino.
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Este tipo de separaciones abren la puerta a futuros trabajos como la identificacion
de las proteinas expresadas diferencialmente, en lo que se podria considerar un clasico
trabajo de protedmica, o la localizacion de las manchas electroforéticas que contengan

Pt, para lo cual se hace necesario el empleo de LA-ICP-MS*"* como técnica de deteccion.

C.3.1.2. Materiales y métodos

Electroforesis monodimensional

La preparacion de la muestra se llevd a cabo a través de dos estrategias distintas
con el fin de solucionar los problemas de sensibilidad del método (Esquema experimental

de ensayos de electroforesis en gel).

Estrategia 1. Las muestras empleadas fueron citosoles de céclea vy rifidn de rata
tratada con 32 mg m™ de cisplatino y sacrificada a los 3 dias. La preparacion del citosol
se llevo a cabo como se describe en el Trabajo 1. El citosol de cada una de las muestras
fue tratado con Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8), glicerol (10%), SDS (2%), BME (5%) y una
mezcla de inhibidores de proteasas y fosfatasas. Se calenté a 100 °C durante 5 min y se
sonico durante 15 min a 4 °C. Posteriormente se centrifugd y se recogié el sobrenadante.
El buffer de carga empleado fue Tris-HCI 1,5 M (pH 6,8), SDS (12%), glicerol (87%) y
azul de bromofenol. La cantidad de proteina cargada en los pocillos electroforéticos para
las muestra de rifidn y coclea, fue de unos 40 y 25 pg de proteina, respectivamente. El

sistema electroforético empleado fue un Mini-Protean Il (Bio-Rad).

Estrategia 2. La muestra empleada en este caso fue un citosol de rifion de rata
tratada con 80 mg m™ de oxaliplatino y sacrificada al tercer dia. Con el fin de enriquecer
la muestra en bio-especies con Pt, se aislaron distintas fracciones abundantes en Pt
mediante una separacion cromatografica bidimensional como la descrita en el Trabajo 2.
Para ello, se recogieron fracciones de 1 mL a la salida de la columna SEC (Superdex 75
10/300 GL), y se cuantificd el Pt total y el contenido proteico de cada una de ellas. La
fraccidbn niumero 15 fue elegida por su alta concentracion de Pty bajo contenido proteico

para ser separada en segunda dimension mediante AE-FPLC-ICP-MS. Para ello, la
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Cisplatino 32 mg m*
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primera dimensién cromatografica se repiti6 7 veces en las mismas condiciones,
recogiendo en todas ellas la fraccion 15. El conjunto de estas fracciones se diluyo con el
mismo volumen de agua y se focalizé en la cabeza de la columna aniénica empleada en
la segunda dimension cromatografica (Mono Q H/R 5/5). Con el fin de evitar problemas
de saturacién de la columna empleada en la segunda dimensién, se llevaron a cabo tres
procesos cromatograficos para focalizar las siete fracciones recogidas en la primera
dimensién. De todas las fracciones de 1 mL recogidas en la segunda dimension, la
fraccion 17 fue elegida para ser separada en 1D-SDS-PAGE por su elevada relacion
Pt/proteina. Se juntaron las tres fracciones 17 correspondientes a los tres procesos
cromatogréficos de intercambio anionico y se liofilizaron con el fin de preconcentrar la
muestra lo mas posible antes de su separacion electroforética. Posteriormente, se
reconstituyd el liofilizado en unos 60 pL de agua y se sometié la muestra al mismo
tratamiento electroforético descrito en la Estrategia 1 para el citosol celular. La muestra

cargada contenia alrededor de 15 pg de proteina.

El gel electroforético empleado fue de poliacrilamida al 16.5%, con una relacién
acrilamida:bisacrilamida de 15,5:1, y empleando tris-tricina en el tampén del catodo para
conseguir una mayor retencion de proteinas de muy bajo peso molecular (hasta 4 KDa).
La eleccion de este tipo de gel, que posee un intenso entrecruzamiento, se fundamenté
en la observacioén previa en los cromatogramas SEC-ICP-MS, de una notable cantidad de
bio-especies de Pt comprendidas entre 6 y 12 KDa.

El procedimiento llevado a cabo para determinar el contenido total de Pt en las
distintas bandas electroforéticas fue la digestién de porciones de gel segun lo descrito en
el Trabajo 1. Se cortaron las tiras electroforéticas en 9 porciones espaciadas segun las
manchas obtenidas para los indicadores de pesos moleculares empleados (9 patrones
entre 4 y 250 KDa). El analisis final mediante ICP-MS por nebulizacion directa del
digerido se llevé a cabo tal y como se describe en el Trabajo 1. Una metodologia analitica
mas sensible y adecuada para localizar la region del gel electroforético donde se
encuentran las biomoléculas con Pt, consiste en el empleo de LA-ICP-MS.
Desgraciadamente nuestro laboratorio ain no dispone de esta técnica.

La determinaciéon del contenido total de proteina en las distintas muestras y

fracciones analizadas se llevé a cabo empleando el método Bradford, midiendo la sefal
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obtenida a 595 nm con un espectrofotometro UV/Vis y usando BSA como proteina de

calibracion.

Electroforesis bidimensional

Las muestras sometidas a la separacion electroforética bidimensional fueron
citosoles de rifiones de rata control y de rata tratada con 32 mg m? de cisplatino,
sacrificadas a los 3 dias de la administracion (Esquema experimental de electroforesis en
gel). La preparaciéon del citosol se llevd a cabo como se describe en el Trabajo 1. A
continuacion, se precipitaron las proteinas de la muestra con acetona con el objeto de
purificar y/o preconcentrar la muestra. Tras la cuantificacion de la cantidad de proteina
presente en la muestra mediante el método Bradford, se cargaron 100 pug de proteina
disueltos en un tampdn de carga compuesto por urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4%, Tris-
HCI 50 mM, pH 8.8, IPG buffer 3-11 0.5% (anfolitos) y DTT 50 mM. La dimension de
isoelectroenfoque (IEF) se llevd a cabo con tiras IPG (18 cm, pH no lineal entre 3y 11).
La segunda dimension SDS-PAGE se realizé con un gel de acrilamida del 12,5% y con

una relacion acrilamida:bisacrilamida de 30:0,8.

C.3.1.3. Resultados y discusidn

Electroforesis monodimensional. Estrategia 1: 1D-SDS-PAGE de citosoles de rifién vy

cOclea

El andlisis del contenido total de Pt en las porciones de gel procedentes de la
Estrategia 1, mostré una clara concordancia con los perfiles cromatograficos obtenidos
por SEC-ICP-MS para citosoles tratados con agentes desnaturalizantes (Trabajo 1)
exceptuando leves desplazamientos probablemente debidos a mecanismos de retencion
cromatogréficos secundarios. El citosol de rifidn presentd un pico cromatografico
predominante superior a 12,4 KDa (Figura 21 a), lo cual coincide en gran medida con el
contenido de Pt medido en la fraccion de gel correspondiente a 34 KDa (Figura 21 b). Por

otro lado, el perfil cromatografico de Pt del citosol de oido interno (Figura 22 a) muestra
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Figura 21. Separacion de las bio-especies de Pt presentes en el citosol de rifién de una rata
tratada con 32 mg /m? de cisplatino y sacrificada tres dias después de la administracién. a)
Cromatograma SEC-ICP-MS monitorizando '*°Pt. b) Contenido de Pt determinado mediante ICP-
MS en diferentes porciones de gel electroforético 1D-SDS-PAGE. Pesos moleculares de los

marcadores de calibraciéon de la columna cromatografica: (1) 70 KDa, (2) 66 KDa, (3) 29 KDa, (4)
12.4 KDa, (5) 6.5 KDay (6) 3 KDa.
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Figura 22. Separacion de las bio-especies de Pt presentes en el citosol de oido interno de una
rata tratada con 32 mg /m? de cisplatino y sacrificada tres dias después de la administracién. a)

Cromatograma SEC-ICP-MS monitorizando '*°

Pt. b) Contenido de Pt determinado mediante ICP-
MS en diferentes porciones de gel electroforético 1D-SDS-PAGE. Pesos moleculares de los
marcadores de calibracion de la columna cromatografica: (1) 70 KDa, (2) 66 KDa, (3) 29 KDa, (4)

12.4 KDa, (5) 6.5 KDa y (6) 3 KDa.
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dos picos intensos entorno a 9 y 12 KDa, mientras que la fraccidén del gel correspondiente
a 16 KDa es la que contiene mayor cantidad de Pt (Figura 22 b). Estos resultados
muestran un paralelismo entre la cromatografia SEC y la electroforesis monodimensional,
pudiéndose concluir a priori, que la 1D-SDS-PAGE es adecuada para la separacion de
bio-especies de Pt.

Ademas se comprobd que la contaminacion derivada de los electrodos de Pt del
equipo de electroforesis, no afectaba significativamente al contenido de Pt en los geles.
Para ello, se analizaron trozos de gel considerados como blancos.

Sin embargo, existen dos factores que muestran la necesidad de perfeccionar la
metodologia empleada. En primer lugar, es importante destacar que los niveles de Pt
cuantificados hacen que se esté trabajando cerca de los limites de cuantificacién del
método (20 ng L™%). La cantidad de muestra que puede depositarse en un pocillo
electroforético convencional ronda los 40 pug de proteina y la cantidad de Pt asociada a
esa proteina es el factor decisivo para tener concentraciones apreciables de las bio-
especies de Pt de interés. Por ello, se plante6 la Estrategia 2, donde se hizo una
separacion cromatografica bidimensional buscando las fracciones cromatograficas mas
ricas en Pt y con menor contenido proteico, para tener muestras con una elevada relacién
Pt/proteina.

Por otro lado, se calculdé la recuperacibn comparando el sumatorio de las
cantidades de Pt cuantificadas en cada trozo de gel electroforético y cuantificando el Pt
directamente en el citosol empleado en el andlisis. Los resultados mostraron una buena
recuperacion para las muestras de céclea, entorno a un 74%, pero la recuperacion para
las muestras de rifidbn fue notablemente inferior, no alcanzandose el 10% del Pt
depositado. Estos datos invitan a la mejora del proceso electroforético e informan de una
posible diferencia sustancial en el tipo de bio-especies de Pt de las dos muestras

analizadas.
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Electroforesis monodimensional. Estrategia 2: 1D-SDS-PAGE de fracciones de citosol de

rifidn enriquecidas en Pt

Como se ha comentado anteriormente, la muestra preparada para la separacion
electroforética, consistid6 en una fraccion enriquecida en Pt obtenida en la segunda
dimensién cromatogréfica tras sendas separaciones SEC y AE-FPLC. En cada una de las
etapas de fraccionamiento cromatografico (Trabajo 2) se cuantificé el contenido de
proteina y Pt con el fin de obtener fracciones con una alta relacién Pt/proteina. En la
Figura 23 se muestra el perfil cromatogréafico obtenido monitorizando el ***Pt por SEC-
ICP-MS (Figura 23 a), asi como el contenido de Pt (Figura 23 b) y de proteina (Figura 23
c) de cada una de las fracciones recogidas. La fraccion 15 de primera dimension se
escogid por su mayor relacion Pt/proteina y se sometié a la segunda dimension
cromatografica. El perfil cromatogréafico de la separacion de dicha fraccion por AE-FPLC-
ICP-MS se muestra en la Figura 24, donde la fracciobn 17 fue escogida como la mas
interesante, teniendo todas ellas un contenido proteico similar y muy bajo.

Sometida a SDS-PAGE, la fraccion 17 de la segunda dimension cromatografica,
presentd la mayor concentracion de Pt en el intervalo de pesos moleculares
comprendidos entre 4 y 16 KDa. La cuantificacion del contenido total de Pt en la fraccion
17 y el sumatorio de lo cuantificado en cada uno de los trozos electroforéticos analizados
mostrd una recuperacion de aproximadamente el 29%, muy superior a la registrada en el
apartado anterior, donde la muestra de rifibn separada electroforéticamente era
directamente el citosol celular. Alun asi, las pérdidas registradas a lo largo del proceso
fueron muy significativas y por ello se cuantificé también el Pt en la fraccion 17 tras el
tratamiento de muestra necesario para llevar a cabo la separacion electroforética. Se
observé que mas del 65% del Pt recogido en la fraccion 17 se habia perdido antes de
depositar la muestra en el pocillo electroforético. Por lo tanto, la pérdida de las bio-
especies con Pt en el proceso electroforético propiamente dicho se redujo a un 6% y fue
en la etapa de liofilizacion, reconstitucién y desnaturalizacién donde se produjeron las
mayores pérdidas.

Estos datos indican la importancia del control de la pérdida de muestra por
adhesion de las bio-especies a las paredes de los recipientes empleados y sugieren una
reduccién de las etapas del proceso, la disminucién del nimero de recipientes empleados

y la pasivacion de los mismos. Ademas, quitan importancia a posibles procesos de
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Figura 23. Separacion de las bio-especies de Pt presentes en el citosol de rifidbn de una rata

tratada con 80 mg / m? de oxaliplatino y sacrificada tres dias después de la administracién. a)

Cromatograma SEC-ICP-MS monitorizando
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Pt, b) concentracién de Pt y c) concentracién de

proteina en cada una de las fracciones recogidas en la cromatografia SEC.
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Figura 24. Separacion cromatografica mediante AE-FPLC-ICP-MS de la fraccion 15 recogida de la
cromatografia SEC empleada como primera dimensién para la separacién de las bio-especies de
Pt presentes en el citosol de rifion de rata tratada con 80 mg / m? de oxaliplatino y sacrificada tres

dias después de la administracion.

ruptura del enlace farmaco:biomolécula en el proceso electroforético, conclusion que ya
habia sido apuntada en el Trabajo 1, donde se demostro la estabilidad de este enlace en
condiciones desnaturalizantes.

Siguiendo esta estrategia para separar las fracciones proteicas ricas en Pt, las
cantidades de Pt detectadas en cada uno de las porciones de gel siguen estando
cercanas a los limites de cuantificacion del método. Para intentar mejorar este aspecto,
se debera recurrir a una mayor preconcentracién de la muestra para poder cargar mas de
los 15 pg de proteina analizada en este experimento. Ademas, se deberan poner en
practica las medidas anteriormente expuestas encaminadas a la minimizacion de las
pérdidas durante el procedimiento analitico. Al margen del posible empleo de LA-ICP-MS
para la localizacion de las manchas electroforéticas con Pt, es de suma importancia

desarrollar una nueva metodologia mas sensible para la digestion de los trozos de gel
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electroforético. Las soluciones para alcanzar dicho objetivo pasan por reducir el volumen
de los reactores empleados para las mineralizaciones y asi obtener volumenes finales de

digestion muy pequefios, sin que ello suponga un deterioro de la reproducibilidad.

Electroforesis bidimensional

En la Figura 25 se comparan los geles bidimensionales tefiidos resultado de la
separacion de un citosol de oido de rata blanco (Figura 25 a) y un citosol de oido
procedente de una rata tratada con cisplatino (Figura 25 b). Las manchas electroforéticas
sefialadas han sido consideradas como diferencias de expresion entre muestras y su
reproducibilidad ha sido constatada con sendas réplicas de ambas muestras.

La confirmacion de diferencias de expresién en las muestras analizadas invita a la
realizacion de nuevas experiencias, esta vez empleando muestras de céclea mucho mas
especializadas. Las muestras empleadas hasta el momento engloban el laberinto 6seo, el
laberinto membranoso, un pequefio fragmento de nervio auditivo y una porcion 6sea de la
pared posterior de la céclea. Sin embargo, la region afectada por la ototoxicidad del
cisplatino se localiza en partes diferenciadas del laberinto membranoso. Para desarrollar
este estudio se debe abandonar el uso de la rata Wistar como animal de experimentacion
para trabajar con ejemplares de cobaya, que poseen 6rganos auditivos de mayor tamafio
de los que es posible extraer el tejido membranoso de interés. La constatacion de
diferencias de expresion mas notables en estas muestras mas especificas, permitiria
abordar con mayor fiabilidad los citados trabajos de identificacion de las proteinas
diferenciales, asi como la localizacion e identificacion de las proteinas con Pt separadas

electroforéticamente.
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Figura 25. Geles electroforéticos 2D-SDS-PAGE del citosol celular de a) un oido interno control y

b) un oido interno de una rata tratada con cisplatino.
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C.3.2. Desarrollo de metodologias analiticas para la secuenciacion de

péptidos con Pt mediante ESI-LIT

C.3.2.1. Introduccioén

La comprobacion de la robustez del enlace del farmaco con las proteinas del
suero sanguineo ensayadas (Trabajo 4), supone un paso importante en la caracterizacion
de estas interacciones. De esta manera, el estudio de los péptidos derivados de la
digestion de los aductos farmaco:biomolécula, se presenta como una alternativa
metodoldgica al complicado analisis estructural de las bio-especies de Pt intactas®®.

Como consecuencia del Trabajo 4, se han realizado estudios de secuenciacion de
los péptidos seleccionados por su perfil isotdpico modificado por Pt. Es importante tener
en cuenta que estos péptidos objeto de estudio son minoritarios y que por tanto, pueden
encontrarse en concentraciones bajas en la muestra a pesar de trabajar con digeridos de
proteinas suficientemente concentradas. Por ello, son habituales leves variaciones en los
perfiles isotdpicos promediados para estos péptidos, en funcion de la sensibilidad puntual
del equipo y de la correcta ionizacion de la muestra. Estas consideraciones cobran
especial importancia debido a que las diferencias entre los perfiles isotdpicos de los
péptidos libres y los modificados con Pt pueden no ser importantes, y leves alteraciones
debidas a los fendbmenos anteriormente expuestos pueden conducir a conclusiones
erréneas. Por ello, se hizo necesaria la confirmacion de la presencia de Pt en los péptidos
seleccionados a través de la secuenciacion peptidica. Ademas, la consecucidon de este
paso permitird a su vez estudiar el sitio de unién y la forma quimica del farmaco unido al

péptido, objetivo Ultimo de estos estudios de metalémica.

C.3.2.2. Materiales y métodos

Las muestras analizadas han sido digestiones tripticas de los aductos
cisplatino:HSA y cisplatino:apo-Tf, preparadas tal y como se describe en el Trabajo 4. El
digerido fue desalado mediante el empleo de ZipTip antes de ser analizado por nanoESI-
LIT (LTQ, Thermo Electron, Palo Alto, San José). La fragmentacion de los péptidos de

interés se llevd a cabo mediante CID (Collission Induced Dissociation).
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En primer lugar, se seleccionaron potenciales péptidos con Pt a partir de los datos
obtenidos en el Trabajo 4. En cada una de las dos muestras se encontraron mas de 20
péptidos con perfiles isotdpicos similares a los tedricos calculados para péptidos
modificados con Pt. La herramienta utilizada para el calculo de los perfiles isotdpicos
tedricos fue el programa Isotope Pattern Calculator 4.0.

(www.geocities.com/junhuayam/pattern.htm).

Una vez seleccionados los péptidos de interés se procedid a su deteccion y
secuenciacion. Los resultados experimentales de la secuenciacion de los péptidos
fragmentados, se cotejaron con los péptidos tedricos calculados para la digestion triptica
de HSA y apo-Tf, mediante el software de andlisis de proteinas inclido en el sitio web de

ExXPASy (www.expasy.ch/tools/peptide-mass.html) con el fin de comprobar que los

péptidos analizados no correspondian a péptidos libres de Pt propios de cada proteina.
Para ello, se buscaron las secuencias de cada proteina en las bases de datos Swiss-Prot
y TrEMBL, y se calcul6 el resultado de una digestion triptica de caracteristicas similares a
la desarrollada experimentalmente. De esta manera, se simulé una digestion de las
secuencias buscadas donde se omitieron péptidos inferiores a 1000 Da, se permitio la
existencia de péptidos que contuvieran hasta tres puntos de ruptura fallidos, se
contempl6 la carbamidometilacion de los grupos Cys debido al empleo de iodoacetamida

y se posibilitd la oxidacion de las Met para rendir metionin-sulfoxido.

C.3.2.3. Resultados y discusion

Los primeros datos de la secuenciacion de péptidos con perfil isotopico similar al
producido por péptidos modificados con Pt, han conducido a dos tipos de resultados. En
primer lugar, aquellos péptidos que dieron lugar a un buen espectro de fragmentacion se
identificaron como péptidos libres de Pt presentes en la secuencia peptidica teérica de las
proteinas analizadas (Figura 26), y por tanto, se descart6 que fueran péptidos que

contuvieran Pt.
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Figura 26. Espectro de fragmentacién del cluster de iones de carga +4 a m/z 914,22-916,46
procedente de la digestion triptica del aducto cisplatino:HSA. Identificacion del péptido precursor

de peso 3543,81 Da.

Por otro lado, un segundo grupo de péptidos no han podido ser identificados
debido a sus pobres espectros de fragmentacion. Sin embargo, precisamente estos
péptidos son los que muestran mayores indicios de contener Pt. Los perfiles isotopicos de
los fragmentos resultantes que poseen buena intensidad, parecen indicar la presencia de
Pt en ellos (Figura 27). Los perfiles isotOpicos experimentales de fragmentos de un
péptido sospechoso de contener Pt (Figura 27 a), se asemejan al perfil isotopico
calculado para fragmentos del mismo tamafio y que contienen Pt (Figura 27 b y c). Sin
embargo, difieren bastante de aquellos perfiles calculados para fragmentos sin Pt.

