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1.1. Cáncer 

El cáncer es una de las principales causas de muerte y un obstáculo importante 

para aumentar la esperanza de vida en todos los países del mundo. En términos generales, 

el cáncer se refiere a un conjunto de enfermedades caracterizadas por el crecimiento 

descontrolado y anormal de células en el cuerpo. Estas células cancerosas tienen la 

capacidad de dividirse y proliferar de manera desmedida, invadiendo tejidos circundantes 

y, en algunos casos, diseminándose a otras partes del organismo, en un proceso conocido 

como metástasis (Hanahan & Weinberg, 2011). 

Existen más de 100 tipos de cáncer, cada uno con características específicas en 

función del crecimiento, comportamiento y tratamiento. Entre los cánceres más comunes 

se encuentran el cáncer de mama (11,7%), el de pulmón (11,4%) y el colorrectal (10%), 

con una tasa de mortalidad mayor en el cáncer de pulmón (18%) (Figura 1.1.). El cáncer 

de mama es el tumor más diagnosticado del mundo, siendo la quinta causa de mortalidad 

por cáncer (Figura 1.1.) (Sung et al., 2021). El cáncer de mama triple negativo (CMTN) 

es el tipo menos frecuente de cáncer de mama, representa el 15-20% de todos los casos, 

pero suele ser más agresivo y difícil de tratar debido a la falta de dianas moleculares 

eficaces, como el receptor de estrógenos, el receptor de progesterona y el receptor 2 del 

factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) (Garrido-Castro et al., 2019). Por otro 

lado, el cáncer de cuello uterino es el cuarto cáncer más frecuentemente diagnosticado y 

la cuarta causa principal de muerte por cáncer en mujeres (8%) (Sung et al., 2021). La 

mayoría de los canceres forman tumores sólidos, pero los cánceres de la sangre, como la 

leucemia, generalmente no lo hacen. Entre las leucemias agudas, la leucemia mieloide 

aguda (LMA) es el tipo más común y causa una alta mortalidad (Short et al., 2018). Según 

la American Cancer Society, el número estimado de muertes en todo el mundo debido a 

la leucemia fue de 60.650 personas en 2022. En el caso de la LMA, aunque en la mayoría 

de los pacientes se consigue una remisión completa de la enfermedad, cabe destacar que 

muchos de ellos sufren una recaída por resistencia a la quimioterapia. 

Asimismo, según estimaciones de GLOBOCAN 2020, se documentaron 19,3 

millones de nuevos casos de cáncer, cifras que se esperan que aumenten 

aproximadamente un 47% (hasta los 28,4 millones de nuevos casos) para 2040 (Sung et 

al., 2021). Además, a pesar de los procedimientos de tratamiento como la cirugía, la 
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quimioterapia y la radioterapia, se registraron 9,9 millones de muertes en todo el mundo 

en 2020 (Figura 1.1.) (Sung et al., 2021). Por lo tanto, una estadística como esta enfatiza 

que el régimen de tratamiento en la actualidad puede no ser lo suficientemente eficaz y 

preciso para manejar todos los casos de cáncer. 

 

Figura 1.1. Incidencia y mortalidad de cáncer en ambos sexos en 2020 (Sung et al., 2021). 

 

El desarrollo del cáncer es un proceso de varios pasos, donde se produce una 

proliferación continua que conduce a una transformación progresiva de células normales 

a malignas. Además, este tipo de células intentan evadir los genes supresores de tumores, 

son resistentes a la muerte celular, favorecen una inmortalidad replicativa, inducen la 

angiogénesis, y activan la invasión y metástasis (Figura 1.2.) (Hanahan & Weinberg, 

2011). Todo este tipo de características vienen dadas por alteraciones genéticas 

moleculares que pueden ser originadas por factores extrínsecos, activación de 

protooncogenes o la formación de proteínas de fusión oncogénicas. La inflamación 

también se relaciona con el cáncer a través de factores intrínsecos que involucran factores 

inmunes y microambiente tumoral. Además, la pérdida de control sobre tipos únicos o 

mixtos de muerte celular puede desencadenar el cáncer (Tang et al., 2019). Esta 

desregulación de la maquinaria de muerte celular es responsable no sólo del desarrollo y 

la progresión del tumor sino también de la resistencia del tumor a las terapias (Pistritto et 

al., 2016). Por eso, es importante conocer los distintos tipos de muerte celular y terapias 
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contra el cáncer para comprender mejor esta enfermedad y buscar tratamientos más 

eficaces. 