Como ya ha sucedido en el caso del analisis por ESI-FT-ICR de MT y del aducto
cisplatino:MT (Trabajo 3), parece como si la presencia de Pt en la biomolécula

entorpeciera la ionizacién y la fragmentaciéon, dando lugar a espectros de baja calidad
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Figura 27. a) Detalle del espectro de fragmentacién del cluster de iones a m/z 633,71-635.04
(carga +3) procedente de la digestion triptica del aducto cisplatino:HSA. b) Perfiles isotépicos
tedricos de fragmentos peptidicos de 600 Da con y sin Pt en su estructura. c) Perfiles isotopicos

tedricos de fragmentos peptidicos de 1250 Da con y sin Pt en su estructura.
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dificilmente interpretables. Por ello, una opcion de futuro para el analisis de estos
péptidos puede pasar por el empleo de técnicas de Ultima generacion para la
fragmentacion de biomoléculas, como el sistema ETD (Electron Transfer Dissociation)**,
Este novedoso sistema obedece a mecanismos de fragmentacién distintos al sistema
CID, existiendo ademas ciertas variables que hacen posible modular la fragmentacion y
asi encontrar las condiciones experimentales mas adecuadas para obtener un buen
espectro de fragmentacion. Otra ventaja de este sistema es que se caracteriza por
preservar las modificaciones post-traduccionales labiles, como pueden ser las

interacciones metal:biomolécula, lo que la convierte en una herramienta muy interesante

para aplicaciones metaldomicas de todo tipo.
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C.4. Capitulo IV: Aplicaciones alos campos de la medicinay la
biologia molecular

Uno de los principales objetivos del trabajo presentado en esta memoria, ha sido
el desarrollo de metodologias analiticas aplicables a muestras reales. De esta manera, ha
sido posible la realizacién de andlisis de muestras procedentes de ensayos in vivo y que
han contribuido al entendimiento de los fendmenos que ocurren en el organismo cuando
se administran farmacos antitumorales de Pt. Para llevar a cabo tales experiencias, se
han establecido colaboraciones con grupos de investigacion del ambito médico y
biolégico, fruto de las cuales han sido publicados los trabajos que componen este

capitulo.

C.4.1. Trabajo 5: Cisplatin-induced hearing loss does not correlate with

intracellular platinum concentration (Acta Oto-Laryngologica (2007))

El proyecto compartido con el grupo del Doctor Rafael Ramirez Camacho, de la
unidad de Otorrinolaringologia del Hospital Universitario Puerta de Hierro, ha consistido
en la determinacion del contenido total de Pt en muestras de oido y cerebro de ratas
Wistar sometidas a tratamientos monodosis con distintos farmacos antitumorales de Pt,
con el fin de relacionar la acumulacién de los farmacos con la pérdida de audicion
experimentada por los animales. El andlisis de muestras de cerebro se justifica por el
interés que suscita comparar 6rganos que comparten origen embrionario, con similar
riego sanguineo y con una disposicion anatomica cercana.

En los dltimos afos, las investigaciones en este campo se han orientado hacia la
elucidacion de los mecanismos responsables de la pérdida de audicion, una vez
superada la etapa previa de descripcion de los cambios funcionales que produce el
cisplatino en el 0ido®®. La constatacion de la existencia o ausencia de una relacién entre
persistencia del farmaco en el oido y pérdida de audicion, puede indicar la prevalencia de
mecanismos reversibles, como los relacionados con disfuncionalidades transitorias por
interferencias metabdlicas del farmaco, o sefialar a los dafios estructurales irreversibles
de células auditivas como responsables de la pérdida de audicion®. Por ello, en el Trabajo

5 se abordé el estudio de la acumulacioén del cisplatino a lo largo de un periodo de tiempo
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medio y su relaciébn con la pérdida de audicion de los ejemplares de rata Wistar
empleados.

Para ello, se emplearon un total de 32 ratas Wistar a las que se administr6 una
sola dosis de 5 mg Kg™ de cisplatino de manera intraperitoneal y siguiendo un tratamiento
estandar con diuresis inducida, asi como control de la ingesta y de posibles infecciones.
Se sacrificaron grupos de ratas a 3, 7, 30 y 90 dias tras la administracién, y se destinaron
8 ejemplares sin tratar para medir el nivel basal de Pt a cada tiempo. De cada uno de los
ejemplares sacrificados se extrajeron el cerebro y el oido interno para la determinacion
del contenido total de Pt.

Mediante la técnica ABRs (Auditory Brainstem Responses), se comprobaron los
umbrales de audicion para los ejemplares empleados antes de someterlos al tratamiento
e inmediatamente antes de su sacrificio. Aunque no se pudieron establecer correlaciones
estadisticas entre los distintos tiempos post-administracion, si se constaté un aumento en
el umbral de audicion en todas las ratas tras ser tratadas con cisplatino.

La medida del Pt total sobre las muestras secadas y mineralizadas en horno
microondas, se llevd a cabo por nebulizacién directa en el ICP-MS. La méxima
concentracion de Pt se encontrd, para ambos 6rganos, entorno a la primera semana tras
la administracion, siendo mucho mas afin el oido a acumular el cisplatino y mas propenso
el cerebro a eliminar el farmaco acumulado. No se observaron correlaciones entre las
pérdidas de audicion y la acumulacién del farmaco. Esta es la primera vez que se aplica

la determinacion de Pt total en oido a estudios de otorrinolaringologia.
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Abstract

Conclusion. Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) can be applied to organic tissues obtained from
experimental animals. Hearing loss does not correlate with the platinum (Pt) concentration found in the inner ear. Drug
structure and affinity to inner ear proteins could explain ototoxicity caused by cisplatin, Objectives. To analyse Pt affinity for
brain and ear tssues (of similar embryologic origin) in the Wistar rat and clearance gradient after a single dose, and to
correlate these findings with hearing changes. Materials and methods. Thirty-two Wistar rats were intraperitoneally injected
with cisplatin at a dose of 5 mg/kg. Animals were sacrificed after obtaining auditory brain responses (ABRs) at 3, 7, 30 and
90 days (nine, seven, seven and nine animals, respectively). Brain and both temporal bones were extracted from each animal
and analysed by ICP-MS to determine the absolute concentrations of the metal. Eight non-treated animals were emploved
as a control group. Resulis. The ABR thresholds were significantly elevated in animals from all groups after cisplatin
treatment. A maximum accumulation of Pt for inner car and brain was revealed around the first week: 3.175 (57%) and
0.342 (72%), respectively. Pt significantly accumulated in greater quantities in ear than in brain (p <0.01) and was cleared
at a higher rate in brain than in ear (p <0.01) following cochlea/brain ratio analysis. No statistically significant correlation
was found between amounts of Pt and hearing loss in the study animals.

Keywords: Hair cell, total Pr, ICP-MS, cisplatn ototoxicity, Wistar rat

Introduction (hepatic failure) and peripheral nervous system
toxicity (motor and sensory neuropathy) [6]. Most

Platinum (Pt)-based treatments are some of the most
of these adverse effects can be prevented and treated,

commonly employed forms of chemotherapy, not
only in organ-preservation treatments for head and
neck cancer but also for other solid tumours, such
as ovary, lung and brain. This has revolutionized
the treatment of testicular cancer [1-5]. Cisplatin

but cochlear damage is one of the most common
reasons to discontinue chemotherapy with Pt-based
compounds.

Although new chemical formulations for Pt-

(efs-diamineddichloroplatinum (II)) was the first derived drugs have been developed to minimize
drug from this group to be employed and is still a these effects, there is evidence for a higher effective-
first-line treatment for some neoplastic entities. Its ness of cisplatin in comparison with carboplatin
main adverse effects are ototoxicity (irreversible when treating head and neck tumors [7].

hearing loss, tinnitus and dizziness), nephrotoxicity Initially, most of the studies concerning cisplatin
(renal dysfunction,), bone marrow toxicity (anaemia, and ototoxicity dealt with functional changes [8,9].
neutropenia and thrombocytopenia), gastrointestinal More recently, research has been aimed at eluci-
toxicity (nausea, vomiting, diarrhoea), liver toxicity dating the mechanisms of cell damage induced by
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cisplatin. Cisplatin is a DNA-damaging agent and
its cytotoxicity has generally been attributed to
the ability to form inter-strand and intra-strand
nuclear DNA cross-links. The fragmentation of
DNA is diagnostic for the presence of apoptosis
that is characterized by morphological changes
such as cell shrinkage, chromatin condensation and
fragmentation of DNA. Thus, not only ssDNA (a
product of DNA fragmentation), but also Pt-DNA
adducts have been found in different cell types of the
inner ear, with a higher concentration in the stria
vascularis [10]. However, the mechanisms by which
nuclear cisplatin/DNA adducts generate the cyto-
plasmic cascade of events leading to apoptosis have
not been defined. Only 1% of intracellular Pt is
bound to nuclear DNA, with the great majority of
the drug available to interact with other cellular
targets such as phospholipids, cytosolic, cytoskeletal
and membrane proteins, RINA and mitochondrial
DNA [11].

To our knowledge, the affinity of Pt for certain
organs and/or proteins and clearance capability by
different tissues have not been explained sufficiently.
As the central nervous system 1is also affected by the
toxic effect of cisplatin and it shares with the inner
ear a similar embryological origin, a common blood
supply and anatomical proximity, comparison be-
tween both tissues could clarify some aspects of
cisplatin-induced damage. The aim of the present
study was to determine concentrations of Pt in these
two organs (inner ear and brain), after the injection
of a single dose of cisplatin in the Wistar rat, and to
evaluate its persistence in both tissues in the short
and the medium term to establish a correlation
between Pt concentration and organ dysfunction.

Materials and methods
Ammal model and design of groups

Forty Wistar rats weighing 200-300 g were studied,
32 were assigned to the study group and 8 to the
control group. The animals were handled following
the guidelines of the National Council for the
Care of Laboratory Animals. Animals with signs of
active or past infection by otoscopy or Preyer’s test
were excluded.

Experimental procedure

Animals were anaesthetized with a combination of
ketamine (100 mg/kg) and diazepam (0.1 mgke)
given intraperitoneally. After this, the rats were
intraperitoneally injected with a cisplatin solution
in saline medium (0.9% NaCl) corresponding to a
dose of 5 mg/kg of rat. Saline was subsequently
injected subcutaneously (5 ml) to induce diuresis.
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Animals were later checked for correct food and
water ingestion. No mortality was found among the
rats treated with this dosage.

After drug administration, study group animals
were distributed to different sacrifice intervals: nine
rats were sacrificed at 3 days, seven rats at 7 days,
seven animals at 30 days and the remaining nine
rats at 90 days. In the control group (r=8) only
10 ml’kg NaCl 0.9% w/v was injected; animals
from the control group (n=8) were distributed to
the same sacrifice intervals, i.e. 3, 7, 30 and 90 days
(two animals each).

Auditory brainstem responses (ABRs) were mea-
sured before drug administration and before the
animals were euthanized (SPL dB). The ABR
measurement in control rats proved to be highly
reproducible in the retest schedule, indicating high
inter-test reliability. A differental active electrode
was placed subcutaneously below the test ear, a
reference electrode at the vertex, and a ground
electrode below the contralateral ear. Ten micro-
second tone burst stimuli (8 kHz) were delivered
monoaurally through an car tip; 1500 presentations,
delivered at 10 times per second, were averaged to
obtain a waveform. Hearing threshold was defined as
the lowest intensity of stimulation that yielded a
reproducible waveform.

After sacrifice, brain and both temporal bones
were removed and preserved for Pt quantification by
quadrupole inductively coupled plasma mass spec-
trometry (ICP-MS). The animal’s head was sepa-
rated from the trunk and soft tissues were removed.
Cranial bone was excised and then the whole brain
was removed for Pt quantification (including me-
ningeal tissue from the medulla). After this, a sagittal
section of the cranial base was cut and temporal
bones were resected using scissors. Tympanic bulla
was opened by resecting hypotympanic bone until
cochlear bulge was seen. Then cochlear bone was
removed for quantification. The final ear specimen
included spiral bone of cochlea, membranous labyr-
inth, a short fragment of acoustic nerve and a small
portion of the posterior bony wall of the cochlea.

Quannranive determinarion of Pt in rissues

Samples were dried in a conventional oven up to a
constant weight (6 h at 55°C and 3 h at 105 C).
After this, the samples were homogenized by agate
mortar grinding.

Dried samples (0.05-0.1 g) were placed in PFA
advanced composite vessels and digested in a micro-
wave oven (CEM MSP 1000, Matthews, NC, USA)
with 2 ml of distilled HNO3 and 0.6 ml of H,O5.
The microwave digestion programme used was:
(step 1) 1 min at 250 W, (step 2) 1 min at 0 W,



Capitulo 1V

(step 3) 5 min at 400 W, (step 4) 6 min at 600 W and
(step 5) 8 min at 750 W.

The digested samples were evaporated to dryness
in Teflon vessels. Two more evaporation steps were
performed adding 2 ml of aqua regia and 1 ml of
HCI, respectively. The last step remnants were
diluted with HCI 0.24 mol/L up to 5 ml.

An ICP-MS (Thermo X-Series X7, UK)
equipped with a Meinhard nebulizer, a Fassel torch
and an impact bead gquartz spray chamber cooled by
a Peltier system was employed for the measurement
of platinum. This is a highly sensitive and specific
method as it employes an external calibration
with '*°Pt isotope and uses 1 pg/L of *!Ir as internal
standard. Pt blank level detection limit was
0.017 mg/kg.

All solutions were prepared with deionized water
(Milli-Q Ultrapure water systems, Millipore, USA).
High purity nitric and hydrochloric acids were
obtained by the distillation of the analytical grade
reagents in an acid distiller (Berghof B BSB-9391R,
Harretstasse, D-72800 Eningen, Germany). Stock
solutions of Pt (1000 mg/L in HCI 0.5 mol/L;
Spectrosol BDH, Poole, UK) and Ir (1000 mg/L in
HCI 8%, Merck, 64271 Darmstadt, Germany) were
diluted with HCl 0.24 mol/L. to prepare standard
solutions. Working solutions were prepared daily
and then diluted with HCl 0.24 mol/LL to final

concentration.

Startistical analysis

Results are expressed as mean +SEM. The statistical
analysis was carried out using the Stat-View statistics
program (Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA).
Wilcoxon’s and Kruskal-Wallis tests were used. The
level of significance chosen was p <0.05.

Results
Threshold shifts of ABRs

The ABR thresholds were elevated in animals from
all groups after cisplatin treatment (Table I). ABR
thresholds from the 3 days group were elevated
from 28.3 (3.5) dB (mean+SD) to 45.5 (7.3) dB;

Quantification of cisplatin in inner ear 3

p=0.008. At 7 days, ABR examination demon-
strated an increase from 13.1 (11.3) dB to 27.2
(16.6) dB; p =0.005. The ABRs of the 30 day group
were elevated from 16.0 (15.6) dB to 32.1 (23.7) dB;
p=0.028. The long-term group (90 days) showed
an increase from 29.7 (8.1) to 41.6 (9.6); p=0.028,
In the control group no threshold shifts were found
(p >0.05). Likewise, no significant differences were
found in ABR thresholds in study animals depending
on the survival time (p =0.790).

Pr accumulation

Table II shows the Pt concentration in brain and
cochlea and its ratio for each group of animals.
Results are given as Pt concentration found in the
tissue (mg Pt/kg dried tissue). These results show a
higher accumulation of Pt in the cochlea than in
the brain for rats from all the groups: 1.672 vs 0.211
at 3 days (p=0.008); 3.175 vs 0.342 at 7 days
(p=0.018); 0.686 vs 0.052 at 30 days (p=0.028)
and 0.598 vs 0.027 (p =0.008). The accumulation of
Pt increased in both tissues, inner ear and brain,
from 3 days to 7 days (1.672 (0.540) and 3.175
(1.944) (p =0.031) for inner ear; 0.211 (0.080) and
0.342 (0.237) for brain (» =0.210)) with a remark-
able decrease at 30 days (p =0.001 in cochlea and
brain) and less at 90 days (p >0.05 in cochlea and
brain), revealing a tendency to clearing in both
organs. This clearance rate is higher in cerebral
tissue, as shown by the progressive increment of
the proportion between cochlear and brain concen-
trations (from 8.133 at 3 days to 46.526 at 90 days).
No traceable quantities of Pt were found in the
control group.

No statistically significant differences were found
between the amounts of Pt in cochlea and hearing
loss (p =>0.05).

Discussion

Since it was introduced as an antitumoral agent,
cisplatin-induced ototoxicity and nephrotoxicity
have been well known side effects [12]. Once
administered, the drug can enter some types of
healthy cells as well as the tumour cells, either by

Table I. Auditory brainstem responses obtained in the different groups of animals after cisplatin (CDDP) injection or saline solution

injection (control group).

Group BAER. pre-injection (SD) BAER post-injectuon (SD) p value
Control group 21.36 (3.2) 22 (4.2) =(0.05

3 days 28.3 (3.5) 45.5 (7.3) 0.008
7 days 13.1 (11.3) 27.2 (16.6) 0.005
30 days 16.0 (16.6) 32.1 (23.7) 0.028
90 days 19.7 (8.1) 41.6 (9.6) 0.028
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Table II. Pt concentration in dry tissue (mng'kg), standard deviation (SD) and cochlea/brain ratio after cisplatin weatment; Pt blank level of

rats below the detection limit (0.017 mg/'kg).

Group Cochlea (SD) Brain (SD) Cochlea/brain (SD) p value
Control group (AN [AN{D)] 0 (M =0.05

3 days 1.672 (0.540) 0.211 (0.080) 8.133 (1.008) 0.008
7 days 3.175 (1.944) 0.342 (0.237) 11.382 (1.773) 0.018
30 days 0,686 (0.080) 0.052 (0.000) 13.613 (2.767) 0.028
90 days (0.598 (0.598) 0.027 (0.026) 46,520 (39.138) 0.008

passive diffusion or active uptake by the cell
Inside the cell, cisplatin undergoes hydrolysis and
has a number of possible targets such as DNA, RNA,
sulfur-containing enzymes and mitochondria. Inter-
action of cisplatin with sulfur-containing enzymes is
believed to be involved in resistance of cells to
cisplatin.

Hearing loss is one of the most common side
effects observed in patients receiving cisplatin for
cancer treatment. Toxic effects of cisplatin show a
great variability among patients, so it is necessary to
consider an additional wvariable in these studies
such as concentration of Pt in the different tissues.
ICP-MS has allowed trace elements analysis in non-
organic substances as well as biological tissues. It has
been applied to examine the trace element composi-
tion of blood [13] and metabolic studies of minerals
in humans [14]. ICP-MS is a widely employed
analytical technique for pharmacokinetic studies of
cisplatin. It has been used to detect Pt accumulation
in cultured human non-small cell lung cancer cell
lines [15].

By means of this technique, we have found a
10-fold higher deposition of Pt in inner ear than in
brain, and the Pt clearance rate is faster in brain, as
deduced from observing Pt quantitics at different
time points (Table II). These different concentra-
tions detected in the inner ear and brain — which are
in anatomical proximity, have a common embryolo-
gical origin (ectoderm) and a common vascularisa-
tion — suggest that Pt has a higher histological affinity
for the structures of the organ of Corti. A revision of
the proteins that are present in the inner ear but
not in the brain was reported by Thalman er al.
[12,16], who described the organ of Corti proteins
(OCPs), OCPl, OCP2 and oncomodulin, among
others. These are proteins only present in the inner
ear that may have undergone evolutive modifications
for accomplishing its specific functional role.

We did not study the specific region in which the
Pt deposited inside the inner ear. Our attempts to
find specific structures of the organ of Corti with
which Pt interacts by means of energy dispersive
spectrometer have been unproductive to date (un-
published data). Protecomic analysis of cochlear
protein expression after cisplatin administration has

168

shown both increases and decreases in the expres-
sion of cochlear proteins, so the characterization of
these proteins should lead to a better understanding
of cellular response to cisplatin [17].

Functional results (Table I) show that all animals
receiving cisplatin had a hearing loss (p <0.05),
although no statistically significant differences were
found among the study groups at each time point
(Table II). Temporal variability in hearing function
after a single dose of cisplatin could correspond
either to direct action of the toxic agent or to endo-
genous mechanisms of cell regeneration. Although
maximal action of cisplatin occurs at 7 days [18], Pt
can act by means of metabolic interference (type 1I
fibrocytes of the spiral ligament) or structural
damage of hair cells, that could precede structural
damage of supporting cells [19]. The first mechan-
ism would cause a transient metabolic dysfunction
that could possibly be reversible. However, the
second mechanism could lead to irreversible damage
of the sensory cells. This could explain the variability
found in our functional results. Of course there is
also the possibility of individual variations in the
specific proteins of the organ of Corti (genetically or
not genetically mediated), in the endogenous cyto-
protective mechanisms of the cochlea and also
transient variations in the same experimental animal.
All these factors are extremely difficult to explore.

It is also important to note that quantification of
Pt in our work includes Pt that is hydrated, hydro-
lyzed inside the nucleus, bound to RNA, bound to
DNA and bound to other non-DNA proteins.
Experimental data imply that DNA-bound intracel-
lular Pt, that is, the cytotoxic Pt, is a small fraction of
total intracellular Pt [20,21]. This fact could explain
the lack of correlation between the amount of Pt
deposited in tissues and functional changes.

It is well known that some tumours are resistant to
cisplatin effects, and also some patients are more
prone to develop hearing loss after cisplatin treat-
ment. It is not vet clear whether there is a relation
between these two phenomena or not, but it has
been reported that there is no significant correlation
between cisplatin sensitivity and cellular Pt accumu-
lation in a study performed in non-small cell tumour
cell lung cancer lines [15].



Capitulo 1V

Future investigations of the accumulation, distri-
bution, binding to biomolecules and biotransforma-
tion of different drugs with toxic effects on the inner
ear in the cells of the organ of Corti will lead to
avoidance of ototoxicity by means of pharmacologi-
cal modifications.
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C.4.2. Trabajo 6: A new animal model of cisplatin ototoxicity: quantitative
and functional results (Hearing Research (2008))

Otro punto de gran interés que se pretendié abordar, fue el desarrollo de un
modelo animal para predecir la respuesta humana a la ototoxicidad inducida por el
cisplatino. Hasta el momento los modelos animales empleados han tenido serios
inconvenientes derivados de las elevadas dosis que se administraban a los ejemlares de
experimentacion y a la aplicacion de tratamientos que diferian sustancialmente de los
empleados en humanos. Con el disefio propuesto en el Trabajo 6 se evitan serios
inconvenientes, como la elevada mortalidad de los animales o la contribucion de aquellos
ejemplares que desarrollan resistencia al farmaco.

Mediante la medida de la respuesta auditiva del tronco del encéfalo y la
determinacion de la concentracion de Pt mediante ICP-MS en el oido de ratas tratadas
con diferentes ciclos de cisplatino, se ha establecido que la ototoxicidad inducida por el
tratamiento con este farmaco aparece en la primeras etapas tras la administracion y no

se relaciona con la acumulacion del mismo en el érgano.
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INTRODUCTION

For several decades, Pt-based drugs have been
effectively employed in antitumoral treatments.
Cisplatin (cis-diaminedichloroplatinum[11]) was
introduced as a chemotherapeutic drug for the
treatment of many cancers like testicular,
ovarian, head and neck, bladder, esophageal,
and small cell lung (1), and remains a man
antineoplasic drug for the treatment of solid
tumours. Platinum-based treatments are some of
the most employed forms of chemotherapy, not
only in organ-preservation treatments for head
and neck cancer but also for other solid
tumours, such as ovary, lung, brain and other. It
has revolutionized the treatment of testicular
cancer. Cisplatin (cis-diaminedichloroplatinum
(1)) was the first drug from this group to be
employed (2) and is still afirst line treatment for
some neoplastic entities. Its main adverse
effects are ototoxicity (irreversible hearing loss,
tinnitus and dizziness) (3,4), nephrotoxicity
(renal dysfunction) (3), bone marrow toxicity
(anemia, neutropenia and thrombocytopenia)
(5), gastrointestinal toxicity (nausea, vomiting,
diarrhoeq) (6), liver toxicity (hepatic failure) (5)
and peripheral nervous system toxicity (motor
and sensory neuropathy) (7). Most of these
adverse effects can be prevented and treated, but
cochlear damage is one of the most common
reasons to discontinue chemotherapy with
platinum-based compounds (8).

Ototoxicity was found in the first clinic
trials as a main side effect of the drug (9).
However, its incidence and severity oscillate
between different studies (10), from 7 to 100%
(5,9,11-15) of prevalence. This uneven results
have been explained by dose differences,
velocity of administration, dehydration of
patients, previous history of hearing loss (16) or
genetic susceptibility (17).

Several animal  models have been
developed to predict human responses to the
cisplatin-induced ototoxicity (18-21). Most of
these animal models were based on a high
cisplatin dose administrated in one single
injection. But in our opinion, this is not a
realistic approach, because in clinical practice,
cisplatin is usualy administrated in smaller
doses in consecutive cycles. Because of this
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difference our group decided to develop a new
animal model of cisplatin-induced toxicity
characterized by its administration in cycles to
study its accumulation in inner ear and its
functional repercussion.

MATERIAL AND METHODS

Animal model and design of groups

All animal procedures were performed
according to the European Economic
Community (EEC) Council directive 86/609.
During the experiment, the animals were
kept in individual cages, fed with
commercial cubes and drinkable water ad
libitum and maintained in an air-conditioned
housing room with a 12 h light—dark cycle.
A total of 48 female Wistar rats weighing
180-200 g on arrival at the housing room
were used. Animals with signs of active or
past infection by otoscopy or Preyer's test
were discarded. By random selection they
were divided into six groups (8 rats in each
group) and treated as follows:

e Group 1: single cisplatin dose of 2.5 mg/kg
(i.p.) injection

e Group 2: two consecutive courses of 2.5
mg/kg cisplatin i.p. injections, separated
three weeks from each other

e Group 3: three consecutive courses of 2.5
mg/kg cisplatin i.p. injections, separated
three weeks from each other

e Group 4: four consecutive courses of 2.5
mg/kg cisplatin i.p. injections, separated
three weeks from each other

e Group 5: five consecutive courses of 2.5
mg/kg cisplatin i.p. injections, separated
three weeks from each other

e  Group 6: untreated controls.

In addition, all animals were daily injected
with 10 ml of saline subcutaneously for
hydration. Animals were regularly checked for a
correct food and water ingestion. No mortality
among the rats treated with this dose was found.
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Rats were euthanized within 24 hours after
the final injection of their group.

Auditory Brainstem Response

Auditory brainstem responses in SPL decibels
were measured before each drug administration
and before the animals were euthanized. The
ABR measurement in control rats proved to be
highly reproducible in the retest schedule,
indicating high interest reliability. Animals were
anesthetized with an intraperitoneal injection of
ketamine (100 mg/Kg) and diazepam (0.1
mg/Kg). Then, a differentia active electrode
was placed subcutaneously below the test ear, a
reference electrode at the vertex, and a ground
electrode below the contralateral ear. Ten
microsecond tone burst stimuli (8 kHz) were
delivered monoaurally through an ear tip. One
thousand five hundred presentations, delivered
at 10 times per second, were averaged to obtain
a waveform. Hearing threshold was defined as
the lowest intensity of stimulation that yielded a
reproducible waveform.

Hearing thresholds were obtained in each
group before and after a new course of cisplatin
was injected to the animals.

After sacrifice, both temporal bones were
removed and preserved for  platinum
guantification by Quadrupole Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry (Q-1CP-
MS). Animal head was separated from the trunk
and soft tissues were removed. Crania bone
was excised and then the whole brain was
removed. After this, a sagital section of the
crania base was cut and temporal bones were
resected using scissors. Tympanic bulla was
opened by resecting hypotympanic bone until
cochlear bulge was seen. Then cochlear bone
was removed for quantification. Final ear
specimen included spiral bone of cochlea,
membranous labyrinth, a short fragment of
acoustic nerve and a small portion of posterior
bony wall of cochlea.

Quantitative determination of platinumin
tissues

Samples were dried in a conventional oven up
to a constant weight (6 h at 55°C and 3 h at
105°C). After this, the samples were
homogenized by agate mortar grinding.

Dried samples (0.05-0.1 g) were placed in
PFA Advanced Composite Vessels and digested
in microwave oven (CEM MSP 1000, 3100
Smith Farm Road, Matthews, NC28105-5044,
US) with 2 mL of distilled HNO3 and 0.6 mL of
H,0,. The microwave digestion program used
was. (Step 1) 1 min 250 W, (Step 2) 1 min 0 W,
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(Step 3) 5 min 400 W, (Step 4) 6 min 600 W
and (Step 5) 8 min 750 W.

The digested samples were evaporated to
dryness in Teflon vessels. Two more
evaporation steps were performed adding 2 mL
of aquaregiaand 1 mL of HCI respectively. The
last step remnants were diluted with HCI 0.24
mol L upto5mL.

A Quadrupole Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometer (ICP-MS) (Thermo X-Series
X7, England), equipped with a Meinhard
nebulizer, a Fassel torch and an Impact Bead
Quartz spray chamber cooled by a Peltier
system was employed for the measurement of
Pt. This is a highly sensitive and specific
method as it employs an externa calibration
with Pt isotope and uses 1 pg L™ of **ir as
internal standard. Pt blank level detection limit
was 0.017 mg/Kg.

All solutions were prepared with deionized
water (Milli-Q Ultrapure water systems,
Millipore, USA). High-purity nitric and
hydrochloric acids were obtained by the
distillation of the analytical-grade reagentsin an
acid distiller (Berghof B BSB-939IR,
Harretstasse, D-72800 Eningen, Germany).
Stock solutions of Pt (1000 mg L™ in HCI 0.5
mol L, Spectrosol BDH Limited Poole,
England) and Ir (1000 mg L™ in HCl 8%,
Merck, 64271 Darmstadt, Germany) were
diluted with HCl 0,24 mol L™ to prepare
standard solutions. Working solutions were
prepared daily and then diluted with HCl 0.24
mol L™ to final concentration.

Satistical analysis

Results are expressed as mean + SEM. The
statistical analysis was carried out using the
Stat-View statistics program (Abacus Concepts,
Inc., Berkeley, CA). Wilcoxon's test and
Kruskal Wallis' tests were used. The level of
significance chosen was p<0.05.

RESULTS

BAER results of the different groups can be
found in Table 1. Figure 1 shows that hearing
loss is incremental until the third cycle when it
remains stable (p<0.05). Table 2 displays Pt
concentrations found in the cochlea of our
experimental subjects.
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Table 1. Results of BAER obtained in groups of
animals after the administration of different
cisplatin cycles

Groups BAER pre- | BAER post-

PS | treatment | treatment P
Control 16.06 15.45 >0.05
lcycle 19.06 38.13 <0.01
2 cycles 17.14 38.21 <0.01
3cycles 15.36 43.57 <0.01
4 cycles 16.79 42.50 <0.01
5 cycles 15.83 41.52 <0.01

DISCUSSION

One of the main problems about ototoxicity
studies is that there is not a single standardized
definition of ototoxicity among all researchers
(22,23). The most generally accepted definition
has been enunciated by the American Speech-
Language-Hearing-Association (ASHA):
ototoxicity is the lessening of baseline hearing
levelsin 20 dBs in any frequency or 10 dBsin
two adjacent ones after a drug administration
(24).

Cisplatin induced damage has an early
onset in al groups. Differences are statistically
significant in al groups (minus control group)
between baseline BAER levels and BAER
levels after drug injection (p<0.001). Studies
from Ford and Tsukasaki and previous research
from our group (25-27) in animal subjects mark
the first 14-72 hours after drug injection as the
onset of ototoxicity. This can be influenced by
Pt concentration in cochlea. Studies in human
beings show no conclusive results, Fausti and
Sakamoto (28,29) display hearing losses after
first administration of the drug but other
researchers (30) stress the importance of long
term hearing losses. These differences could be
due to different doses and administration
patterns. But there is a certain threshold that
should be reached to unchain these degenerative
changes. If this threshold is common for all
subjects is ill undetermined. Also a certain
recovery after cisplatin administration has been
proved in animal and human subjects. This
recovery could be explained by supporting cells
active role against ototoxicity. As long as
supporting cells endure cisplatin  induced
damage, outer hair cells remain unaltered.

177

Table 2. Pt concentrations in dry tissue of
cochlea (mg/Kg £ SD)

Groups Pt (mg/Kg)
Control (n=8) Not detected
Cyclel(n=98) 1.96+0.35
Cycle2(n=8) 1.25+0.32
Cycle3(n=98) 1.33+0.44
Cycle4 (n=18) 1.09+0.09
Cycle5(n=8) 2.20+ 0.05

* nd: not detected.

In our study cisplatin induced damage
increases during first two cycles. Afterwards it
remains stable within non lethal doses. These
results resembles those obtained in oncologic
patients, where ototoxicity is a frequent side
effect of cisplatin use. Most of human patients
treated with cisplatin show a certain degree of
hearing loss. In our experiment hearing losses
only increased up to third cisplatin dose.

A possible explanation of these results
could be that using dose and intervals that
closely resemble clinical use of the drug a
confusion factor is removed. This confounding
factor is mortality of experimental subjects.
Most of previous animal models used single
high cisplatin doses. These doses tend to create
a high mortality rate between experimental
subjects. Up to our knowledge there is only
another similar to ours proposed by Minami et
al. (31). The administration of a single high
cisplatin dose could select cisplatin-resistant
subjects invalidating the results obtained. None
of the animals used in our study died during
cisplatin administration.

Other problem that should be studied is that
in common clinical practice cisplatin is rarely
used as a single antineoplasic agent. Cisplatin is
generdly used in combination with other
antineoplasic drugs. How these drugs interact
and its repercussion in hearing loss is il
largely unknown.

Another interesting finding in our study
was that there were no statistically significant
differences in cisplatin accumulation in cochlea
in al groups after cisplatin administration
(Table 2). Traditionally has been assumed that
cisplatin ototoxicity was caused by cisplatin
accumulation in the nucleus of outer hair cells
affection their DNA (32). But this mechanism
alone can not explain the results obtained in our
study.
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Figure 1. Hearing loss increase during cisplatin administration

CONCLUSIONS

The animal model presented in our study is a
valid model to study cisplatin  induced-
ototoxicity mechanisms and their treatment. The
main advantage of this model over previous
ones are two: First, the lessening of mortality in
experimental subjects and second, this model
that resembles more closely habitual clinical use
of the drug allowing to extrapolate their results
to human beings.

Cisplatin induced-ototoxicity appears at
early stages after drug injection. Its intensity
increases up to a plateau level where stays
stable within non lethal doses.
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C.4.3. Trabajo 7: Pharmacological inhibitors of extracellular signal-regulated
protein kinases attenuate the apoptotic action of cisplatin in human myeloid
leukemia cells via glutathione-independent reduction in intracellular drug
accumulation (Biochim. Biophys. Acta, 1743 (2005) 269-279)

Este trabajo es fruto de la colaboracion con el Profesor Patricio Aller Tresguerres,
perteneciente al Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB) del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC). La labor desempefiada en este caso fue la
determinacion del Pt total en el interior celular y del Pt unido al ADN mediante FIA-ICP-
MS con el fin de estudiar la apoptosis inducida por el cisplatino en la linea celular
leucémica promonocitica humana U-937.

Concretamente se estudio el efecto de la inhibicién de las proteinas quinasas
reguladas por sefales extracelulares (ERKs) sobre la apoptosis inducida por el cisplatino.
Las ERKs pertenecen a una familia de quinasas ricas en serina y treonina que se
denominan proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPKS), y que juegan un papel
importante en la regulaciéon de la apoptosis celular. El empleo de inhibidores de las ERK
parece proteger a la célula de la toxicidad del farmaco reduciendo la apoptosis en
algunos tipos celulares, como es el caso de la linea celular empleada en este estudio.

De esta manera, en el Trabajo 7 se abordd el estudio de la influencia de los
inhibidores PD98059 y U0126 de la ruta MEK/ERK, sobre la accidn téxica del cisplatino y
su relacion con procesos de oxidacion intracelular, platinacion del ADN, evolucion de los
niveles intracelulares de GSH?® y Pt, o activacion de las proteinas quinasas C (PKC) en
células U937. Igualmente se trataron de evidenciar paralelismos con otros farmacos

antitumorales como el As,05*"’

y la respuesta en otras lineas celulares.

En primer lugar se determinaron las concentraciones de cisplatino y los tiempos
de exposicion necesarios para observar un grado significativo de apoptosis celular en
ausencia de necrosis. Se determiné como tiempo idoneo de exposicibn 3 h y una
concentracion de cisplatino de 75 puM. Se determinaron los niveles de fosforilacion de las
ERKs como medida de su activaciébn, mediante inmunotransferencia (immunoblot o
Western blot), observandose una activacion de dichas quinasas en presencia de
cisplatino y un aumento paralelo de la apoptosis. Una tendencia contraria en todos estos

parametros se constato al emplear inhibidores PD98059 y U0126 de las ERK, indicando
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que estos inhibidores provocan una disminucién de la apoptosis celular inducida por el
cisplatino.

Aungque en todas las lineas celulares ensayadas el cisplatino produce la
fosforilacion de las ERK y sus inhibidores reducen la fosforilacion, no en todas ellas se
modula la apoptosis mediante el empleo de inhibidores de las ERKs. De manera
semejante, se demostré que los inhibidores de las ERK no previenen la apoptosis
inducida por otros farmacos antitumorales, que sin embargo si activan las ERK. Todo ello
indica que la respuesta es dependiente tanto del modelo celular, como del farmaco
empleado. Asimismo, la aplicacion de inhibidores de PKC permiti6 deducir que esta
proteina quinasa no interviene en la activacion de las ERKs ni en la generacién de
apoptosis por accion del cisplatino.

Como etapa final de esta publicaciéon se evalué el efecto de los inhibidores de las
ERKSs sobre dos indicadores de la accién citotoxica del cisplatino, la platinacion del ADN y
la oxidacion intracelular. Ambos indicadores crecen en presencia de cisplatino, sugiriendo
su posible implicacion en la toxicidad inducida por el farmaco. El empleo del inhibidor
U0126 provoca un descenso en la cantidad de ADN platinado, asi como en la cantidad de
peroxidos intracelulares. Por el contrario, el empleo de agentes antioxidantes no reduce
la fosforilacion de las ERKSs, lo que sugiere que los inhibidores de las ERKs ejercen su
accion protectora en algun estadio por encima del disparo del estrés oxidativo. La
medicion del contenido intracelular de Pt mediante FIA-ICP-MS, permiti6 observar un
descenso en el mismo en presencia de inhibidores de las ERKs. De esta manera, parece
que el proceso de atenuacion de la toxicidad del cisplatino por la inhibiciéon de las ERKs
se lleva a cabo mediante el descenso de la acumulacioén intracelular del farmaco, en la
linea celular estudiada. Se hicieron pruebas para relacionar estos hechos con el
contenido intracelular de GSH, tripeptido que interviene en la detoxificacién del farmaco
por extrusion de la célula. A pesar de esta propiedad, el GSH no se mostr6 como un
factor implicado en la regulacién de la citotoxicidad del cisplatino por inhibidores de las

ERKs.
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Abstract

It has been reported that inhibition of extracellular signal-regulated protein kinases (ERKs) attenuates the toxicity cisplatin (cis-
platinum (II)-diammine dichloride) in some cell types. This response was here investigated using human myeloid leukemia cells.
Cisplatin stimulated ERK1/2 phosphorylation and caused apoptosis in U-937 promonocytic cells, an effect which was attenuated by the
MEK/ERK inhibitors PD98059 and U0126. While ERK1/2 activation was a general phenomenon, irrespective of the used cell type or
antitumour drug, the MEK/ERK inhibitors only reduced cisplatin toxicity in human myeloid cells (THP-1, HL-60 and NB-4), but not
in RAW 264.7 mouse macrophages and NRK-52E rat renal tubular cells; and failed to reduce the toxicity etoposide, camptothecin,
melphalan and arsenic trioxide, in U-937 cells. U0126 attenuated cisplatin-DNA binding and intracellular peroxide accumulation,
which are important regulators of cisplatin toxicity. Although cisplatin decreased the intracellular glutathione (GSH) content, which was
restored by U0126, treatments with GSH-ethyl ester and DL-buthionine-(S,R)-sulfoximine revealed that GSH does not regulate cisplatin
toxicity in the present experimental conditions. In spite of it, PD98059 and U0126 reduced the intracellular accumulation of cisplatin.
These results suggest that GSH-independent modulation of drug transport is a major mechanism explaining the anti-apoptotic action of
MEK/ERK inhibitors in cisplatin-treated myeloid cells.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Cisplatin; Apoptosis; ERK inhibitor; Drug accumulation; Glutathione; Myeloid cell

1. Introduction
Abbreviations: Ac-DEVD-pNA, N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroani-

line: BHA, butylated hydroxyanisole: BSO, DL-buthionine-(S,R)-sulfox- While the execution of apoptosis follows a basic set of
imine; CDDE, cisplatin, cis-platinum (I-diammine dichloride; DAPI, 4,6 well-characterized and in general well-conserved morpho-
diamino-2-phenylindole; ERK, extracellular signal-regulated kinase; . . . . N . .
—— A N S N logical and biochemical traits [see Ref. 1, as a historical
FI-ICP-MS, flow injection-inductively coupled plasma mass spectrometry; < . . ; N

GSH, reduced glutathione; GSH-OEt, reduced glutathione ethyl ester: perspective], the mechanisms responsible for the death
HaDCEDA., dichlorodihydrofluorescein diacetate; JNK, c-Jun NHa-termi- signalling and regulation arc less known, and arc greatly
nal kinase, stress-activated protein kinase 1; MAPK, mitogen-activated dcpcndcnt on both the ap()ptotic stimulus and cell type.

protein kinase; PBS, phosphate-buffered saline; PI, propidium iodide; One of the most relevant aspects in the reeulation of
PK.C, calcium-dependent protein kinase; TPA, 12-O-tetradecanoylphorbol- -

13-acetate apoptosis is the signalling by mitogen-activated protein
* Corresponding author. Tel.: +34 918373112; fax: +34 915360432, kinases (MAPKs), a family of serine/threonine kinases
E-mail address: aller@cib.csic.es (P. Aller), which mediate intracellular signal transduction in res-

0167-4889/8 - see front matter © 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbamer.2004.10.009
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ponse to different stimuli [2]. Three major MAPKs have
been identified, namely c-Jun NH,-terminal kinases (JNK,
stress-activated protein kinase 1), p38 (stress-activated
protein kinase 2), and extracellular-signal regulated
protein kinases (ERKI1/2, p44/p42). As a general rule,
INK and p38 are mainly activated by cytotoxic insults
and are associated to apoptosis induction. By contrast,
ERKs are mainly (but not exclusively) activated by
erowth factors, stimulate cell proliferation, and as such
prevent apoptosis [2,3]. However, this rule is subjected to
multiple exceptions.

An apparent example of non-canonical role of MAPKs
could be given by the protective action of ERK inhibitors
against cisplatin toxicity in some cell types. Cisplatin is a
DNA alkylating agent with proved efficacy in the
treatment of a wide range of solid tumours and some
forms of leukemia [4,5, and references therein]. This drug
causes apoptotic and necrotic cell death by mechanisms
primary related to the formation of DNA adducts,
although other factors (e.g., intracellular oxidation,
mitochondrial dysfunction and cytoskeleton disruption)
may also play a decisive role [5-7]. Treatment of ovarian
carcinoma cells [8,9] and the C8161 (but not other)
melanoma cell line [10] with cisplatin caused ERK
activation and cell death, and this later effect was
potentiated by ERK inhibitors, indicating that ERKs
behave as survival-inducing kinases in these cells. By
contrast, blockade of ERK activation, either by pharma-
cological inhibitors or gene transfer procedures, reduced
the cisplatin toxicity in cervical carcinoma [11,12],
hepatoblastoma [12], osteosarcoma and neuroblastoma
[13] cell lines. With few exceptions—e.g., the work of
Yeh et al. [12], which investigated the regulatory role of
NFkB—mno clear explanation was given for the protective
action of ERK inhibitors.