 

Figura 1.2. Características del cáncer. Traducida y modificada (Hanahan & Weinberg, 2011). 

1.1.1. Terapias contra el cáncer 

Hoy en día, hay muchos tipos de tratamientos que dependen de los distintos tipos 

de cáncer, edad y polimorfismos genéticos (Feldman, 2015). Los enfoques terapéuticos 

incluyen cirugía, radioterapia, quimioterapia, terapias dirigidas, inmunoterapia y otras 

terapias específicas según el tipo y estadio del cáncer: 

• La cirugía se utiliza para extirpar el tumor canceroso y una parte del tejido 

circundante. Es efectiva cuando el cáncer está localizado y no se ha diseminado a 

otras áreas. 

• La radioterapia junto con la cirugía es el tratamiento de elección si el cáncer se 

diagnostica en una etapa temprana. Puede ser utilizada antes o después de la 

cirugía para reducir el tamaño del tumor o eliminar células cancerosas restantes, 

respectivamente. 

• Uno de los principales tratamientos es la quimioterapia, que consiste en el uso de 

fármacos para destruir las células cancerosas inhibiendo su proliferación y 

división. Los fármacos se introducen por vía oral o intravenosa para el alcance a 

todas las células cancerosas. Puede ser utilizada como tratamiento primario, 

adyuvante o combinado con otras terapias (American Society of Clinical 

Oncology (ASCO), 2024). 
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• Las terapias dirigidas constituyen otro tipo de tratamiento que se dirige a 

moléculas específicas (dianas moleculares) para bloquear el crecimiento y la 

propagación de las células cancerosas. Se pueden clasificar en moléculas 

pequeñas (como los inhibidores de quinasas), anticuerpos monoclonales, 

nanopartículas y terapias génicas (Y. T. Lee et al., 2018). Las nanopartículas se 

pueden aplicar como vehículos para la administración de fármacos y como 

diagnóstico (Gavas et al., 2021), mientras que las terapias génicas intentan alterar 

el material genético en las células cancerosas para destruir o inhibir su crecimiento 

a través de viroterapia oncolítica, modulación de microambientes e interferencia 

de ARN, entre otros (Sadelain, 2016). Otros tipos de dianas moleculares muy 

importantes pueden ser la inducción de apoptosis mediante vías reguladoras como 

las proteínas de la familia Bcl-2 (Zhu & Almasan, 2017), las caspasas y las 

proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs) (De Almagro & Vucic, 2012; Y. T. 

Lee et al., 2018). 

•  Otra alternativa son los trasplantes alogénicos de células madre hematopoyéticas, 

que consisten en la transfusión de células formadoras de sangre (células madre) 

de un donante con características genéticas similares al paciente. Este tratamiento 

suele darse como última instancia, puesto que es más toxico que la quimioterapia 

y la terapia inmunosupresora (Takami, 2018). 

• Finalmente, han surgido nuevas terapias adoptivas como el receptor de antígeno 

quimérico T (CAR-T). En este tipo de inmunoterapia, se extraen las células T de 

un paciente, se modifican ex vivo para reconocer un antígeno específico y se 

vuelven a infundir en el paciente. De esta manera, el receptor de anticuerpos 

reconoce el antígeno diana y el receptor CAR-T envía señales a través de los 

receptores de linfocitos T (TCR) para activar la destrucción tumoral mediada por 

células T (Ma et al., 2019). También existen inmunoterapias con células Natural 

Killer (NK), que interactúan con las células de canceres hematológicos a través 

de receptores de activación e inhibidores. La activación normal depende del 

equilibrio entre los ligandos en las células diana (Lulla et al., 2019). Sin embargo, 

este tipo de terapias en tumores malignos sólidos presentan varias limitaciones, a 

pesar de la rectificación en el tratamiento de los tumores hematológicos (Lohiya 

et al., 2023). 
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1.2. Muerte celular 