We carlier reported that cisplatin normally induces
apoptosis in U-937 human promonocytic leukemia
cells, but that the mode of death could be changed to
necrosis after severe glutathione (GSH) depletion [6,14].
In fact, cisplatin may behave as a GSH-sensitive drug,
in the sense that its toxicity is dependent on the
intracellular GSH content [7.15, and references therein].
In addition, we recently observed that protein kinase C
activators increased the toxicity of arsenic trioxide (another
GSH-sensitive agent) in U-937 cells via ERK-mediated
GSH depletion, and that MEK/ERK inhibitors reduced
apoptosis by restoring the GSH level [16]. These
observations led us to analyze the behaviour of ERKs,
the effects of MEK/ERK inhibitors, and the possible
influence of GSH, during cisplatin-induced apoptosis in
promonocytic cells. The obtained results indicated that
pharmacological MEK/ERK inhibitors attenuate the
apoptotic action of cisplatin in human myeloid leukemia
cells by reducing the intracellular drug accumulation.
However, this effect is regulated in a GSH-independent
manner.
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2. Materials and methods
2.1. Materials

All components for cell culture were obtained from
Invitrogen S.A. (Barcelona, Spain). 4,6-Diamino-2-phenyl-
indole (DAPI) was from Serva (Heidelberg, Germany).
Monochlorobimane, dichlorodihydrofluorescein diacetate
(H,DCFDA), and rhodamine 123 were obtained from
Molecular Probes (Eugene, OR, USA). The calcium-
dependent protein kinase (PKC) inhibitor GF190203X was
obtained from Biomol Research Laboratories (Plymouth
Meeting, PA, USA). The MEK/ERK inhibitors PD98059
and U0126, and the caspase 3-specific substrate N-acetyl-
Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilide (Ac-DEVD-pNA), were
obtained from Calbiochem (Darmstadt, Germany). Rabbit
polyclonal antibodies against human p44/42 MAPK,
phospho-p44/42 MAPK (Thr*®/Tyr**"), p38 MAPK,
phospho-p38 MAPK (Thr'®/Tyr'®?), SAPK/INK, and
phospho-SAPK/JINK  (Thr'®/Tyr'®) were obtained from
Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA). Anti-
rabbit peroxidase-conjugated antibody was from DAKO
Diagnosticos, S.A. (Barcelona, Spain). Platinum, arsenic
and germanium and iridium standard solutions (I mg/ml)
were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). All
other reagents were from Sigma (Madrid, Spain).

2.2. Cells and treatments

U-937 [17] and THP-1 [18] human promonocytic, HL-
60 human promyelocytic [19], NB-4 human acute myeloid
20] leukemia cells, and RAW 264.7 mouse macrophages
[21] were routinely grown in RPMI 1640, and NRK-52E
rat renal tubular cells [22] in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium, supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated
fetal bovine serum and 0.2% sodium bicarbonate and
antibiotics in a humidified 5% COsatmosphere at 37 “C.
U-937, THP-1, HL-60 and NB-4 cells were seeded at
2x10° cells/ml 18 h before the initiation of the experi-
ments, while treatments with RAW 264.7 and NRK-52E
cells were initiated at semi-confluence. For pulse-treatment
experiments, the U-937 cells were incubated for 1-3 h
with cisplatin, then washed twice with pre-warmed (37 “°C)
RPMI 1640 medium, and allowed to recover for the
desired time periods in drug-free complete culture medium.
Stock solutions of 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate
(TPA, 2 mM), etoposide (20 mM), camptothecin (10 mM),
GF109203X (2.42 mM), PD98059 (20 mM). U0126
(2.63 mM), monochlorobimane (200 mM), and Ac-
DEVD-pNA (5 mM) were prepared in dimethyl sulfoxide:
butylated hydroxyanisole (BHA, 0.5 M) and H,DCFDA
(5 mM) in ethanol; and melphalan (164 mM) in a mixture
of ethanol/HC1 (40:1, v/v). All these solution were stored
at —20 “C. Stock solutions of cisplatin (3.3 mM) and
arsenic trioxide (100 mM) were prepared in distilled water;
and stock solutions of DAPI (10 pg/ml), propidium iodide
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(PI, 1 mg/ml), and rhodamine 123 (1 mg/ml), in
phosphate-buffered saline (PBS). These solutions were
stored at 4 “C. Solutions of reduced glutathione ethyl ester
(GSH-OEt, 50 mM) and DL-buthionine-(S,R)-sulfoximine
(BSO, 50 mM) were freshly prepared in PBS and distilled
water, respectively, before application.

2.3. Determination of apoptosis, necrosis, and caspase
aclivity

Distinctive characteristics of apoptotic cells were the
presence of chromatin condensation/fragmentation and the
acquisition of sub-G; DNA content. To examine chromatin
structure, cells were fixed with ethanol, stained with DAPI,
and examined by fluorescence microscopy. To measure
DNA content, cells were permeabilized, stained with PI, and
examined by flow cytometry. Distinctive characteristics of
primary necrosis were the sharp increase in cell size and the
free massive influx of dyes in non-permabilized cells. This
was determined by incubating non-permeabilized cells with
trypan blue or PI, and examination by microscopy or flow
cytometry, respectively. All these procedures were described
in detail elsewhere [6].

Caspase-3 activity was determined in vitro by measuring
the capacity of total cell extracts to cleave the caspase-3-
specific substrate Ac-DEVD-pNA, following the carlier
described procedure [14].

2.4. Measurement of peroxide accumulation and
mitochondrial transmembrane potential

The intracellular accumulation of peroxides was deter-
mined using the fluorescent probe H,DCFDA [23]. With
this aim, the cells were grown in red phenol-lacking culture
medium, and 1 h prior to treatment with cisplatin the cells
were loaded with 5 pM H,DCFDA. After treatment, the
cells were centrifuged and resuspended in PBS, and the
fluorescence measured by flow cytometry. Control cells
were subjected to the same manipulation, except for
treatment with cisplatin.

To measure the mitochondrial transmembrane potential
(AW, cells were washed with PBS and then incubated for
20 min at room temperature with PBS containing 1 pg/ml
rhodamine 123. After two washes and final resuspension in
PBS, the fluorescence was measured by flow cytometry.

2.5. Measurement of intracellular GSH content

The total cellular GSH content was determined by
fluorometry after cell loading with monochlorobimane,
following the previously described procedure [6].

2.6. Immunoblot assays

To obtain total cellular extracts, cells were collected by
centrifugation, washed with PBS, and lysed by 5 min
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heating at 100 °C in Laemmli’s buffer [24] containing a
protease inhibitor cocktail, 10 mM sodium fluoride and
I mM sodium orthovanadate. After centrifugation (5 min at
14,000x g, 4 “C), the supernatants (10 pg protein per lanc)
were analyzed by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis,
blotted onto membranes, and immunodetected, as previ-
ously described [25].

2.7. FI-ICP-MS determinations

For determination of total intracellular platinum and
arsenic content, total cellular extracts were prepared as
indicated above. For determination DNA-bound platinum,
samples of 107 cells were collected by centrifugation and
washed with PBS, and the DNA was extracted using a
QTAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany),
following the procedure described by the manufacturer.
Concentrated HCI and HNO; solutions were purified by
sub-distillation in a polytetrafluor ethylen distiller BSR-
939IR (Berghof/America, Coral Springs, FL, USA). The
flow injection (FI) manifold consisted of a peristaltic pump
and one rotatory injection valve for sample injection (50 pl)
into the 0.24 M HCI carrier (for platinum) or 0.30 M HNO;
(for arsenic) strecams at 1 ml/min. This manifold was
connected directly to the ICP-MS via the nebulizer inlet
tubing. A Quadropole-ICP-MS (HP-4500, Agilent Technol-
ogies, Yokogawa Analytical System, Tokyo, Japan), equip-
ped with a Babington-type nebulizer, a Fassel torch and a
double-pass Scott-type spray chamber cooler by a Peltier
system, was employed for the measurement. Peak areas
were measured for the isotopes '*°Pt and '"'Ir (internal
standard for platinum), and S As and "*Ge (internal standard
for arsenic). Analysis was carried out by external calibra-
tion. Arsenic determination was not interfered with by the
formation of ArCl" since the chloride concentration in
the cells did not exceed the minimum interferent level. The
backgrounds obtained using extracts from control (cisplatin-
and arsenic trioxide-untreated) cells were routinely sub-
tracted from all values.

3. Results
3.1. Apoptosis induction

First, we measured the frequency of apoptosis in U-937
cell cultures treated with cisplatin under different exper-
imental conditions. In a first group of experiments, cisplatin
was applied at concentrations ranging from 35 to 250 uM
for short time-periods (from 1 to 8 h). This was the
experimental design commonly used by us and other
researchers to analyze apoptosis induction by DNA-damag-
ing drugs (including cisplatin) in myeloid leukemia cells [6,
and other works]. Cisplatin caused a concentration-depend-
ent (Fig. 1A) and time-dependent (Fig. 1B) increase in the
frequency of cells with fragmented chromatin, which is a
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Fig. 1. Generation of apoptosis by cisplatin in U-937 cell cultures. The
panels show the frequency of cells with fragmented chromatin, as
determined by chromatin condensation/fragmentation, in untreated (Cont)
and cisplatin (CDDP)-treated cultures. (A) Continuous treatment for 5 h
with the indicated concentrations of cisplatin. (B) Continuous treatment for
the indicated time-periods with 75 pM cisplatin. (C) Pulse-treatment with
75 uM cisplatin for 1, 2 and 3 h, followed by recovery for the indicated
time-periods in drug-free medium. (D) Continuous treatment for 24 h with
the indicated concentrations of cisplatin. (E) Continuous treatment for the
indicated time-periods with 5 tM cisplatin. The results are the mean+S.D.
of at least three determinations.

characteristic of apoptosis. At the concentration of 75 pM
cisplatin, approximately 50% of the cells were already
apoptotic at 5 h of treatment (Fig. 1B). The frequency of
apoptosis increased thereafier, but “secondary” (apoptosis-
derived) necrosis and cell destruction started to be observed.
Hence, 75 pM cisplatin and 5 h were the concentration and
maximum time period adopted to analyze regulatory
mechanisms with this experimental design. Pulse-treatment
experiments indicated that a minimum of 3 h exposure to
cisplatin was required for the drug to be fully effective—i.e.,
to cause similar toxicity as in the continuous treatment
(compare 3+2 and 3+5 h in Fig. 1C, with 5 and 8 h,
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respectively, in Fig. 1B). At all assayed conditions, the
frequency of “primary” necrotic cells was negligible
(approximately 4%, as in untreated cultures). A more
detailed examination of apoptotic and necrotic markers
was carried out in preceding works [6,14], and hence is
omitted here.

For comparison with the conditions used with other cell
models [9-12], experiments were also carried out in which
lower cisplatin concentrations (1-8 M) were applied for
longer time periods (16-24 h). We also observed a
concentration- and time-dependent apoptosis induction,
reaching 40-50% at 24-h treatment with 5 pM cisplatin
(Fig. 1D and E). However, this type of treatment also
clicited other cellular responses, such as cell blockade at
Go/M., cell hypertrophy, and expression of differentiation
markers (Ref. [26], and results not shown). For this reason,
this experimental design was only occasionally used for
confirmatory purposes.
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Fig. 2. MAPK activation by cisplatin. (A) Relative levels of total (-tot) and
phosphorylated (-P) ERK1/2, p38. and INK. in untreated U-937 cells
(Cont) and cells treated for the indicated time-periods with 75 pM cisplatin,
as measured by immunoblot using the appropriate antibodies. (B) Relative
level of total and phosphorylated ERK1/2 in cells treated for the indicated
time-periods with 5 uM cisplatin.
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3.2. ERK activation and effect of ERK inhibitors

Next, we analyzed the capacity of cisplatin to cause
ERK activation, as measured by the increase in the
phosphorylation state. As indicated in Fig. 2A, 75 uM
cisplatin stimulated ERK1/2 phosphorylation, which was
already detected at 1 h of treatment. Similar responses were
observed with the other major MAPKs, which were here

A
~ | =z
X
& 601
E \
] T e
g N
2 204 NSNS
: NN
miNE= q INININN
‘E OO U WLOo
o ! - N < o -
O
+PD (uM)  +U (uM)
CDDP (75uM)
B G,
[Ap_ Cont
GZ
- A CDDP
(]
0
E
=]
C
3
O
A
— CDDP
+U
Fluorescence

Cont

analyzed for comparison—namely increased p38 phosphor-
ylation at 1 h of treatment, and increased JNK phosphor-
ylation at 3 h of treatment (Fig. 2A). Treatment with 5 M
cisplatin (adopted for the long-term experiments) also
stimulated ERK  phosphorylation, albeit at later times
(Fig. 2B).

The possible role of ERKs as regulators of cisplatin-
induced apoptosis was then investigated using appropriate
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Fig. 3. Effect of ERK inhibitors on cisplatin-induced apoptosis, caspase-3 activity and mitochondnal transmembrane potential (A¥,,). (A) Left panel,
frequency of U-937 cells with fragmented chromatin in untreated cultures (Cont) and cultures treated for 5 h with 75 pM cisplatin in the absence (—) or
presence of the indicated concentrations of PD98059 (+PD) and U0126 (+U). Right panel, similar determinations, using 5 uM cisplatin, 20 uM PD98059 and
2.5 uM U0126, for 24 h. (B) Cell distribution according to their DNA content, as determined by cell permeabilization, PI staining and flow cytometry. Cells
with sub-G; DNA content are considered as apoptotic (Ap). (C) Caspase-3 activity, as determined by in vitro assays using total cellular extracts and DEVD-
PNA as substrate. (D) Disruption of A%, as determined by the changes in fluorescence upon rhodamine 123 loading. The vertical dotted line in each profile
represents the main fluorescence value in the control, to better discern the displacement caused by the treatments. In B-D, cisplatin was applied at 75 pM
for 5 h, and PD98059 and U0126 were used at 40 and 10 uM, respectively. The kinase inhibitors were always added 30 min before cisplatin. All other

conditions were as in Fig. 1.
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pharmacological inhibitors of the MEK/ERK pathway,
namely PD98059 and U0126 [27,28]. More direct
approaches could not be employed, due to the poor efficacy
and/or excessive toxicity of the commonly used trans-
fection procedures in U-937 and other myeloid cells
(results not shown). It was observed that both PD98059
(in the range of 5 to 40 pM) and U0126 (in the range of 1

to 10 uM) caused a concentration-dependent attenuation of

apoptosis induction by 75 pM cisplatin (Fig. 3A). On the
basis of these observations—and also of our earlier results
which demonstrated effective inhibition of ERK phosphor-
ylation [16,25]—the concentrations of 40 M PD98059
and 10 pM U0126 were adopted for further experiments.
The MEK/ERK inhibitors also reduced apoptosis induction
in the long-term experiments (24 h with 5 pM cisplatin:
Fig. 3A). The protective action of the inhibitors was
corroborated by measuring their capacity to decrease the
frequency of cells with sub-G; DNA content, which is also
a marker of apoptosis (Fig. 3B); and to attenuate the
activity of caspase-3, which is required for apoptosis
execution (Fig. 3C). In addition, the inhibitors reduced
the dissipation of mitochondrial transmembrane potential
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which normally accompanies, and also regulate,
apoptosis induction [29].
To analyze whether the protective action of MEK/ERK

inhibitors was a cell line-specific effect, THP-1 human

may

promonocytic, HL-60 human myelomonocytic, and NB-4
human acute promyelocytic leukemia cells were treated with
150, 40 and 100 pM cisplatin, respectively. These concen-
trations were adopted after performing dose-response assays
(not shown), since they caused approximately 40-60%
apoptosis at 5 h of treatment. It was observed that PD98059
and U0126 attenuated apoptosis in those cell lines, as
measured by chromatin fragmentation (Fig. 4A). By
contrast, the MEK/ERK inhibitors failed to attenuate
apoptosis in RAW 264.7 mouse macrophages and NRK-
52E rat renal tubular cells treated with 75 and 100 M
cisplatin, respectively, here used as additional controls
(Fig. 4A). These results were corroborated by measuring
the frequency of cells with sub-G; DNA (Fig. 4B).
Adequate controls indicated that in all assayed cell lines
cisplatin stimulated ERK phosphorylation, which was
reduced by the MEK/ERK inhibitors (results not shown).
To analyze whether the protective action of MEK/ERK

Ay Fig. 3D, and results not shown), a phenomenon inhibitors is specific for cisplatin, U-937 cells were treated
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Fig. 4. Modulation of cisplatin-induced apoptosis by ERK inhibitors in different cell lines. (A) Frequency of apoptotic cells, as determined by chromatin

fragmentation, in THP-1, HL-60,

NB-4 and RAW 264.7 cell cultures treated for 5 h, and NRK-52E treated for 24 h with the indicated concentrations of

cisplatin, in the absence (—) or presence of 10 uM U0126 and 40 pM PD98059. (B) Cell distribution according to their DNA content in RAW 264.7 and NRK-

52E cells, using the same conditions as above. All other conditions were as in Figs.
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Fig. 5. ERK activation and apoptosis induction by different antitumour
drugs. (A) Relative levels of total and phosphorylated ERKs in untreated
U-937 cells (Cont) and cells treated for the indicated time periods with
10 uM etoposide (Etop), 0.4 pM camptothecin (Cpt), 40 uM melphalan
(Melph) and 35 pM arsenic trioxide (As). (B) Frequency of apoptotic
cells upon treatment for 5 h with the indicated drugs, in the absence (—)
or presence of 10 uM UO0126 (+U) and 40 puM PD98059 (+PD). All
other conditions were as in Figs. | and 3.

with other antitumour drugs, namely the DNA topoisomer-
ase Il inhibitor etoposide (10 pM), the DNA topoisomerase |
inhibitor camptothecin (0.4 pM), the DNA alkylating drug
melphalan (40 uM), and the anti-leukemic agent arsenic
trioxide (35 pM). These concentrations were adopted from
earlier studies [6] and preliminary dose-response studies
(result not shown). These agents rapidly caused ERK
activation (Fig. 5A), as in the case of cisplatin. Nonetheless,
the MEK/ERK inhibitors failed to prevent the generation of
apoptosis, as measured by chromatin fragmentation
(Fig. 5B). These observations were corroborated by
measuring the trequency of cells with sub-G; DNA content
(result not shown).

It was earlier indicated that the activation of the MEK/
ERK pathway by cisplatin may be mediated by PKC
activation [8]. For this reason. additional determinations
were carried out using GF109203X, a broad-spectrum PKC
inhibitor [30]. Control assays indicated that 2 pM
GF109203X prevented the ERK activation caused by
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20 nM TPA, a typical PKC activator (Fig. 6A). However,
GF109203X did not affect ERK activation (Fig. 6A) and
apoptosis induction (Fig. 6B) by cisplatin, indicating that
these effects are independent of PKC in this experimental
system.

3.3. DNA platination, intracellular oxidation and effect of
antioxidants

It is generally accepted that the toxicity of cisplatin is
primarily the consequence of its capacity to bind genomic
DNA [5.7]. Nevertheless, we have demonstrated that
cisplatin causes intracellular oxidation, which may also be
important for apoptosis [6]. For these reasons, experiments
were carried out to measure DNA platination, as an
indication of cisplatin—DNA binding, as well as intracellular
accumulation of peroxides, as an indication of oxidation. It
was observed that cisplatin caused a time-dependent
increase in the amount of DNA-bound platinum, which
was reduced by U0126 (Fig. 7A). The maximum degree of
reduction was attained at 3 h, the critical period to trigger
apoptosis (see Fig. 1C), and decreased at 5 h, when
apoptosis is already under execution (see Fig. 1B). Measure-
ments at | h gave very low, unrcliable values, and hence are
omitted. In addition, cisplatin increased peroxide accumu-
lation, and the increase was also reduced by U0126
(Fig. 7B). Noteworthy, experiments using antioxidant agents
revealed that BHA (a nonspecific antioxidant) and catalase
(specific against hydrogen peroxide) attenuated the cispla-
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Fig. 6. Effect of PKC inhibition on ERK activation and apoptosis. (A)
Frequency of total and phosphorylated ERKs upon treatment of U-937 cells
for 3 h with 20 nM TPA or 75 pM CDDP, in the absence (—) or presence of
2 uM GF109203X (+GF). (B) Frequency of apoptosis in cell cultures
subjected for 5 h to the same treatments. All other conditions were as in
Figs. 1 and 3.
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Fig. 7. DNA platination, intracellular oxidation, and effect of antioxidants.
(A) Amounts of DNA-bound platinum, as determined by FI-ICP-MS, in
U-937 cells treated for the indicated time periods with cisplatin, in the
absence (—) or presence of U0126 (+U). (B) Changes in intracellular
peroxide accumulation, as determined by H,;DCFDA-derived fluores-
cence, in U-937 cells treated for the indicated time periods with cisplatin,
with and without U0126. The results are expressed in relation to
untreated cells (Cont), which received the arbitrary value of one. (C)
Frequency of apoptosis upon treatment for 5 h with cisplatin, either in
the absence (—) or presence of 500 U/ml catalase (+Cat) or 200 uM
BHA (+BHA). (D) Relative levels of total and phosphorylated ERKs
upon ftreatment for the indicated time periods with cisplatin, with and
without catalase and BHA. Cisplatin was always used at 75 pM, and
U0126 at 10 uM. All other conditions were as in Figs. | and 3.

tin-provoked apoptosis (Fig. 7C), but failed to reduce ERK
phosphorylation (Fig. 7D). Taken together, these results
indicate that ERK inhibitors exert their protective action at
some point upstream from the trigger of intracellular
oxidation.

3.4. Intracellular platinum content

The observation that U0126 inhibited apparently unre-
lated effects of cisplatin, such as DNA platination and
intracellular oxidation, might indicate that the ERK
inhibitor affects the drug availability. For this reason,
experiments were carried out to measurce the intracellular
platinum content, as an indication of cisplatin accumu-
lation, in the absence and presence of MEK/ERK
inhibitors. The results are indicated in Fig. 8A. It was
observed that treatment for 1-5 h with 75 pM cisplatin
caused a slow, progressive increase in intracellular
platinum content, and that the increase was reduced by
U0126 and PD98059. As in the case of DNA-bound
platinum, the maximum degree of reduction was attained at 3
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h, the critical regulatory period prior to apoptosis execution.
By contrast, intracellular platinum was not reduced by the
PKC inhibitor GF109203X in U-937 cells (Fig. 8A), or by
PDO98059 in RAW 264.7 macrophages (Fig. 8B), two
situations in which cell death was not affected (see Figs. 6
and 4, respectively). Moreover, control experiments using
arsenic trioxide revealed a rapid intracellular arsenic accu-
mulation, which was not reduced and was even slightly
increased by PD98059 (Fig. 8C), a result which parallels the
effect of the inhibitor on arsenic trioxide-provoked apoptosis
(see Fig. 5B). Taken together, these observations strongly
suggest that reduction of intracellular drug accumulation is a
mechanism by which MEK/ERK inhibitors attenuate the
toxicity of cisplatin in U-937 cells.

3.5. GSH levels

It is known that cisplatin is detoxified by a mechanism
which includes conjugation with GSH, followed by

A
1500
1000
500+
B c
2 ] N
2 1000 g e N
8 g N
B, = 40001 %
S 2 N\
& 500 < N
= S 20001 N
: : \
= N
[m] [m]
L= LI
+ +
3 5 1 3
CDDP (h) As (h)

Fig. 8. Intracellular platinum and arsenic content. (A) Intracellular platinum
content in U-937 cells treated for the indicated time periods with cisplatin in
the absence (—) or presence of U0126, PD98059Y, or GF109203X. (B)
Intracellular platinum content in RAW 264.7 macrophages treated with
cisplatin in the absence (—) or presence of PD98059. (C) Intracellular
arsenic content in U-937 cells treated with arsenic trioxide (As) in the
absence (—) or presence of PDY8059. Cisplatin and arsenic trioxide were
used at 75 and 35 uM, respectively: and U0126 (+U), PD98059 (+PD) and
GF109203X (+GF), at 10, 40 and 2 puM. respectively. The determinations
were carried out by FI-ICP-MS, using total cellular extracts. The results
represent the mean®S.D. of four (A) or three (B, C) determinations.
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extrusion from cell [7,15, and references therein]. For this
reason, we asked whether the reduction in intracellular
cisplatin accumulation and attenuation of apoptosis by
MEK/ERK inhibitors could be a consequence of alterations
in GSH content. As indicated in Fig. 9A, treatment with 75
M cisplatin decreased the GSH level, and the decrease was
prevented by U0126. Nevertheless, the importance of GSH
reduction as a regulatory event was unclear. In fact, GSH
depletion was only clearly observed at 5 h of treatment, a
time at which apoptosis is already under exccution (scc
Fig. 1B); and U0126 did not modify GSH content at 3 h, a
time at which the intracellular cisplatin accumulation was
greatly decreased (see Fig. 8A). Hence, additional determi-
nations were carried out using GSH-OEt, a cell-permeable
compound earlier used to augment the intracellular GSH
content in U-937 cells [31]. Since cisplatin could directly
bind GSH in solution, in these experiments the drugs were
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Fig. 9. GSH levels and effects of GSH-OEt and BSO. (A) Changes in
intracellular GSH content, as determined by cell loading with monochlor-
obimane and fluorometry, in U-937 cells treated for the indicated time
periods with 75 puM ecisplatin, in the absence (—) or presence of U0126
(+U). The values are expressed in relation to untreated cells (Cont), which
received the arbitrary value of one. Approximate GSH content in controls:
9.5 nmol/10° cells. (B) Frequency of apoptotic cells in cultures pulse-
labelled for 3 h with cisplatin alone, and then allowed to recover for 2 (3+2)
or 5 (3+5) h in cisplatin-free medium in the absence (—) or presence of 5
mM GSH-OEt (+GSH). (C) Changes in intracellular GSH levels at the
indicated time-periods of treatment with 1 mM BSO. (C) Frequency of
apoptotic cells in cultures treated for 24 h with 1 mM BSO alone, and for
the indicated time-periods with 5 uM cisplatin or 4 uM arsenic trioxide,
either with (+BSO) or without (—) 24-h pre-incubation with BSO. All other
conditions were as in Figs. 1 and 3.
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cisplatin alone, followed by recovery with GSH-OEt alone.
As indicated in Fig. 9B, GSH-OEt failed to reduce the
toxicity of cisplatin.

The relationship between GSH content and cisplatin
toxicity was also examined in the long-term experiments
using BSO, a specific inhibitor of the activity of -
glutamyleysteine synthetase, the rate-limiting enzyme for
GSH biosynthesis [32]. Although 1 mM BSO caused an
approximately 50-60% reduction in intracellular GSH
content at 14-24 h (Fig. 9C), co-treatment with BSO did
not modify the cisplatin toxicity (Fig. 9D). This contrasts
with the response of arsenic trioxide, the toxicity of which
was potentiated by co-treatment with BSO (Fig. 9D). Taken
together, these results indicate that GSH is not a regulatory
factor for cisplatin toxicity under the here used experimental
conditions.

4. Discussion

The results in this work corroborate our previous
observations indicating that cisplatin causes apoptosis in
U-937 promonocytic cells [6,14]. Pulse-treatment experi-
ments revealed that a relatively prolonged exposure to the
drug (3 h) is required for cisplatin to efficaciously trigger
cell death. This contrasts with the rapid action of other
antitumour drugs, such as arsenic trioxide or the DNA-
damaging agents etoposide and camptothecin, which require
shorter pulse-treatments (0.5—1 h) to trigger apoptosis
(results not shown). The delayed effect of cisplatin on cell
viability is consistent with, and may be a consequence of; its
slow kinetics of intracellular accumulation and DNA bind-
ing (see Figs. 7A and 8A). Our results also show a
correlation between ERK activation and apoptosis induc-
tion, as judged by the capacity of cisplatin to cause ERK
phosphorylation, and the capacity of PD98059 and U0126
to attenuate cell death. Although this later effect was equally
observed in all assayed human myeloid cell lines (U-937,
THP-1, HL-60 and NB-4), it was not obtained with other
cell types (RAW 264.7, NRK-52E), confirming the notion
that the protective action of MEK/ERK inhibitors is a cell
type-specific response [8—13]. On the other hand, the
attenuation of cisplatin toxicity was a drug-specific
response, which could not be reproduced with other
antitumour drugs.

It must be pointed out that, although 1-h treatment period
with cisplatin was insufficient to cause apoptosis, it sufficed
to cause ERK activation (see Fig. 2), suggesting that this
effect requires minimal levels, or is even is independent of
the intracellular drug content. A possible explanation is that
cisplatin triggers kinase activation by direct interaction with
plasma membrane components. In this regard, it has been
demonstrated that cisplatin binds membrane phospholipids,
causing perturbations in the bilayer structure which might
affect the membrane functioning [33,34]. More specifically,
it has been indicated that ERK activation and apoptosis



Capitulo 1V

induction by cisplatin and other DNA-damaging agents are
mediated by growth factor receptor activation—although the
exact mechanism by which the drugs may affect growth
factor receptors is unclear [11,35, and references therein].
The observations that cisplatin behaved as an oxidant agent,
and that the antioxidant N-acetyl cysteine attenuated
epidermal growth factor receptor activation, ERK activation
and apoptosis, suggested that intracellular oxidation may be
an upstream mediator of cisplatin effects [11,35]. Never-
theless, this interpretation must be considered with caution,
since N-acetyl-L-cysteine is a thiol-containing molecule,
which could protect the cells by direct binding and
inactivation of cisplatin, rather than because of its antiox-
idant properties. Actually, in our experiments the antiox-
idant agents BHA and catalase attenuated cell death without
reducing ERK phosphorylation in U-937 cells. Instead,
U0126 reduced peroxide accumulation, which is consistent
with carlier results indicating that MAP kinases may
mediate the trigger of oxidation in myeloid cells [25, and
references therein]. On the other hand, the possibility that
PKC could mediate the action of cisplatin in U-937 cells
may be excluded, due to the inability of the PKC inhibitor
GF109203X to prevent ERK phosphorylation and apoptosis
in this cell line.

Finally, our results showed that the MEK/ERK inhibitors
reduce the intracellular cisplatin accumulation in U-937 cells,
which correlates with their capacity to attenuate apoptosis.
The possibility that the protective action of the inhibitors
could be a trivial consequence of cisplatin scavenging via
direct drug—drug interaction in the extracellular milicu may
be excluded, since no protection was observed in RAW 264.7
and NRK-52E cells, when used under similar experimental
conditions as in U-937 cells. Hence, we may reasonably
conclude that the MEK/ERK inhibitors somewhat affect the
overall cisplatin transport system(s) in human myeloid cells.
The identification of the exact target(s) of regulation is a
difficult task, due to the great complexity and still incomplete
knowledge of the cisplatin import/export machinery
(reviewed in Ref. [7]). We focussed the attention on the
intracellular GSH content, since (i) as indicated above, GSH
depletion was apparently the immediate reason by which
TPA-provoked ERK activation increased the toxicity of
arsenic trioxide, a GSH-sensitive drug, in U-937 cells [16];
and (ii) the level of intracellular GSH was reported to be the
rate-limiting step of the glutathione-based detoxification
machinery in HepG2 cells, which leads to cisplatin extrusion
from the cells [15]. However, intracellular GSH may not play
a significant regulatory role in the present experimental
conditions. In fact, treatments with the GSH elevating agent
GSH-OEt and the GSH depleting agent BSO failed to affect
the cisplatin-induced apoptosis (sce Fig. 9B and D). More-
over, the decrease in intracellular cisplatin accumulation
caused by MEK/ERK inhibitors at 3 h of treatment (see
Fig. 8A) was not accompanied by a change in GSH level
(see Fig. 9A). Hence, the late GSH decrease at 5 h of
treatment with 75 pM cisplatin (concomitant with the
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exccution of apoptosis) and its reversal by U026 are
probably a mere consequence of cell death. Of course, the
exclusion of GSH as a critical factor does not invalidate
the hypothesis that cisplatin transport (either drug uptake
or efflux) is susceptible to regulation by protein kinases.
For instance, PKC activation by phorbol ester was reported
to potentiate cisplatin accumulation in HeLa cells by
stimulating the rate of drug uptake [36]. On the other hand,
the capacity of MEK/ERK inhibitors to provide a late
protection against cisplatin in osteosarcoma and neuro-
blastoma cells [13] might indirectly argue for an increased
rate of drug efflux in these cell types.

In summary, the present results represent the first direct
demonstration that MEK/ERK inhibitors reduce cisplatin
accumulation in human myeloid cells, and as such also
provide a good explanation for the protective (anti-

the same mechanism may account for the protective effect
of ERK inhibition in other cell types remains to be
investigated. Of course, this explanation does not exclude
an additional contribution of other regulatory mechanisms—
e.g., the modulation of critical transcription factor activities,
as earlier reported [12].
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Discusion Integradora

En esta seccidén se presenta una discusion global de los resultados obtenidos
dividida en tres apartados. Los dos primeros se han dedicado a la exposicion de las
aportaciones al desarrollo de nuevas metodologias analiticas y a la comprension de los
mecanismos de actuacion de los farmacos de Pt, respectivamente. En el tercer apartado
se discuten ciertas ideas 0 propuestas para la puesta en marcha de futuros trabajos de
investigacion a la vista de los resultados obtenidos.

Se pueden citar dos caracteristicas fundamentales de la labor investigadora
llevada a cabo. Por un lado, es importante destacar el caracter multidisciplinar de las
investigaciones realizadas. Las colaboraciones con diversos grupos de investigacion
relacionados con el estudio de farmacos antitumorales de Pt, han dado lugar a
publicaciones en areas tan diferentes como la Quimica Analitica, la Otorrinolaringologia o
la Biologia Celular.

Otra caracteristica importante del trabajo realizado, y objetivo fundamental desde
sus comienzos, ha sido la aplicacion de la metodologia analitica desarrollada a muestras
reales. En la mayoria de las ocasiones, para la puesta a punto de las metodologias
analiticas, se han empleado incubaciones de los farmacos antitumorales de Pt con
patrones de las biomoléculas de interés. En todos los trabajos publicados se ha
procurado hacer una aplicacion final a muestras reales o a simulaciones lo mas fieles
posibles de las mismas, ya que el avance en este sentido, aunque complejo, supone un
salto cualitativo en el desarrollo de herramientas analiticas para su empleo en

metalémica.
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D.1. Aportaciones fundamentales al desarrollo de metodologia
analitica

En este apartado se presenta la metodologia analitica desarrollada, o en via de
desarrollo, para la determinacion del contenido total de Pt y la especiacion de los aductos
farmaco:biomolécula presentes en tejidos, fluidos biolégicos y cultivos celulares de
organismos sometidos a tratamientos antitumorales con cisplatino, carboplatino u

oxaliplatino.

D.1.1. Metodologia analitica para la determinacion del contenido de Pt en

tejidos y en fracciones celulares por ICP-MS

La metodologia empleada para la determinacion del contenido de Pt en muestras
bioldgicas procedentes de terapias con farmacos antitumorales de Pt, se ha basado en
una mineralizacion en horno microondas con HNO; concentrado y H,O,. EI método
desarrollado ofrecié una excelente reproducibilidad y exactitud (Trabajo 1), objetivo
fundamental que se persiguié en la puesta a punto de esta metodologia. EI empleo de Ir
como patrén interno en la cuantificacion del Pt por calibracion externa, permitié analizar
ciertas muestras por nebulizacion directa en el ICP-MS sin necesidad de mineralizacion
previa y con una adecuada correccion del efecto matriz de las muestras. Tal es el caso
de los citosoles celulares y de sus subfracciones obtenidas por ultrafiltracion. De esta
manera, se pudieron determinar concentraciones totales de Pt en tejidos o fracciones

celulares, paso previo imprescindible para abordar posteriores desarrollos analiticos.

D.1.2. Técnicas de fraccionamiento celular y citosolico

Las técnicas de ultracentrifugacién y ultrafiltracién, fueron empleadas para la
obtencion de las distintas fracciones celulares (nuclear, mitocondrial y citosdlica) y
subfracciones citosélicas (MW > 100 KDa, entre 50 y 100 KDa, entre 3y 50 KDa, y < 3
KDa), respectivamente. Se probaron diferentes tiempos y velocidades de centrifugacion,

asi como distintas etapas de lavado para asegurar la recuperacion cuantitativa del Pt

200



Discusion Integradora

presente en cada una de las fracciones de la muestra. El andlisis del contenido total de Pt
en cada una de las fracciones obtenidas, se realizé mediante ICP-MS.

Los residuos procedentes de las distintas etapas de ultracentrifugaciéon, asi como
los filtros de corte y las fracciones retenidas en los mismos, fueron sometidas a una etapa
de lavado con la solucién extractante (Trabajo 1).

La idoneidad de los procesos de lavado disefiados se comprobé aplicando nuevas
etapas de lavado y comprobando la ausencia de cantidades significativas de Pt en los

sobrenandantes v filtrados.

D.1.3. Acoplamiento SEC-ICP-MS para la separacion de bio-especies con Pt
formadas en experimentos in vitro o in vivo. Primera dimensién

cromatografica (1D).

La eleccion de la cromatografia de exclusion por tamafios (SEC) como primera
dimensién de separacion se debe a su buena tolerancia a matrices de alta complejidad y
a gque, aungue no posee una buena resolucion, es adecuada para la simplificacion de la
muestra, eliminando posibles interferentes de alto y/o bajo peso molecular.

El procedimiento empleado para la preparacion de los citosoles empleados en el
desarrollo metodolégico, ha sido determinante para la correcta aplicacion de esta primera
dimensién. No se debe olvidar la extrema complejidad de muchas de las muestras
analizadas, y por ello se ha prestado especial atencion a la preparacion del extracto
celular soluble o citosol**®. La ultracentrifugacion a 15000 g del homogeneizado del tejido
en presencia de la solucion extractante (10 mM Tris-HCI, 25 mM NaCl, pH 7.4), es
necesaria para obtener muestras citosélicas limpias de membranas celulares, ndcleos y
ciertos organulos. No menos importante es empleo de un coéctel de inhibidores de
proteasas para prevenir las transformaciones de las bio-especies de Pt, o la utilizacién de
filtros de nylon de 0,22 pM para eliminar los pequefios organulos o particulas que no se
han podido decantar con la centrifugacién. Ademas, es importante realizar este filtrado en
el mismo momento de la inyeccion cromatografica, ya que de otra forma se producirian
agregados de las proteinas presentes en la muestra que darian problemas de

sobrepresién en la columna y de pérdida de especies platinadas de interés.
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La conservacién a -20 °C de los citosoles asi preparados ha mostrado la ausencia
de transformaciones de las especies platinadas presentes en la muestra y se han podido
reproducir los perfiles cromatograficos tras semanas de almacenamiento (datos no
publicados). Sin embargo, tanto el proceso de congelacion, como el paso del tiempo, han
conducido a una pérdida no selectiva de las especies platinadas, presumiblemente por el
aumento de la mencionada agregacion proteica y por la retencién en el filtro previo a la
columna cromatogréfica de los agregados formados. Ademas, los andlisis realizados en
estas condiciones condujeron a depdsitos en la cabeza de la columna y por tanto,
redujeron notablemente la vida utili de ésta. Por ello, todos las separaciones
cromatogréficas se llevaron a cabo inmediatamente después de la preparacion del
extracto citosolico.

En funcion de los objetivos perseguidos se emplearon distintos tipos de columnas
SEC. En los Trabajos 1y 2 se abordé la separacion de las bio-especies con Pt presentes
en citosoles de tejidos de ratas tratadas con farmacos antitumorales de Pt. Por ello, se
empled una columna Superdex 75 10/300 GL, con un amplio rango de separacion de 3 a
70 KDa. Sin embargo, en el Trabajo 3 solo fueron objeto de estudio las especies
farmaco:GSH y farmaco:MT, por lo que se eligid6 una columna BioBasic SEC 60 con
rango de separacioén entre 0,1 y 6 KDa. En ambos casos la deteccién de la sefial de Pt se
realiz6 mediante ICP-MS acoplado en linea a la columna cromatografica, empleandose
como fase movil: 10 mM Tris-HCI pH 7,4 con 25 mM NacCl.

La revision bibliogréfica realizada no ha mostrado la existencia de publicaciones
donde se aplicara la cromatografia SEC a la separacion de bio-especies con Pt
procedentes de tejidos. Gracias a la cuidada preparacion de la muestra, en los Trabajos
1, 2y 3, se presentan por primera vez separaciones de este tipo aplicadas a bio-especies

de Pt formadas in vitro e in vivo.
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D.1.4. Preconcentracion de las bio-especies de Pt contenidas en las
fracciones SEC de 1D para su separacion mediante AE-FPLC-ICP-MS.

Segunda dimension cromatografica (2D).

En muestras reales, los bajos contenidos de Pt hacen que sea de vital importancia
trabajar con muestras suficientemente concentradas, maxime cuando se van a emplear
diferentes dimensiones cromatograficas que van a diluir la muestra. Por ello, la aplicacion
de una nueva dimension sobre las fracciones recogidas en 1D, esta inevitablemente
acompafiada de la evaluacién de diferentes métodos de preconcentracion que garanticen
la suficiente concentracion de las bio-especies de Pt, asi como la integridad de las
especies a separar. Los métodos de preconcentracion desarrollados y evaluados en el

Trabajo 2 han sido:

Evaporacion con corriente de nitrdgeno

Liofilizacién

Ultrafiltracion

Preconcentracién en cabeza de la columna cromatografica o focalizacion.

Los cromatogramas adquiridos en segunda dimension tras la preconcentracion de
la muestra (Trabajo 2), se llevaron a cabo con una columna de intercambio aniénico para
proteinas (Mono-Q H/R 5/5) acoplada a un sistema de deteccién elemental ICP-MS
(Trabajo 2, Figura 4). Los estudios de focalizacion demostraron que una fase movil A,
compuesta por Tris-HCI 4 mM a pH 7,4 (con una fuerza i6nica muy baja), es suficiente
para retener en cabeza de columna las especies anionicas de interés, que suponen la
mayoria de las especies platinadas presentes en la muestra. Para la elucion de las bio-
especies de Pt focalizadas se aplicO un gradiente de fuerza ibénica como el que se
muestra en el Trabajo 2, siendo la fase movil B: Tris-HCl 4 mM + acetato amonico 400
mM a pH 7,4. La baja concentracion de Tris-HCl y el empleo de una sal de alta volatilidad
como el acetato amonico, ha permitido realizar largas series de andlisis sin una pérdida
significativa en la sensibilidad del ICP-MS. Ademas, las especies minoritarias que no
pudieron ser focalizadas por su caracter catidénico o neutro, pudieron ser recogidas como
una fraccién previa al comienzo del andlisis, con el objeto de poder preconcentrarlas y

separarlas mas adelante empleando otro mecanismo de separacion cromatogréfico.
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La sensibilidad y resolucion obtenidas con la focalizacion en cabeza de columna,
mejoro las obtenidas con las demas técnicas de preconcentracion. La focalizacion posee
la ventaja reducir considerablemente la manipulacién de la muestra, asi como la de ser
un método de preconcentracion muy rapido una vez obtenidas las fracciones en la
primera dimension cromatografica. Ademas, minimiza los procesos de degradacion de la
muestra, transformacién de especies o agregacion de las proteinas, caracteristicas estas
muy importantes sobre todo en matrices complicadas como los citosoles celulares.