La muerte celular es un proceso crítico y activo en una amplia gama de procesos 

biológicos que incluyen la proliferación celular, la diferenciación y la morfogénesis, e 

interviene en el desarrollo de organismos, la homeostasis y la autodefensa. Clásicamente, 

se reconocen tres tipos de muerte celular, definidos en gran parte por la aparición de la 

célula moribunda: apoptosis (también conocida como muerte celular de tipo I), muerte 

celular autofágica (tipo II), y necrosis (tipo III) (Galluzzi et al., 2012). No obstante, la 

autofagia, a diferencia de la apoptosis y la necrosis que son tipos claros de muerte celular, 

desempeña un papel vital a favor de la supervivencia en la homeostasis celular, por lo que 

su papel en la muerte celular debe considerarse cuidadosamente (Ou et al., 2017). En 

ocasiones, hay células en estado intermedio entre uno y otro tipo, pero existen diferentes 

rasgos específicos para diferenciar los procesos. 

La apoptosis o muerte celular programada (PCD) tiene lugar en el desarrollo 

embrionario y es esencial para la formación de extremidades y para otros procesos 

organogénicos. Este fenómeno implica un mecanismo molecular por el que la célula 

condensa la cromatina, fragmenta la cromatina y rompe el núcleo, forma evaginaciones 

citoplasmáticas que resultan en vesículas, y se descompone en pequeños fragmentos 

denominados cuerpos apoptóticos (Pistritto et al., 2016). Además, se ha identificado una 

forma alternativa de apoptosis denominada piroptosis, que sigue una serie programada 

dependiente de caspasas, pero es proinflamatoria (D’Arcy, 2019). 

Otro tipo de PCD, como ya se ha comentado, es la muerte por autofagia, un 

mecanismo de degradación intracelular dirigido a la eliminación de orgánulos 

defectuosos, en exceso o aberrantes. Los orgánulos son envueltos en estructuras de doble 

membrana derivados del retículo endoplasmático denominados autofagosomas. Estos se 

fusionan con lisosomas para una degradación completa. Notablemente, la macroautofagia 

es típicamente un mecanismo protector y anti-apoptótico, y, por lo tanto, la muerte 

autofágica puede implicar una hiperactivación de un proceso normalmente beneficioso 

(Tower, 2015).  

La ruta de la necrosis es una muerte accidental que se caracteriza por pérdida de 

la permeabilidad de la membrana plasmática. En este proceso, se liberan orgánulos y 

contenido citosólico al medio, dando lugar a una respuesta inflamatoria. También pueden 
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existir algunas formas de muerte celular derivadas como la necroptosis, una categoría de 

necrosis altamente regulada, o la oncosis, un mecanismo de conmutación entre apoptosis, 

autofagia y necrosis (D’Arcy, 2019). 

1.2.1. Muerte celular programada (PCD) o apoptosis 

La PCD o apoptosis es un proceso típico de organismos pluricelulares donde el 

contenido celular se autodestruye sin desencadenar reacciones de inflamación y 

provocando la eliminación ordenada de las células dañadas de los tejidos sin inducir daños 

colaterales a las células circundantes. Por lo tanto, es considerada como un proceso 

fisiológico de muerte celular iniciado por estímulos del desarrollo o ambientales que 

activan un programa genético que controla, diseña e inicia una cascada de eventos que 

dirige la destrucción ordenada y silenciosa de la célula. Este fenómeno es un proceso 

activo que requiere energía en forma de adenosín trifosfato (ATP) sin iniciar una respuesta 

inflamatoria, permitiendo así la eliminación de la célula apoptótica de un determinado 

tejido sin modificar la fisiología del mismo (Plati et al., 2011). 