Las biomoléculas en general y las proteinas en particular tienen tendencia a fijarse
en las paredes de los contenedores con suma facilidad, afectando este factor de manera
determinante a las especies farmaco:biomolécula de interés. La pérdida de analito por
este efecto ha podido observarse con claridad en los experimentos de preconcentracion
llevados a cabo para los analisis electreforéticos ensayados en el Capitulo Il (C.3.1.3).
En el caso concreto de la focalizacion no es necesario el empleo de ningun recipiente
para preconcentrar la fraccion SEC, una ventaja mas que explica la mayor sensibilidad de
esta opcién. Por udltimo, cabe destacar la simplicidad instrumental de la focalizacion, no
requiriéndose equipos adicionales a los estrictamente necesarios para llevar a cabo la
cromatografia de liquidos. Los demas procedimientos precisan de evaporadores,
liofilizadores o centrifugas para su ejecuciéon, y consumen gases o material como filtros
de corte.

La puesta a punto de esta metodologia bidimensional es un importante paso para
la purificaciébn mediante técnicas cromatograficas de las bio-especies de Pt procedentes
de muestras biolégicas complejas. Ademas, la compatibilidad del intercambio aniénico
con una tercera dimension cromatografica constituida por fase inversa, hace aiun mas

interesante esta aportacion.
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D.1.5. Caracterizacion estructural de las especies intactas
farmaco:biomolécula en medios de incubacion fisiolégicos, suero
sanguineo y citosoles celulares, mediante técnicas estructurales de

espectrometria de masas

Preparacion de la muestra para la caracterizacion estructural

Los experimentos in vitro llevados a cabo para estudiar la interaccién de los
farmacos antitumorales de Pt con las biomoléculas del organismo, han de ser realizados

en medios similares a los fisiologicos*®*%’

con el fin de obtener resultados que se
correspondan con la realidad. Por ello, ha sido habitual el empleo de medios acuosos de
alta salinidad que, sin embargo, son incompatibles con las técnicas estructurales de
masas.

Para salvar este obstaculo, se ha recurrido a diversos procedimientos de desalado
que incluyen didlisis, ultrafiltracion o cartuchos de fase inversa. De todos ellos, la dialisis
ha sido la que peores resultados ha ofrecido, y por ello ninguna publicacién de las aqui
presentadas emplea dicha técnica. En el Trabajo 3, referente al estudio de la interacciéon
del cisplatino con la MT, las muestras fueron desaladas con cartuchos de Cyg, mientras
que en el Trabajo 4, los aductos platinados de apo-Tf y HSA fueron desalados con filtros
de corte de 50 KDa. En este ultimo caso, los filtros de corte sirvieron ademas para
eliminar el farmaco libre sobrante de las incubaciones, que podria interferir en las
posteriores digestiones tripticas y conducir a conclusiones erréneas en los analisis
estructurales.

Ambos procedimientos de desalado dieron lugar a recuperaciones muy
satisfactorias de las bio-especies platinadas, siendo despreciables las pérdidas de las
biomoléculas ensayadas por retenciones irreversibles sobre los filtros de corte o sobre las
fases estacionarias de los cartuchos Ci;3 empleados. Concretamente en el caso del
empleo de fases estacionarias apolares para la preconcentracion de biomoléculas de alto
peso molecular, es extremadamente importante la comprobacion de este tipo de
interacciones irreversibles, ya que pueden conducir a una importante pérdida de muestra.
El empleo de pequefias cantidades de fase estacionaria incluidas en puntas de
micropipetas, los llamados comercialmente ZipTip, es una solucidon a pequefia escala

especialmente indicada para péptidos y que es de extraordinario interés cuando se
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realizan andlisis a pequefia escala, como los llevados a cabo con fuentes de ionizacién
nanoESI (Capitulo 1ll, C.3.2.2.) o en el caso de placas de MALDI.

Ademads, estos dos procedimientos han permitido preconcentrar la muestra,
circunstancia de gran interés ya que las técnicas instrumentales empleadas para la
elucidacion estructural tienen una sensibilidad mucho menor que la técnica elemental
ICP-MS empleada para el seguimiento de las bio-especies con Pt. Gracias a esta
caracteristica de los procedimientos de desalado, se ha podido desarrollar una
metodologia capaz de llevar a cabo andlisis en medios salinos similares a los fisioldgicos,
empleando concentraciones de farmaco muy inferiores a las empleadas por otros autores
y cercanas a las que se encuentran en muestras reales.

Si bien existe un equilibrio entre las ventajas e inconvenientes que presentan
ambos procedimientos de desalado, el empleo de cartuchos de fase inversa destaca por
su capacidad para emplear eluyentes compatibles directamente con las fuentes de

ionizacion de las técnicas estructurales.

Caracterizacion estructural de los aductos farmaco:biomolécula intactos y de los

derivados de cisplatino

A lo largo de la presente memoria se han abordado dos estrategias muy diferentes
para caracterizar estructuralmente las bio-especies de Pt. La primera de ellas y mas
directa, ha sido el analisis de los aductos intactos farmaco:biomolécula mediante técnicas
estructurales de masas, tales como ESI-Q-TOF, ESI-LIT o MALDI-TOF. Trabajar con las
bio-especies nativas es garantia de conservacion del enlace farmaco:biomolécula.
Ademads, supone una reduccién de la manipulacion de muestra y habitualmente posibilita
la facil preconcentracion de las especies. Otra ventaja adicional es el facil tratamiento de
los datos obtenidos de estos analisis.

El aducto cisplatino:GSH (Trabajo 3) se intentd caracterizar a través de MALDI-
TOF y ESI-LIT. Los resultados obtenidos con la primera de estas técnicas no fueron
satisfactorios ya que, aunque se registraron buenos espectros del GSH libre de farmaco,
la ionizacién del aducto cisplatino:GSH fue muy problematica. Se probd, sin éxito, la
variacion de distintas condiciones experimentales como la intensidad del laser o el voltaje

de aceleracion, entre otras. Por el contrario, los analisis del aducto llevados a cabo
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mediante nanoESI-LIT, resultaron relativamente sencillos y rapidos, no precisandose del
empleo de condiciones experimentales especiales (Trabajo 3).

Otro ejemplo de caracterizacion directa de una bio-especie de Pt intacta, fue el
aducto cisplatino:apo-Tf (Trabajo 4). Los espectros obtenidos mediante MALDI-TOF
fueron poco concluyentes (datos no mostrados), ya que Unicamente se pudo constatar un
desplazamiento de la masa del aducto con respecto a la proteina libre de farmaco, pero
en ningun caso se pudo determinar con precision ese incremento debido a la falta de
resolucion del analizador de masas. En este caso no hubo problemas de ionizacién de la
muestra empleando condiciones habituales para el analisis de proteinas por MALDI-TOF.
El andlisis del mismo aducto mediante ESI-Q-TOF, permiti6 obtener espectros
deconvolucionados muy bien resueltos, donde se aprecié claramente la unién del
farmaco a la apo-Tf, asi como la estequiometria del aducto y la forma quimica del
cisplatino que interacciona con la proteina. Las condiciones experimentales empleadas
fueron las que quedan reflejadas en la Tabla 1 del Trabajo 4.

Aunqgue no se trata de aductos farmaco:biomolécula, cabe citar en este apartado
la determinacién de los derivados del cisplatino en el medio de incubacion citosélico
empleado en el Trabajo 3. Al igual que en los casos anteriores, los analisis realizados con
MALDI-TOF no condujeron a resultados concluyentes. Nuevamente hubo dificultades con
la ionizacion de los derivados del cisplatino y sélo se consiguié detectar el farmaco
intacto. La caracterizacion estructural del cisplatino y sus derivados, se pudo llevar a cabo
mediante ESI-LIT.

La metodologia analitica desarrollada aporta soluciones para el andlisis estructural
de los aductos farmaco:biomolécula en medios, proporciones y concentraciones cercanas

a las fisiolégicas, y por tanto es aplicable a muestras reales.
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D.1.6. Caracterizacién estructural de las especies farmaco:biomolécula a
partir de sus digeridos tripticos, mediante técnicas estructurales de

espectrometria de masas

La exploracion de una metodologia alternativa a la caracterizacion estructural de
las bio-especies de Pt intactas, surgié ante la complejidad que presentaban los andlisis
de algunas biomoléculas de gran tamafio. La complicada ionizacién de las bio-especies
empleando técnicas de ionizacion blandas o la escasa resolucion que presentan los
analizadores mas empleados a masas tan elevadas, son algunos de los principales
problemas que se presentaron en este tipo de analisis.

Por ello, se abordé el desarrollo de la metodologia necesaria para el analisis de
los digeridos tripticos de los aductos farmaco:biomolécula. La aplicacion de dicha
metodologia fue llevada a cabo con éxito para los péptidos platinados procedentes de los
aductos que forma el cisplatino con proteinas del suero sanguineo como la apo-Tf o la
HSA (Trabajo 4).

El andlisis de péptidos mediante técnicas estructurales de espectrometria de
masas, es instrumentalmente mas sencillo y preciso que el de proteinas. Algunas de las
ventajas del analisis de este tipo de muestras son la facil ionizacion de los analitos, la alta
resolucion con la que se pueden detectar las masas, la posibilidad de hacer un
seguimiento de las especies platinadas a través de su perfil isotdpico o la capacidad para
realizar sucesivas fragmentaciones inducidas en el instrumento con fines de identificacion
estructural.

Sin embargo, el gran inconveniente de esta metodologia es la posible ruptura del
enlace entre el farmaco y la proteina como consecuencia de la digestion. En las tareas de
desalado de la muestra, quedan descartados los filtros de corte por el tamafio minimo
disponible para estos filtros, siendo la alternativa mas empleada el ZipTip. En el caso que
nos ocupa (Trabajo 4), la necesaria separacion de los péptidos resultantes de la digestiéon
triptica mediante una cromatografia de fase inversa acoplada a distintos detectores,
cumplié el objetivo de desalar la muestra. Con el fin de trabajar con concentraciones
adecuadas de péptidos, se optd por realizar labores de preconcentracion previas a la
digestion mediante los procedimientos anteriormente expuestos.

La metodologia analitica desarrollada para la ejecucion de esta estrategia, consté

de dos partes. En primer lugar se monitorizaron mediante capLC-ICP-MS los aductos
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digeridos para comprobar la existencia de péptidos con Pt. La cromatografia empleada
fue de fase inversa (fase estacionaria Cg), y para poder acoplarla al ICP-MS se opté por
emplear el formato capilar. Ademas, de esta manera se pudo aplicar la misma separacion
cromatogréfica a la detecciébn mediante ESI-Q-TOF, y asi utilizar la informacién obtenida
en los andlisis capLC-ICP-MS para localizar los péptidos con Pt en los espectros de la
técnica estructural. En el caso de ESI-Q-TOF, la infusion directa del digerido hubiera sido,
probablemente, suficiente para resolver adecuadamente la mayoria de los péptidos
procedentes de digeridos sencillos como los llevados a cabo en el Trabajo 4. Sin
embargo, se mostré necesario el acoplamiento de una cromatografia previa (RP-capLC-
ESI-Q-TOF) ya que los péptidos que se buscaban eran minoritarios en comparacion con
los que no tenian Pt y una infusion directa de todos los péptidos penalizaba la ionizacién
de los péptidos de interés. Ademas, de esta manera, la metodologia desarrollada esta
lista para ser aplicada a muestras de una complejidad muy superior, como los digeridos
de fracciones de tejidos de organismos vivos.

Ademas de los datos de capLC-ICP-MS, se utilizaron los perfiles isotopicos de los
péptidos monitorizados por capLC-ESI-Q-TOF para localizar aquellos péptidos que
incorporaban Pt. Por comparacion de los perfiles isotopicos obtenidos con los teoricos
para péptidos con una molécula de cisplatino o alguno de sus derivados, se postuld la
presencia de Pt en los péptidos separados.

Empleando esta estrategia de caracterizacion estructural se obtuvieron datos de
péptidos que contenian Pt tras una digestion triptica, no s6lo de aductos procedentes de
incubaciones con patrones, sino también de incubaciones in vitro en muestras reales de
suero sanguineo humano, siendo el Trabajo 4 el Unico encontrado en la bibliografia hasta
la fecha, que presenta resultados de péptidos platinados procedentes de muestras reales.

Un paso mas en el desarrollo metodoldgico de esta estrategia esta siendo llevado
a cabo en la actualidad, tal y como se ha mencionado en el Capitulo IV. Hasta ahora, sélo
se puede decir que aquellos péptidos que parecen contener Pt no son faciimente
fragmentables mediante CID, que es la metodologia habitualmente empleada para la
secuenciacién peptidica. Alternativas basadas en otros métodos de fragmentacion, como
el ETD, y en el estudio de las condiciones de fragmentacion mas adecuadas para los
péptidos con Pt, son lineas de investigacion actualmente abiertas. En este sentido, la
incubacién del farmaco directamente con los péptidos resultantes de la digestion triptica,

puede ser de gran utilidad al aportar péptidos platinados mayoritarios en la muestra.
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D.1.7. Metodologia de separacion electroforética como complemento de las

separaciones cromatograficas puestas a punto

La preparacion del citosol celular en medio salino, a pH controlado (7,4) y con
inhibidores de proteasas, junto con su inmediato analisis, minimiza el riesgo de
degradacién de las especies de Pt presentes en la muestra. Esta suave preparacion de
muestra es suficiente para abordar separaciones por cromatografia de liquidos de
diversos tipos (Trabajos 1, 2 y 3). La adecuada resoluciéon de la gran cantidad de
especies presentes en muestras tan complejas como citosoles celulares, requiere de
separaciones cromatogréficas multidimensionales. Una alternativa con mayor capacidad
de resolucién, es la separacion por 2D-SDS-PAGE"*. En un solo proceso separativo se
pueden resolver cientos de proteinas, lo que es de sumo interés para el estudio de estas
muestras. Sin embargo, uno de los requisitos para alcanzar tal grado de resolucién es la
adecuada preparacion de la muestra, abriendo y desnaturalizando previamente las
proteinas.

Con el fin de evaluar el posible empleo de técnicas de separacion electroforéticas,
se ha comprobado la robustez del enlace farmaco:biomolécula en las condiciones de
preparacion de muestra habituales en electroforesis en gel (Trabajo 1). Para ello, se han
comparado los perfiles cromatogréaficos obtenidos por SEC-ICP-MS monitorizando **°Pt,
de citosoles nativos de oido y rifion, y de citosoles sometidos a ruptura de los puentes
disulfuro con BME y/o desnaturalizados con SDS. En presencia de los agentes
desnaturalizantes, se observaron leves desplazamientos de los picos cromatograficos
hacia regiones de pesos moleculares menores. Sin embargo, no se detectaron picos
cromatogréficos correspondientes al farmaco libre. Este hecho demostro la resistencia del
enlace farmaco:biomolécula a tratamientos relativamente agresivos como los propios de
la electroforesis en gel.

Comprobada la estabilidad de estos aductos, se abordé la separacion de las bio-
especies de Pt mediante técnicas electroforéticas en gel. En la actualidad estas
metodologias aun se estan desarrollando, tal y como se ha detallado en el Capitulo .
Los avances realizados en este campo, han puesto de manifiesto la necesidad de
preconcentrar las muestras especificamente en las bio-especies de Pt. En una muestra
biolégica compleja, por ejemplo el citosol de un érgano de rata tratada con cisplatino, las

bio-especies de Pt son minoritarias en comparacion con el resto de biomoléculas
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presentes en la muestra. La limitacion de carga que presenta la electroforesis en gel,
hace que estas muestras deban estar enriquecidas en las especies platinadas para poder
localizarlas en el gel mediante deteccion por ICP-MS tras digestion del gel o directamente
por LA-ICP-MS'”®. Ademads, esta preconcentracion se hace necesaria para poder
aprovechar el caracter micropreparativo de esta técnica y poder asi realizar posteriores
identificaciones de las bio-especies con Pt separadas, mediante la extraccion de las
mismas, su digestién enzimatica y su analisis por técnicas estructurales de masas.

Una de las maneras de enriquecer la muestra en determinadas bio-especies
platinadas es la aplicacion previa de la metodologia cromatografica bidimensional
desarrollada (Trabajo 2). Asi, ambas metodologias quedan relacionadas y sirven de
complemento una a la otra para alcanzar el objetivo final de la separacion e identificacion

de las especies de interés.
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D.2. Aportaciones fundamentales a la comprension de los
mecanismos de actuacion de los farmacos antitumorales de Pt

D.2.1. Contenidos de Pt en tejidos y fracciones celulares de ratas tratadas

con cisplatino, carboplatino y oxaliplatino

Comparacion de la acumulacion y distribucién de cisplatino, carboplatino y oxaliplatino en

tejidos y fracciones celulares de ratas

El andlisis del contenido total de Pt en las muestras objeto de estudio, ha sido el
paso necesario previo a los analisis de especiacion de Pt. Excepto en la sangre, se ha
cuantificado el Pt en el resto de las muestras reales utilizadas. La razén de esta
excepcion es la gran cantidad de trabajos existentes en la bibliografia que dejan bien
definida la cantidad y forma en la que el Pt puede encontrarse en la sangre a diferentes

%3380 @ incluso en las distintas fracciones sanguineas®’.

tiempos post-administracion

La cuantificacion del Pt en los dérganos de ratas tratadas con cisplatino,
oxaliplatino y carboplatino (Trabajo 1), ha arrojado interesantes conclusiones que ponen
de manifiesto, por ejemplo, la dudosa relacion entre cantidad acumulada en el tejido y
toxicidad. Los 6rganos analizados se han elegido en funcién de la toxicidad inducida por
el cisplatino en ellos, como es el caso del rifion y el oido. Ademas, se han analizado el
cerebro y el higado por ser 6rganos que pudieran tener comportamientos similares a oido
y rifidn, respectivamente, y por ser 6rganos muy irrigados de notable importancia en el
organismo. En los Trabajos 1y 2 se cuantifica por primera vez el Pt presente en muestras
de oido tras la exposicion in vivo a farmacos antitumorales de Pt.

Los tratamientos empleados han sido elegidos para poner de manifiesto
diferencias entre las acumulaciones de los distintos farmacos (Trabajo 1, Experimento 1).
Las cantidades de cada farmaco inyectadas a las ratas de experimentacién han sido
representativas de las dosis habituales en humanos, con el fin de conocer los efectos
producidos por los farmacos en sus condiciones usuales de aplicacion, suponiendo para
hombre y rata metabolismos anélogos. Para poder mostrar resultados comparables entre
farmacos, se han expresado los contenidos totales de Pt como concentracion de Pt en
tejido seco en funcion de la cantidad de Pt administrada ((mg Pt / Kg tejido seco) / mg Pt

ad.)).
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Las concentraciones relativas mostradas en el Trabajo 1 permiten observar que el
riidn presenta la mayor concentracion de Pt para cualquiera de los farmacos
administrados (Trabajo 1, Figura 1), y que el oxaliplatino es el farmaco con mayor poder
de acumulacién en todos los érganos estudiados. La acumulacion de carboplatino es la
mas pequefia en todos casos y coincide con los datos que presentan a este farmaco
como muy facilmente eliminable por su baja reactividad con las biomoléculas del
organismo.

El hecho de que el oxaliplatino se acumule en mayor medida que los otros dos
farmacos ensayados y que no tenga efectos nefrotoxicos u ototoxicos, hace cuestionar la
idea preconcebida por muchos autores de que la toxicidad es directamente proporcional a
la cantidad de farmaco acumulada. Por otra parte, muestras de oido interno mas
refinadas, conducen a resultados contrarios, es decir, el farmaco mas ototdxico
(cisplatino) es el que presenta una acumulacion relativa mayor (Trabajo 2, Tabla 2). Por
ello, la determinacion de las especies concretas que causan los efectos toxicos, sean
mayoritarias o no, centra el interés de las lineas de investigacion destinadas al estudio de
la toxicidad de los farmacos antitumorales de Pt.

También es importante conocer la distribucion del Pt en las fracciones celulares
de cada tejido y para cada farmaco, con el fin de identificar la fraccion que mas farmaco
acoge, y por tanto, la que puede ser de un mayor interés para desarrollar los estudios de
especiacion. Haciendo uso, en primer lugar de ultracentrifugacién, y después de
ultrafiltracion, se han obtenido distintas fracciones celulares en las cuales se ha
determinado el contenido de Pt por ICP-MS. Los resultados obtenidos muestran que no
existen diferencias significativas en la distribucion de los farmacos entre las distintas
fracciones celulares de cada tejido, una razén mas para abordar la especiacion de estas
muestras y asi localizar el elemento diferenciador que hace que algunos farmacos sean
téxicos para un determinado tejido. De las fracciones obtenidas por ultracentrifugacion, la
citosolica es la que presenta un mayor contenido de Pt en el higado y en el rifidn (Trabajo
1, Tabla 1), y por tanto, se perfila como una de las mas interesantes para su estudio.

La distribucién del Pt cuantificado en la fraccion citosdlica se ha estudiado
mediante ultrafiltracién (Trabajo 1, Figura 2). Cabe destacar que en oido y rifidn, el mayor
porcentaje de Pt acumulado se encuentra en las biomoléculas de peso inferior a 50 KDa.
Precisamente en este rango de masas se encuentran biomoléculas de notable interés

137
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Acumulacion y eliminacion del cisplatino en tejidos de ratas sometidas a tratamientos

monodosis

Los estudios llevados a cabo sobre una poblacién homogénea de ratas Wistar y
en condiciones de administracion controladas, muestran un maximo de acumulacion del
cisplatino entorno a la primera semana tras el tratamiento, para todos los érganos
(Trabajo 1, Figura 3). La velocidad de eliminacién del farmaco también es similar para
todos los 6rganos. De esta manera, se observa una primera etapa de eliminacion rapida
entre los 7 y los 30 dias posteriores a la administracién, y una segunda etapa mucho mas
lenta que se monitoriz6 hasta 90 dias después del tratamiento.