La apoptosis es un mecanismo primordial para mantener un equilibrio 

homeostático entre el número de nuevas células que se generan y el número de células 

dañadas o no requeridas que se eliminan del cuerpo. Está altamente regulada dependiendo 

de la recepción de múltiples señales extracelulares e intracelulares, la integración y 

amplificación de estas señales por segundos mensajeros y, por último, la activación de las 

proteasas efectoras de la muerte. Así, la proliferación celular incontrolada puede conducir 

a situaciones patológicas como el cáncer que puede resultar en la muerte del organismo, 

mientras que un nivel excesivo de muerte celular puede resultar en enfermedades como 

el Alzheimer, la enfermedad de Parkinson o la artritis reumatoide (D’Arcy, 2019; 

Dragovich et al., 1998; Zakeri & Ahuja, 1997). 

La apoptosis se caracteriza por una serie de cambios morfológicos y moleculares 

como son la disminución del tamaño celular (picnosis) debido a la condensación del 

núcleo y el citoplasma, seguido de una fragmentación y degradación del ADN 

internucleosomal, y la formación de “burbujas” en la superficie celular sin destrucción de 

la membrana celular (zeiosis). La reducción del volumen celular origina vesículas que 

envuelven el material intracelular denominadas cuerpos apoptóticos. In vivo, los 

macrófagos fagocitan estos cuerpos apoptóticos, atraídos por ligandos específicos como 
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la fosfatidilserina (Jitkaew et al., 2009). In vitro, tanto los cuerpos apoptóticos como los 

fragmentos de células restantes se hinchan y se lisan. Esta fase terminal de muerte celular 

in vitro ha sido denominada “necrosis secundaria” (Galluzzi & Kroemer, 2017) (Figura 

1.3.). 

 

Figura 1.3. Representación esquemática del proceso de muerte por apoptosis: condensación de 

los orgánulos, fragmentación nuclear y formación de cuerpos apoptóticos junto con la necrosis 

secundaria (Cascales Angosto, 2003). 

 

La muerte celular apoptótica tiene una estrecha relación con las mitocondrias 

puesto que son el sitio intracelular primario del consumo de oxígeno y la principal fuente 

de especies reactivas de oxígeno (ERO), la mayoría de las cuales se originan a partir de 

la cadena respiratoria mitocondrial (Marí et al., 2009). La mitocondria amplifica la 

respuesta apoptótica liberando inductores apoptóticos con capacidad de iniciar la cascada 

de caspasas y la permeabilización de la membrana mitocondrial. Los efectores de la 

apoptosis mitocondrial se encuentran en todos los tipos celulares y parece que se 

conservan incluso en las células tumorales. Esta relación se asocia frecuentemente con la 

generación de ERO y las alteraciones redox, que implican un componente importante en 

la señalización (Carmody & Cotter, 2001). 

1.2.1.1. Caspasas 

Las caspasas son una familia de genes importantes para mantener la homeostasis 

mediante la regulación de la muerte celular y la inflamación. Se trata de un grupo de 

proteínas citosólicas que presentan una similitud en la secuencia de aminoácidos, en la 

estructura, y en la especificidad por el sustrato (Green, 2022b). Reciben este nombre ya 

que todas tienen un grupo cisteína altamente conservado en el centro activo y, además, la 

mayoría de ellas reconocen una secuencia de 4 aminoácidos (x-Glu-x-Asp) y cortan el 
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enlace peptídico del lado carboxilo del aspártico. Otro aspecto en común es el hecho de 

que son hidrolasas. En conjunto, sus características le dan el nombre de caspasa (C-isteína 

ASP-ártico hidrol-ASA) (Boice & Bouchier-Hayes, 2020). 

La mayoría de las caspasas son expresadas como proenzimas que contienen tres 

dominios: un prodominio N-terminal de longitud variable, seguido de una subunidad 

mayor de 20 kDa y una subunidad menor de 10 kDa en el extremo C-terminal. Desde el 

punto de vista funcional, las caspasas se pueden clasificar en dos grupos, las caspasas 

inflamatorias (-1, -4, -5) y las caspasas apoptóticas. Estas últimas, a su vez, se subdividen 

en iniciadoras (-2, -8, -9 y -10) o efectoras (-3, -6, y -7), según su función en las diversas 

cascadas de señalización intracelular (McIlwain et al., 2013) (Figura 1.4.).  