El estudio de la relacion entre los procesos de acumulacion/eliminacion y la
ototoxicidad (Trabajo 5), muestran que, a pesar de haberse eliminado mas del 75% del
farmaco al cabo de 90 dias, no existe una recuperacion de los niveles auditivos de las
ratas sometidas a tratamientos monodosis con cisplatino. Por lo tanto, no se puede
establecer una correlacion entre la acumulacion del farmaco y la pérdida de audicion. De
este modo, cobran fuerza las hipotesis que hablan de dafios iniciales irreversibles en el
oido, y se vuelven a apreciar evidencias de la escasa relacién entre acumulacion y
toxicidad.

Esta cinética bifasica de eliminacién del farmaco ya fue postulada por otros
autores®®, y sugiere la intervencion de la membrana celular en estos procesos. Existen
evidencias de que la membrana celular puede estar involucrada tanto en la toma**?, como
en la eliminacién del farmaco de la célula. Concretamente, en esta memoria se presenta
una prueba mas de que existe una regulacion celular de la toma de cisplatino. En el
Trabajo 7 se puede observar el distinto grado de platinacion del ADN en funcién de la
presencia o ausencia de inhibidores de las proteinas quinasas ERKs. Este efecto no
podria tener lugar si el unico mecanismo de entrada del farmaco en la célula fuera la

difusién pasiva.
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Acumulacion y eliminacion del cisplatino en tejidos de ratas sometidas a tratamientos

multidosis

El andlisis del contenido de Pt en los érganos de ratas sometidas a tratamientos
con dosis mdltiples (Trabajo 1, Tabla 2), muestra como tras la administracion de la
primera dosis, la acumulacion relativa del farmaco disminuye apreciablemente y se
mantiene constante hasta el quinto ciclo, donde aumenta considerablemente,
recuperando los niveles de acumulacion del primer ciclo. EI mencionado descenso de la
acumulacion relativa entre el primer y segundo ciclo, puede corresponder a la entrada en
funcionamiento de ciertos mecanismos de eliminacion que mantienen los niveles de Pt
controlados. Sin embargo, esta situacion se altera para todos los érganos en el quinto
ciclo, haciendo pensar en el colapso del mecanismo de detoxificacién. El Trabajo 6
muestra de nuevo que la pérdida de audicion a lo largo de los ciclos de administracion del
cisplatino no se correlaciona con la acumulacién de Pt en el oido.

La comparacion del cisplatino acumulado después del tratamiento monodosis y
tras el primer ciclo de la terapia multidosis, muestra que la acumulacién derivada del
segundo de los tratamientos es alrededor de un 27% inferior para todos los 6rganos
estudiados, a pesar de que la dosis administrada es un 50% menor. De esta manera, se
pone de manifiesto de nuevo, la posible existencia de mecanismos de detoxificacion
celular, los cuales parecen activarse en mayor medida frente a mayores dosis de

farmaco.

D.2.2. Fortaleza de la interaccion farmaco:biomolécula

La robustez del enlace farmaco:biomolécula debe ser tomada en consideracion a
la hora de preparar la muestra o disefiar estrategias de analisis. Los experimentos
llevados a cabo con el fin de evaluar esta caracteristica, mostraron la alta estabilidad de
la interaccion entre el farmaco y las biomoléculas presentes en muestras de diferente
naturaleza, manteniéndose inalterada al emplear condiciones desnaturalizantes (Trabajo
1), e incluso al someterla a digestiones tripticas (Trabajo 4). Esta contribucién es

especialmente interesante ya que apenas existen datos en la bibliografia sobre las
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caracteristicas de los enlaces que se establecen entre el farmaco y las distintas

biomoléculas.

D.2.3. Interaccion farmaco:biomolécula en tejidos de ratas tratadas con

cisplatino, carboplatino y oxaliplatino

En el Trabajo 2 se aplica la metodologia desarrollada para la separacion
bidimensional por cromatografia de liquidos. Junto con el Trabajo 1 y 3, son los primeros
estudios cientificos publicados que abordan la separacion de las especies platinadas
formadas en 6rganos sometidos a experimentos in vivo con farmacos antitumorales de
Pt.

La comparacién de los perfiles SEC-ICP-MS (monitorizando el ***Pt) de los
citosoles de rifibn y oido interno de ratas tratadas con cisplatino, carboplatino y
oxaliplatino, permiten visualizar grandes analogias y leves diferencias entre los distintos
farmacos, y constatan la necesidad de una segunda dimension que resuelva mejor las
bio-especies con Pt. Segun el limite de exclusion de la columna empleada (Superdex 75
10/300 GL), no existen apenas bio-especies con Pt por encima de 100 KDa. También es
importante resaltar que no se detecta farmaco libre en ninguno de los citosoles
analizados. Entre 6rganos se aprecian diferencias significativas, si bien en todos los
casos hay un agrupamiento de las especies platinadas entorno a dos grupos de pesos
moleculares, aproximadamente a 12-20 KDa y a 25-65 KDa, respectivamente (Trabajo 2,
Figuraly 2).

Una de las ventajas de la deteccidn mediante ICP-MS, es la posibilidad de
monitorizar simultdneamente distintos isétopos. Comparando los perfiles cromatograficos
de °Pt, ®*zn y ™!Cd, para citosoles blancos, citosoles procedentes de experimentos in
vivo con cisplatino y un patrén de MT (Trabajo 2, Figura 3), se ha podido postular la
posible unién del farmaco a la MT del rifion, acompafiado del desplazamiento del Zn
unido a la proteina. Este desplazamiento también fue observado y descrito en el Trabajo
3 (Figura 6b). Ademas, el perfil de Zn del oido interno parece indicar la presencia de MT
(Trabajo 2, Figura 3), pero en este caso no se observa el solapamiento de este pico
cromatogréfico con sefial de Pt, por lo que, o no se produce la union o tiene lugar en

proporciones muy pequefas.
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La aplicacion de una segunda dimensién de intercambio aniénico (columna Mono-
Q H/R 5/5), con una preconcentracion previa de las fracciones SEC mediante
focalizacion, permitio la resolucion de bio-especies de Pt presentes en citosoles de oido
(Trabajo 2, Figura 4 y 5) y riidn de rata que coeluian en la primera dimension. Aunque
estos cromatogramas parecen resolver de manera adecuada las especies con Pt, tras el
perfil de Pt existen multitud de biomoléculas mayoritarias que coeluyen y que en el paso
final de identificacion de la especie platinada aportarian una gran complejidad a la
determinacion. Por ello, se precisa de nuevas dimensiones de separacion para llevar a

cabo un correcto aislamiento de los aductos farmaco:biomolécula.

D.2.4. Derivados reactivos del cisplatino en distintos medios fisiologicos

El cisplatino ha sido objeto de los estudios de especiacion mas exhaustivos por
ser éste el farmaco que presenta toxicidades mas importantes a la vez que mayores
efectos antitumorales. Sin embargo, muchos autores estudian la interaccion del cisplatino
con biomoléculas presentes en el organismo prescindiendo del estudio de la forma
quimica del farmaco®**%*%®, Los resultados extraidos de ensayos donde este factor no
estd controlado, pueden conducir a conclusiones erréneas, ya que las distintas formas
guimicas del farmaco presentan diferente reactividad frente a la misma biomolécula.

Los estudios realizados con proteinas del plasma sanguineo (Trabajo 4) han sido
llevados a cabo incubando el cisplatino con las proteinas en un medio muy salino de
0,9% de NaCl y pH 7,4 para simular las condiciones fisioldgicas. Bajo estas condiciones
el cisplatino evoluciona muy lentamente a sus productos de hidrélisis y en su mayoria la
forma original del farmaco (Pt(NH3),Cl,) es la que se une a las proteinas estudiadas.

Otro caso muy distinto es el supuesto del Trabajo 3, donde se estudia la
interaccion del cisplatino con biomoléculas citosdlicas. El cisplatino en su forma intacta, al
entrar en contacto con el medio citoplasmético comienza a evolucionar dado el menor
contenido salino de éste (Figura 14). Por ello, en este estudio se prepararon incubaciones

en un medio con una concentracion de NaCl de 4,62 mMm 613

, Y se procedi6 a la
identificacion de las especies derivadas de la evolucion del cisplatino.
La evolucion del cisplatino a sus productos de hidrélisis en medio citosolico, se

estudio mediante SEC-ICP-MS con una columna Thermo-Hypersil BioBasic SEC-60 de
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bajo rango de pesos moleculares (0,1 — 6 KDa). La identificacibn de los distintos
derivados se llevé a cabo mediante ESI-LIT a través de los datos de las masas y de los
perfiles isotépicos.

Hasta tres especies derivadas del cisplatino se observan cuando se deja
evolucionar el farmaco en las condiciones fisioldgicas del citosol (Trabajo 3, Figura 1). La
especie mayoritaria en las primeras horas de la incubacion se identific6 como el farmaco
intacto (C-1) (Trabajo 3, Figura 2). En la misma figura se identifican las otras dos
especies que van apareciendo segun transcurre la incubacién. La primera de ellas se
identifica segun su espectro de masas, como el monoacuo derivado del cisplatino (C-2),
lo cual coincide con otros autores que presentan esta especie como la primera que se
forma en la hidrélisis del farmaco®. Segun los datos bibliograficos®’, la especie mas
retenida y la que aparece a un tiempo de incubaciéon mas largo cabe esperar que sea el
diacuo complejo o una forma oligomérica del tipo [{Pt(NH3)(u-OH)},]™. A partir de los
espectros de masas se postuldé una especie que no era ninguna de las dos esperadas,
sino un dimero compuesto por una molécula de farmaco intacto y un monoacuo complejo
(C-3). Este compuesto C-3 se denomind cisplatino envejecido.

Para comprobar la ausencia del diacuo complejo, se sintetizé e identificd por ESI-
LIT, confirmando la ausencia de esa especie en los espectros de las incubaciones de
cisplatino en medio citosolico. Ninguna de las especies platinadas detectadas presento

perfil isotépico modificado con Pty sin cloruros (Trabajo 3, Figura 3).

D.2.5. Interaccidn del cisplatino con las biomoléculas citosélicas GSHYy MT

Caracterizacion cromatogréfica

Una de las biomoléculas de mayor interés en relacibn con los farmacos
antitumorales de Pt, es el GSH. Este tripéptido ha sido relacionado con procesos de
detoxificacién y ademas la presencia en su estructura de un grupo sulfidrilo, hace de esta
biomolécula un potencial ligando de los complejos de Pt?>*3. Incubando el cisplatino con
el GSH en las concentraciones y proporciones esperadas en el citosol celular (1:500), y
bajo las ya mencionadas condiciones fisiologicas, se aprecian diversos aductos

farmaco:GSH (Trabajo 3, Figura 4) que evolucionan con el tiempo. Una de ellas sélo se
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forma a largos tiempos de incubacion, sugiriendo que esta especie se forma por reaccién
del GSH con el derivado envejecido del cisplatino (C-3). Por el contrario, la otra especie
aparece a bajos tiempos de incubacién y crece a lo largo del proceso hasta que comienza
a disminuir a tiempos largos, por lo que puede formarse a partir del farmaco original o del
monoacuo derivado. La incubacién del GSH con cisplatino envejecido artificialmente en el
laboratorio (derivado C-3) corrobora los argumentos planteados. Por ultimo, cabe
destacar que aun haciendo incubaciones con grandes excesos de GSH y durante largos
tiempos, parte del farmaco queda libre en alguna de sus formas. Este hecho manifiesta la
limitada reactividad del GSH con el farmaco.

Otra importante biomolécula del citosol celular, es la MT. Esta proteina, como ya
se ha descrito, es capaz de coordinar metales desplazando otros previamente
coordinados, para detoxificar el medio de posibles contaminantes metalicos?®. Los
ensayos realizados se han llevado a cabo con un patrén de MT de higado de conejo con
un contenido en Zn de 0.8% y en Cd de 6%. Las incubaciones a lo largo del tiempo en
medio citosodlico, y las separaciones con la misma columna BioBasic SEC-60, han
demostrado que al cabo de sélo 4 h de incubacion, la mayoria del farmaco se ha
incorporado a la MT (Trabajo 3, Figura 6a), por lo que se deduce que no es el derivado
envejecido del cisplatino (C-3) el que interacciona con la proteina. De hecho,
incubaciones de la MT con cisplatino envejecido obtenido en el laboratorio no conducen a
la formacién de ningun aducto farmaco:MT. La deteccion multi-elemental mediante ICP-
MS permite confirmar que el pico cromatografico asignado al aducto cisplatino:MT
corresponde a dicha especie por la coincidencia en ese pico de los perfiles de Pt, Cd y
Zn. Ademas, permite observar como a medida que transcurre el tiempo de incubacion vy el
farmaco se incorpora a la MT, el perfil cromatografico del Zn va disminuyendo en
intensidad (Trabajo 3, figura 6b). En el caso del Cd no se observé desplazamiento alguno
para las proporciones de incubadas. Estas observaciones apoyan las posiciones
mantenidas por ciertos autores que también han observado desplazamiento del Zn'*, sin
embargo no coincide con otros que postularon el desplazamiento simultdneo de Zn y
Cd'’. Incubando simultaneamente el cisplatino con GSH y MT, predomina el aducto
farmaco:MT, aldn en presencia de un gran exceso de GSH (Trabajo 3, Figura 9d).

Finalmente, se han realizado incubaciones analogas sobre citosoles de diferentes

organos de rata para constatar la formacion de las especies descritas y para comprobar

la aplicabilidad de las metodologias desarrolladas a muestras reales. En primer término,
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se han incubado citosoles de rifidn de rata blanco con cisplatino o con una mezcla de
farmaco y GSH, en condiciones andlogas a las incubaciones anteriores. El resultado de
este ensayo confirma la formacion de especies platinadas que eluyen al mismo tiempo de
retenciobn que las especies caracterizadas anteriormente en las incubaciones de
cisplatino con patrones de GSH y MT (Trabajo 3, Figura 8).

Con el objetivo de detectar las mismas especies caracterizadas in vitro, en
muestras citosolicas de rifidn, higado y oido interno de ratas tratadas con cisplatino, se
procedié a la separacion cromatogréfica de estas muestras. Estos experimentos in vivo
muestran especies platinadas coeluyentes con los aductos farmaco:biomolécula
detectados en los ensayos in vitro. A pesar de ello, se hace necesaria la aplicacion de
otras metodologias analiticas de separacién e identificacibn para confirmar esta

concordancia.

Caracterizacion estructural

La caracterizacion estructural de los aductos cisplatino:GSH y cisplatino:MT, se
llevé a cabo mediante el empleo de ESI-LIT y ESI-FT-ICR. De todas las bio-especies
cisplatino:GSH monitorizadas mediante SEC-ICP-MS (Trabajo 3, Figura 4), Unicamente
se ha podido detectar y postular la estructura de una de ellas. La especie identificada ya

1.1% en incubaciones llevadas a cabo en condiciones no

fue descrita por Miao et a
fisiolégicas. Los resultados mostrados en el Trabajo 3 (Figura 5), confirman la formacion
de este mismo aducto (estequiometria 2:1 farmaco:biomolécula) en condiciones y
proporciones fisiologicas. El Unico aducto identificado se detecté en incubaciones a 48 h
donde la especie mayoritaria es la denominada como G-2. La existencia de otra especie
mayoritaria (G-1), presumiblemente de mayor tamafio por eluir a menor tiempo de
retencion en la separacion SEC, podria corresponder con otra estructura de mayor peso

molecular postulada en el mismo trabajo de Miao et al.*®

, consistente en dos moléculas
de GSH ligadas por dos moléculas de cisplatino (estequiometria 1:1). Todos estos puntos
por aclarar deberan ser objeto de estudio en futuras investigaciones. Aun asi, las claves
para razonar la dificultad para detectar por espectrometria de masas los aductos

presentados en esta memoria, estan intimamente relacionadas con las bajas
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concentraciones empleadas y los medios salinos de incubacién, ambos, requisitos para el
desarrollo de metodologias analiticas aplicables a muestras reales.

El aducto cisplatino:MT (Trabajo 3), intenté ser caracterizado por MALDI-TOF,
ESI-LIT y FT-ICR-MS. Ninguna de las tres técnicas arroj6 resultados concluyentes,
aunque sin duda los mejores datos se obtuvieron mediante FT-ICR-MS. Las masas de las
distintas isoformas de la MT empleada en el estudio, fueron detectadas sin dificultad
empleando una preparacién de muestra consistente en el desalado de la misma a través
de cartuchos de fase inversa (Cig) Yy la puesta en disolucion de la proteina en presencia
de acetonitrilo (30-70%) y 0,1% de &cido férmico (Trabajo 3, figura 7). ElI pH acido
cercano a 2, alcanzado gracias al &cido formico, hizo que las masas detectadas fueran
las de la MT libre de Zn y de Cd™. La misma preparacién de muestra con el aducto
cisplatino:MT aislado, condujo a la ausencia de sefial en las masas correspondientes a la
MT nativa, lo que probablemente indique que la proteina se ha unido al farmaco. Sin
embargo, en este caso tampoco aparecieron nuevas masas correspondientes al aducto
formado. De estos resultados se concluye que la presencia del farmaco en la muestra
dificulta sustancialmente la ionizacién de la muestra y que el pH &cido de la muestra
analizada por FT-ICR-MS no rompe la interaccion del farmaco con la MT, al contrario que
en el caso del Zn y el Cd. Por lo tanto, el tipo y los sitios de unién del farmaco a la

proteina podrian ser distintos que los descritos para Zn y Cd.

D.2.6. Interaccion del cisplatino con las proteinas del suero sanguineo HSA
y Tf

Caracterizacion cromatogréfica

La proteinas mas importantes del suero sanguineo humano han sido incubadas
con cisplatino en condiciones fisiologicas para evaluar la formacién de aductos
farmaco:proteina (Trabajo 4). Las proteinas HSA, apo-Tf e 1gG, han sido incubadas con
cisplatino a distintos tiempos, y en concentraciones y proporciones cercanas a las
fisiologicas. Las separaciones mediante AE-FPLC-ICP-MS han revelado la formacion
mayoritaria del aducto cisplatino:HSA a cortos tiempos de incubacion. Mucho menos

intensa y mas lenta ha sido la formacién de los aductos cisplatino:apo-Tf, mientras que
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igualmente minoritaria ha sido la formacién del aducto cisplatino:IgG. En este Ultimo caso,
su coelucion con el farmaco libre, impidié su caracterizacion cromatografica.

La evolucién del cisplatino a sus acuo complejos es muy lenta en un medio tan
salino como el empleado en estas incubaciones (0,9% de NacCl). Por ello, y dado que ya
a las 24 h mas del 90% del farmaco se ha unido a la HSA, parece ser el farmaco intacto
el que se une a esta proteina (Trabajo 4, datos no mostrados). Por otro lado, la apo-Tf
empieza a interaccionar de manera significativa con el farmaco a partir de las 48 h
(Trabajo 4, datos no mostrados), pudiendo significar este hecho que la forma quimica del
cisplatino que interacciona con la proteina no es el farmaco original, sino algun derivado
hidrolizado.

La incubacién de un suero sanguineo humano de voluntarios sanos corrobora que
la especie platinada mayoritaria es el aducto cisplatino:HSA, y que apenas existe
interaccion entre el farmaco y la Tf de la sangre (Trabajo 4, datos no mostrados). El resto
del farmaco, bien queda libre o bien se une a proteinas minoritarias que coeluyen con él

en la separaciéon cromatografica empleada.

Caracterizacion estructural de los aductos intactos

Son muchos los autores que han descrito el efecto que tiene la interaccion del
cisplatino sobre los puentes disulfuro de la HSA. La ruptura de estos puentes
desnaturaliza la proteina, alterando su estructura y funcionalidad de manera notable™.
Los analisis mediante ESI-Q-TOF (Trabajo 4, Figura 4), muestran una diferencia de masa
entre la isoforma predominante de la proteina intacta (66565 Da) y la masa del aducto
cisplatino:HSA (67456 Da) de 891 + 4 Da. Considerando que el resto de farmaco unido a
la proteina pueda ser [Pt(NHs),]**, donde se han perdido ambos grupos salientes del
cisplatino, hasta 4 moléculas de farmaco estarian interaccionando con la HSA en las
proporciones de incubacion establecidas. Otros autores han demostrado estequiometrias
farmaco:proteina de entre 3,5:1 hasta 10,2:1, empleando excesos de entre 20 y 60 veces
de farmaco’. Sin embargo en los estudios presentados en esta memoria (Trabajo 4), se
han empleado cantidades equimolares y medios similares a los fisioldgicos, siendo éstas,
unas condiciones mas cercanas a las que se alcanzan en la sangre de pacientes

tratados. La union de varias moléculas del farmaco a la HSA y la existencia de un solo
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grupo cisteina libre, hacen pensar en otros sitios de unién que pueden ser metioninas o
histidinas, ambas con grupos de alta afinidad por el farmaco, o provenir de la ya
mencionada ruptura de los puentes disulfuro, que deja libres potenciales ligandos.