 

Figura 1.4. Clasificación y estructura de caspasas (Cade & Clark, 2015). 

 

Las caspasas iniciadoras se activan por auto-proteólisis y actúan activando los 

elementos efectores en respuestas a estímulos pro-apoptóticos. Tienen un prodominio 

terminal que puede contener el dominio DED (Death Effector Domain) o el dominio 

CARD (Caspase Recruitment Domain), que les permiten interactuar con otras moléculas 

que regulan su activación (Sun, 2024). Por otro lado, las caspasas ejecutoras actúan en el 

desensamblaje de la célula y tienen un prodominio de 20-30 aminoácidos eliminados por 

proteólisis sin dominios estructurales. La proteólisis que las activan suele ser llevada a 

cabo por las caspasas iniciadoras. 
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La activación de las pro-caspasas implica el procesamiento proteolítico en los 

residuos de ácido aspártico que separa cada uno de estos tres dominios de la proenzima. 

Tras la proteólisis se produce una asociación entre la subunidad mayor y la menor para 

formar un heterodímero, y dos heterodímeros se asocian para formar un tetrámero con 

dos sitios catalíticos independientes. Dentro de cada sitio catalítico ambas subunidades 

unidas contribuyen a la unión del sustrato y a su catálisis (Green, 2022a) (Figura 1.5.).  

 

Figura 1.5. Activación de las procaspasas (Montoliu Ferrera, 2000). 

 

Todas las caspasas son sintetizadas como zimógenos (aunque se ha visto que la 

caspasa-8 tiene cierta actividad incluso antes de ser separada por su prodominio). Se 

localizan principalmente en el citosol, aunque pueden estar también en el núcleo y en la 

mitocondria. Su actividad se inhibe por proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 o las IAPs, 

entre otras (Boice & Bouchier-Hayes, 2020; Sun, 2024). 

1.2.1.2. Proteínas de la familia Bcl-2 

Las Bcl-2 son una familia de proteínas importantes en los procesos de 

permeabilización de la membrana mitocondrial y es un punto crucial en la vía intrínseca 

de la apoptosis. Su nombre deriva del protooncogén Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), 

importante en el bloqueo de la muerte celular. La familia está compuesta 

aproximadamente por 25 miembros, y se caracterizan por tener cuatro dominios de 

homología estructuralmente conservados: BH1, BH2 y BH3, los cuales se requieren para 
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interaccionar con otros miembros de la familia Bcl-2, mientras que el dominio BH4 media 

funciones de control del ciclo celular (Czabotar et al., 2014; Gillies & Kuwana, 2014). 

La familia de las proteínas Bcl-2 se puede dividir en tres grupos basados en su 

estructura y función (Czabotar et al., 2014; Shubach et al., 2015): 

1. Las proteínas anti-apoptóticas, que en general contienen los cuatro dominios 

de homología. Dentro de este grupo se encuentran Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, y Mcl-1, que 

bloquean la apoptosis inhibiendo a sus homólogos pro-apoptóticos. 

2. Las proteínas pro-apoptóticas Bax/Bak o proteínas efectoras multidominio 

que comparten homología en los dominios BH 1-3. 

3. Las proteínas de dominio único BH3, que comparten homología únicamente 

en el dominio corto y vigilan el bienestar de la célula, siendo las más relacionadas con los 

mecanismos de supervivencia celular, ya sea por la inhibición o activación de miembros 

apoptóticos. Dentro de este grupo se encuentran las proteínas Bim, Puma, Bad y Noxa, 

entre otras (Figura 1.6.) (Czabotar et al., 2014; Shubach et al., 2015). 