Los datos obtenidos mediante ESI-Q-TOF para el aducto cisplatino:apo-Tf,
ofrecen resultados mas concluyentes, que, sin embargo, entran en confrontacién con
otros estudios realizados con anterioridad. Los espectros de masas (Trabajo 4, Figura 3),
muestran claramente la union de una, e incluso de dos moléculas de farmaco en su forma
[Pt(NHs).]** a la isoforma mayoritaria de la apo-Tf (79560 Da). De la misma manera,
aunque esta vez sobre la pentasialo-Tf (79979 Da), se observa la aparicién de una masa
desplazada + 227 Da cuando se incuba la proteina con cisplatino, lo que coincide con la
unién, nuevamente, del mismo resto [Pt(NHs),]**. Sobre experimentos similares, Khalaila

et al.®®

observaron la union de hasta 4 moléculas de cisplatino intacto tras 20 min de
incubacién. Sin embargo, a las 3 h, las formas quimicas del farmaco unido a la proteina
parecen cambiar para perder un cloruro y ser la forma [Pt(NH3),Cl]" la que quede unida a
la Tf. Estas discrepancias pueden deberse a las condiciones experimentales poco reales
empleadas por Khalaila et al., como fueron, medios de incubacion no salinos, excesos de

farmaco y tiempos de incubaciéon muy cortos.

Caracterizacion estructural de los aductos a través de sus digeridos tripticos

Abordando el problema desde otro punto de vista, se llevaron a cabo digestiones
tripticas de los aductos farmaco:biomolécula formados. Para comprobar la resistencia del
enlace, se realizd6 una cromatografia capilar en fase inversa de los digeridos de los
aductos y se monitorizé el Pt selectivamente con un ICP-MS (Trabajo 4, Figura 5).
Mediante estos andlisis se comprobo la resistencia del enlace del aducto, observandose
multiples zonas con picos cromatograficos que contenian Pt, previsiblemente péptidos
con el farmaco aun ligado. Este hecho confirma que al menos en el caso de la apo-Tfy la
HSA, la interaccién del cisplatino es robusta y su fuerza pudiera corresponderse con la de
un enlace covalente.

El desarrollo de experimentos paralelos empleando RP-capLC-ESI-Q-TOF,
permitié localizar al menos 20 péptidos con perfil isotopico modificado por el Pt en cada

uno de los digeridos de los aductos cisplatino:apo-Tf y cisplatino:HSA (Trabajo 4, Figura
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6). Resultados similares se obtuvieron con los digeridos de los aductos aislados de las
muestras reales de suero sanguineo que fueron sometidas a experimentos in vitro con
cisplatino, siendo este un ejemplo mas de la aplicabilidad a muestras reales de las

metodologias analiticas desarrolladas.
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D.3. Propuestas para futuras investigaciones

El trabajo realizado a lo largo de los Ultimos cuatro afios, ha permitido desarrollar
nuevas herramientas analiticas con las que profundizar en el estudio de los farmacos
antitumorales de Pt. A pesar de haberse cumplido de manera satisfactoria los objetivos
propuestos al comienzo de este trabajo, nuevas lineas de investigacion han surgido fruto
del avance metodoldgico alcanzado y de los conocimientos adquiridos en el tema. Por
ello, en este ultimo apartado se citan aquellos trabajos pendientes que suponen nuevos

objetivos para el futuro inmediato de esta linea de investigacion.

D.3.1. Metodologias para la separacién y purificacién de bio-especies con Pt

Tercera dimension cromatogréfica

El desarrollo de una tercera dimension que complemente las separaciones
cromatogréaficas puestas a punto en el Trabajo 2, es de extraordinario interés para la
purificacién de bio-especies de Pt en muestras bioldgicas o clinicas de alta complejidad.
La ya mencionada electroforesis en gel es una alternativa, pero sin duda, una tercera
dimensién cromatogréfica basada en un mecanismo de separacién ortogonal a los ya
empleados, como intercambio catiénico o fase inversa, es una interesante opcion.
Ademas, este Ultimo tipo de cromatografia es compatible con las técnicas de masas mas
habituales para la elucidacion estructural en metalémica.

La metodologia necesaria para preconcentrar y desalar proteinas de bajo peso
molecular en un cartucho de fase estacionaria C.3 de poro ancho, ya se ha ensayado con
éxito en una muestra de MT y de aducto cisplatino:MT (Trabajo 3). Por lo tanto, el primer
paso para poner a punto una tercera dimension cromatogréafica basada en fase inversa ya

se ha abordado. El trabajo a desarrollar a partir de ahora implicaria:

e El empleo de una columna analitica estandar de fase inversa.
e El estudio de las condiciones de eluciébn para conseguir una separacion
adecuada de las bio-especies de Pt presentes en muestras reales.

e Y por ultimo, el acoplamiento a técnicas estructurales de masas.
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Aplicacién de técnicas electroforéticas en gel a la separacion de bio-especies con Pt

Las alternativas a la purificacion de las bio-especies con Pt en muestras biolégicas
mediante técnicas cromatograficas pasan por el empleo de técnicas electroforéticas
bidimensionales. La 2D-SDS-PAGE es una técnica de separacibn de elevada
potencialidad por su capacidad resolutiva y sus propiedades micropreparativas. En este
sentido, ya se han realizado algunos experimentos con el fin de evaluar la posibilidad de
separar las bio-especies de Pt en geles electroforéticos. Aunque son muchas las
dificultades que se han presentado, se ha estimado que esta linea de investigacion
merece ser explorada en mayor extensién por los importantes beneficios que puede
ofrecer.

Los objetivos que se deberan abordar son:

Puesta a punto de una preparacion de muestra para la separacion

electroforética que preserve la integridad de las bio-especies de Pt y que

garantice una concentracion suficiente de las mismas para posteriores

determinaciones elementales y estructurales.

¢ Estudio de las condiciones experimentales y tipo de geles electroforéticos que
permitan la separacion de las especies platinadas de interés sin alterar la
interaccion farmaco:biomolécula.

o Desarrollo de una metodologia basada en LA-ICP-MS que permita hacer un
seguimiento de las especies con Pt en los geles.

e Estudio de procedimientos de extraccion de las especies retenidas en los

geles, evitando de nuevo, modificar la naturaleza de las especies

farmaco:biomolécula.
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D.3.2. Metodologias para la caracterizacion estructural de bio-especies con
Pt

Identificacion estructural de los aductos intactos farmaco:biomolécula

La elucidacion estructural de los aductos intactos farmaco:biomolécula, ha
conducido a importantes conclusiones en los trabajos del Capitulo I, pero también ha
dejado pendiente la deteccion de especies como el aducto cisplatino:MT (Trabajo 3) o la
mejor resolucion del espectro cisplatino:HSA (Trabajo 4). La compleja ionizacion de estas
especies de elevado peso molecular es un problema que parece potenciarse con la
presencia de Pt en la estructura de la biomolécula. Sin embargo, este tipo de analisis
sigue siendo tremendamente atractivo, ya que se trabaja con la especie original. Por
tanto, la especie analizada mantiene intacta toda su informacién y no ha sufrido procesos
gue hayan podido transformar la forma quimica del farmaco ni el sitio de union de éste a
la biomolécula. Otras ventajas adicionales son, la considerable simplificacion
metodoldgica y de tratamiento de datos, frente a las estrategias de digestion que implican
una mayor manipulacién de muestra y el manejo de complejos datos espectrales.

Por estas razones, se ha considerado de interés el estudio de los factores que
dificultan la ionizacion de las citadas especies, siendo un posible objetivo futuro la puesta
a punto de las condiciones experimentales que permitan la determinacién estructural de

estos aductos mediante técnicas estructurales de masas.

Secuenciacion de péptidos con Pt

También se propone para trabajos futuros, el estudio detallado de los péptidos con
perfil isotopico modificado por Pt (Trabajo 4). La secuenciacibn de estos péptidos
minoritarios, permitird estudiar el sitio y el tipo de unién del farmaco a la proteina. En este
sentido ya se han realizado algunas pruebas (Capitulo IV), pero han resultado fallidas
debido a la dificultad para fragmentar el péptido mediante CID. Es posible que la
presencia de Pt en el péptido no sélo penalice su ionizacion, sino que también sea
responsable de la mala fragmentacion obtenida con los métodos usuales empleados en

protedmica.
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En los futuros estudios dirigidos a la secuenciacion de péptidos con Pt, se

plantearian los siguientes objetivos:

e Empleo de nuevas metodologias para la fragmentacion y secuenciacion
peptidica. Estudio de las nuevas fuentes de fragmentacion basadas en la
tecnologia ETD.

o Estudio de los patrones de fragmentacién de péptidos con Pt a través de
muestras de péptidos incubadas con farmacos de Pt.

e Aplicacion especifica a la identificacion de péptidos modificados con Pt, de
herramientas informaticas de tratamiento de datos adoptadas de la prote6mica

para la localizacién de modificaciones post-traduccionales.
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Conclusiones

Las conclusiones mas relevantes del trabajo recogido en esta memoria se resumen a

continuacion:

e Se ha desarrollado un método para la cuantificacion de Pt total en muestras
biolégicas sometidas a tratamientos in vivo e in vitro con cisplatino, carboplatino y
oxaliplatino. EI empleo de mineralizaciones &acidas en horno microondas en
combinacibn con la medida mediante ICP-MS, permite obtener datos

reproducibles y asegura recuperaciones cuantitativas del metal.

e Los métodos basados en ultracentrifugacion y ultrafiltracion para el
fraccionamiento celular de tejidos tratados in vivo con cisplatino, carboplatino y
oxaliplatino, permite cuantificar el Pt total en cada fraccion con excelentes
recuperaciones. La distribucion de los tres farmacos en cada una de las fracciones
celulares y citosolicas de los tejidos estudiados, ofrece resultados muy similares y
hace pensar en bio-especies minoritarias como responsables de las toxicidades

de los farmacos.

e Los procedimientos de desnaturalizacién y digestion triptica de muestras
procedentes de tratamientos in vivo e in vitro con cisplatino, han puesto de

manifiesto la robustez de los enlaces farmaco:biomolécula.

e La puesta a punto de una metodologia cromatografica bidimensional basada
en SEC y AE-FPLC acopladas a ICP-MS, ha posibilitado la resolucién de las
especies de Pt presentes en muestras biologicas de alta complejidad como son
los citosoles de tejidos de ratas tratadas in vivo con farmacos antitumorales de Pt.
La focalizacion de la muestra en la segunda dimension cromatogréfica ha
resultado ser el procedimiento mas adecuado para la preconcentracion de la
muestra, minimizando su manipulacion y la probabilidad de biotransformaciones o

degradaciones de las especies platinadas de interés.
o El empleo de técnicas de espectrometria de masas con fuente de ionizacién

“blandas” tipo ESI, ha ofrecido los mejores resultados en el estudio de los aductos

cisplatino:biomolécula y de sus digeridos tripticos, asi como en la elucidacion
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estructural de las distintas formas quimicas de evolucion del cisplatino en medio

citosolico.

e El empleo combinado de técnicas cromatograficas y técnicas de deteccidn
elementales y moleculares, como ICP-MS y ESI-MS, respectivamente, ha
demostrado ser una herramienta analitica excepcional en el estudio de la
interaccion de los farmacos antitumorales de Pt con las biomoléculas del

organismo.

¢ Una interesante alternativa metodol6gica para el estudio estructural de los
aductos cisplatino:biomolécula, es la digestidén triptica de las bio-especies de
interés y su andlisis mediante ESI-LIT estudiando los perfiles isotdpicos de los
péptidos y fragmentos resultantes. La digestion triptica de los aductos
cisplatino:HSA y cisplatino:apo-Tf ha permitido monitorizar péptidos platinados

mediante capHPLC-ICP-MS y capHPLC-ESI-Q-TOF.

e La acumulacion del cisplatino en oido, cerebro, rifion e higado de ratas
tratadas con cisplatino, muestra un maximo de acumulacion de Pt entorno a los 7
dias después del tratamiento, y una rapida eliminacion del mismo hasta el primer
mes. En el caso del oido, este patron de acumulaciéon no se correlaciona con la

pérdida de audicion a lo largo del tiempo.

o La administracion del cisplatino en ciclos, permite observar la activacion de
posibles mecanismos de detoxificacion celular que mantienen controlada la

acumulacién del farmaco hasta el quinto ciclo.

o De los farmacos estudiados, el oxaliplatino es el que mayor acumulacion
relativa presenta en todos los oOrganos estudiados, seguido de cisplatino y
carboplatino. El hecho de que no sea el farmaco mas toxico el que se acumula en
mayor medida, hace que no se pueda establecer una relacion directa entre

acumulacioén y toxicidad.
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¢ Los métodos analiticos desarrollados para la determinacion estructural de los
aductos intactos cisplatino:biomolécula mediante ESI-Q-TOF, ESI-LIT y ESI-FT-
ICR, han permitido estudiar la interaccién del cisplatino con la apo-Tf, asi como
postular las estructuras de diversos aductos cisplatino:GSH y derivados de la
hidrdlisis del cisplatino en medio citosdlico. Ademas, con este tipo de estudios se
ha demostrado la capacidad del cisplatino para desplazar el Zn de la MT en
condiciones fisiolégicas, y la estabilidad de los aductos cisplatino:MT en
condiciones acidas suficientemente fuertes como para romper la union del Cd y el

Zn ala MT.

¢ Mediante la medida por ICP-MS de la cantidad de Pt unido al ADN y Pt
intracelular, se ha demostrado para la linea celular leucémica promonocitica
humana U-937, la intervencion de las proteinas quinasas ERKs en la modulacion
de la apoptosis celular inducida por el cisplatino a través de la regulacion de la
entrada del farmaco al interior celular, evidenciando mecanismos alternativos a la

difusion pasiva del farmaco.
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ANEXO |

Referencias bibliograficas mas relevantes relacionadas con estudios de analisis bioinorganico de cisplatino, carboplatino y oxaliplatino

Cita Técnica empleada Farmaco Muestra Objetivo del trabajo
31 |HPLC-UV Cisplatino Plasma Especies de evolucion del farmaco
32 |HPLC-UV Cisplatino Sangre, plasmay PUF Especies de evolucion del farmaco
33 |HPLC-UV Cisplatino Sangre Especies de evolucion del farmaco
34 |HPLC, GFAAS Cisplatino Plasma Especies de evolucion del farmaco
35 | RP-HPLC-ICP-MS Cisplatino Solucién acuosa de cisplatino Interaccion del cisplatino con fases moviles
36 |RMN Cisplatino Solucién acuosa de cisplatino y Especies de evolucion del farmaco
plasma ultrafiltrado
37 | RP-HPLC-ESI-MS Cisplatino Solucién acuosa de cisplatino Especies de evolucion del farmaco
38 |HPLC-ICP-MS Cisplatino,Carboplatino, | Aguas residuales de hospitales Separacion de cisplatino, carboplatino, oxaliplatino y
Oxaliplatino sus especies
39 | ESI-FAIMS-IT-MS Cisplatino Solucién acuosa de cisplatino Especies de evolucion del farmaco
40 |RP-HPLC-UV, RMN Cisplatino Solucién acuosa de cisplatino Condiciones de analisis de cisplatino y sus especies
41 | RP-HPLC-UV, ESI-MS Carboplatino Solucién acuosa de carboplatino Especies de evolucion del farmaco
42 | RP-HPLC-UV-ESI-MS Carboplatino Solucién acuosa de carboplatino Especies de evolucion del farmaco
45 |HPLC-ESI-MS Oxaliplatino Solucién acuosa de oxaliplatino Especies de evolucion del farmaco
48 |ICP-MS, ICP-AES Cisplatino Plasma Cuantificacion del farmaco libre




52 |ICP-AES, ETAAS Cisplatino y otros PUF Cuantificacion farmaco unido a proteina
53 | SEC-ICP-MS Cisplatino Suero Separacion farmaco libre y unido a proteina
54 | HPLC-ICP-MS Cisplatino PUF, cultivo celular ultrafiltrado Especies de evolucién del cisplatino
57 | Voltamperometria Cisplatino Suero, orina Cuantificacion del farmaco
58 |RP-HPLC-ESI-MS Carboplatino PUF y tejido canceroso Cuantificacion del farmaco libre
59 | SEC-ICP-MS Carboplatino Plasma Interaccion farmaco:proteina
60 |RP-HPLC, FAAS, Cisplatino, oxaliplatino, | Sangre, células rojas, plasmay Distribucién y biotransformacion del farmaco.
carboplatino y otros lineas celulares Citotoxicidad
62 |ICP-MS Oxaliplatino Sangre y PUF Distribucion del farmaco
65 |SEC-ICP-MS, SEC-ESI-MS Oxaliplatino PUF, células rojas, orina Biotransformacién del farmaco
66 |HPLC-ICP-MS Oxaliplatino PUF y patrones de GSH, Mety Cys | Interaccion del farmaco con biomoléculas con S
68 |ICP-MS Oxaliplatino Plasmay PUF Cuantificacion del farmaco
71 |ICP-AES, SEC, CD Cisplatino, transplatino | Incubaciones farmaco con HSA Interaccion farmaco:HSA
73 | CE-ICP-MS Cisplatino Incubaciones farmaco con HSA Interaccion farmaco:HSA
76 |FTIR, UV Cisplatino Incubaciones farmaco con HSA Interaccion farmaco:HSA
77 |CE-UV Cisplatino, oxaliplatino | Incubaciones farmaco con HSA y Tf | Interaccion farmaco:proteinas suero sanguineo
80 | GFAAS, uv, CD, Transplatino Incubaciones farmaco con HSA Interaccion farmaco:HSA
Fluorescencia
82 |NMR Cisplatino Incubaciones farmaco con HSA Sitios de union del farmaco a HSA
85 | ESI-Q-TOF, UV/Vis Cisplatino Incubaciones farmaco con Tf Interaccion farmaco-Tf




86 |ESI-TOF-TOF Cisplatino Incubaciones farmaco con Tf Interaccion farmaco:Tf
88 |HPLC(CE)-UV, NMR Cisplatino Incubaciones farmaco con Tf Interaccion farmaco: Tf
91 |SEC-ICP-MS, ESI-Q-TOF Oxaliplatino Incubaciones farmaco con holo-Tf Interaccion farmaco:holoTf
92 | SEC-ICP-MS, ESI-Q-TOF Cisplatino, carboplatino, | Células rojas e incubaciones Interaccion farmaco:Hb
oxaliplatino farmacos con Hb

93 | SEC-ICP-MS, ESI-Q-TOF Cisplatino Incubaciones farmaco con Hb Interaccion farmaco:Hb
94 | SEC-ICP-MS, ESI-Q-TOF Cisplatino Incubaciones farmaco con Hb Interaccion farmaco:Hb
95 |ESI-Q-TOF Oxaliplatino Células rojas e incubaciones Interaccion farmaco:Hb

farmaco con Hb
83 | SDS-PAGE Cisplatino Incubaciones farmaco con y- Interaccion farmaco-y-globulina

globulina
96 |DF-ICP-MS - Orina Cuantificacion niveles fisiolégicos Pt en orina
98 | RP-HPLC-ICP-MS, FAB-TQ,| Cisplatino, carboplatino | Orina e incubaciones farmaco con | Biotransformacion farmacos en orina

NMR creatinina, urea y acido Urico

105 |ICP-MS Cisplatino, carboplatino | Sangre, células rojas, orina y tejidos | Cuantificacion Pt en fluidos y tejidos a largo plazo
106 |Fluorescencia rayos X Cisplatino Fluidos y tejidos Cuantificacion Pt en fluidos y tejidos
107 |NAA Cisplatino Fluidos y tejidos Cuantificacion Pt en fluidos y tejidos
108 | Espectroscopia gamma Cisplatino Imagen del cuerpo humano Distribucién Pt en tejidos
110 |ICP-MS Cispaltino, carboplatino, | Cultivos celulares con farmacos Entrada del farmaco en la célula

oxaliplatino y otros




113 |LA-ICP-MS, 1D-SDS-PAGE Cisplatino Incubaciones farmaco con células Identificacion de dianas del farmaco en sistemas
bacterianas celulares completos

117 |RP-HPLC-UV, AAS Cisplatino Incubaciones farmaco con MT Cinética de reaccién del farmaco con la MT

120 |RP-HPLC-ICP-MS, ESI-Q- Cisplatino Incubaciones farmaco con Especiacion de aductos del farmaco con nucleétidos

TOF nucleotidos del ADN del ADN

121 |RP-HPLC-ICP-MS Cisplatino ADN de Drosophila Melanogaster Especiacion de aductos del farmaco con ADN
tratadas con el farmaco

130 | SEC-ICP-MS, ESI-Q-TOF Cisplatino Incubaciones farmaco con MT Estudio del enlace simultaneo de Zn, Cd y Pt a la

MT
136 |RP-HPLC-UV, AAS Cisplatino, carboplatino y | Incubaciones farmaco con GSH Cinética de reaccién del farmaco con GSH
oxaliplatino

137 |RP-HPLC-UV, AAS Cisplatino Incubaciones farmaco con GSH, Cinética de reaccién del farmaco con tioles
mesna y WR-1065

138 |ESI-IT Complejos de Pt(Il) Incubaciones de GSH, MAS, Interaccion de péptidos con S con complejos de

derivados del cisplatino y
del cis-

Pt(etilendiamina)Cl,

AcMAS y MRFA con los complejos
de Pt(ll)

P(ll)




139 |RP-HPLC-TQ, RP-HPLC- Cisplatino Incubaciones farmaco con GSH en | Caracterizacion de los aductos farmaco:GSH
UV, AAS medio acuoso, plasma humano y

plasma de rata. Plasmay PUF
humano y rata tratados

141 | Difraccion de rayos X Cisplatino Incubaciones farmaco con Estudio estructural de la interaccién
superoxodismutasa procedente de | farmaco:proteina
beSOD

142 |ESI-IT Carboplatino Incubaciones farmaco con Interaccion farmaco:Citocromo-C
Citocromo-C

149 |2D-SDS-PAGE, MALDI-TOF Cisplatino Cécleas de ratas tratadas con Protedmica de la coéclea tras administracion del

farmaco

farmaco
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