 

Figura 1.6. Clasificación de la familia de proteínas Bcl-2 según su estructura y función 

(Shubach et al., 2015). 
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1.2.1.3. Vías de inducción de la apoptosis 

Existen dos vías clásicas de señalización que conducen a la activación de la PCD: 

1) la ruta de los receptores de muerte o extrínseca, que implica la activación de 

determinados miembros de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral 

(TNF), como las rutas de Fas-R/FasL o TRAIL-R/TRAIL, que tienen un papel 

fundamental en la inflamación e inmunidad; y 2) la ruta mitocondrial o intrínseca, 

inducida por distintas formas de estrés celular, como puede ser el causado por la ausencia 

de factores de crecimiento, pérdida de adhesión del sustrato, daño al ADN, activación de 

oncogenes, infección viral, radiaciones ionizantes, radiaciones ultravioletas, etc. Las dos 

vías pueden solaparse, aunque la transducción de señales es diferente (Elmore, 2007). 

En la ruta apoptótica extrínseca o mediada por receptores, las células pueden 

entrar en apoptosis en respuesta a un estímulo inducido por la unión de los denominados 

ligandos de muerte a sus receptores específicos (proteínas transmembrana). Tras la unión 

del ligando, lo receptores de muerte se unen a través de sus dominios de muerte a 

proteínas adaptadoras. Estas proteínas adaptadoras tienen dominios DED que interactúan 

con los dominios DED de las caspasas iniciadoras. En este momento, se desarrolla un 

complejo de señalización inductor de muerte (DISC) que conduce a la activación auto-

catalítica de la pro-caspasa-8. Posteriormente, la caspasa-8 activa las caspasas ejecutoras 

desencadenando la apoptosis (Wong, 2011) (Figura 1.7.). 

Por otro lado, la muerte celular por apoptosis intrínseca o mitocondrial puede ser 

desencadenada por distintas condiciones que dan lugar a estrés intracelular, incluyendo 

daño en el ADN, estrés oxidativo, y sobrecarga de Ca2+ en el citosol (Espino et al., 2011a; 

Espino et al., 2011b; Espino et al., 2010c), entre otras. La señal apoptótica induce la 

desfosforilación de la proteína Bad, la cual no puede ser retenida por el chaperón 14-3-3 

y se libera. Una vez liberada, Bad se une a la proteína anti-apoptotica Bcl-2 en la 

superficie mitocondrial y la inactiva. Esto libera a la proteína Bax (pro-apoptótica), la 

cual provoca un cambio en el potencial de membrana mitocondrial (Bejarano et al., 

2009b) y la apertura del poro de permeabilidad transitoria de la membrana mitocondrial 

(mPTP). Esto provoca la salida de citocromo c y otras proteínas mitocondriales, como el 

factor inductor de la apoptosis (AIF), la endonucleasa G, Smac/DIABLO y la proteasa de 

serina Omi/HtrA2, desde el espacio intermembrana hacia el citosol. Posteriormente, el 

citocromo c citosólico se une a la proteína Apaf1 y se desencadena la formación de un 
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complejo llamado apoptosoma, que recluta a la pro-caspasa-9, lo que permite su 

activación por auto-proteólisis. La caspasa-9, a su vez, activa a las caspasas ejecutoras (3, 

6, y/o 7) que actuaran sobre otros sustratos, iniciando así la cadena de eventos apoptóticos 

posteriores (D’Arcy, 2019; Pistritto et al., 2016; Willis et al., 2007) (Figura 1.7.). 

 

Figura 1.7. Diagrama esquemático de las vías intrínseca y extrínseca de la apoptosis (Goldar 

et al., 2015). 

 

En cuanto a las proteínas mitocondriales liberadas, tanto la AIF como la 

endonucleasa G estimulan la apoptosis independiente de caspasas, mientras que 

Smac/DIABLO y Omi/HtrA2 inhiben la acción de las IAPs (Gillies & Kuwana, 2014; 

Goldar et al., 2015). 

1.2.1.4. Especies reactivas de oxígeno (ERO) en la apoptosis  

Las ERO son moléculas altamente reactivas que contienen oxígeno, 

superóxidos, peróxidos y radicales hidroxilos. Las ERO intracelulares son producidas 

principalmente por las mitocondrias, en gran medida, por la velocidad del flujo de 

electrones a través de los complejos de la cadena respiratoria (Poyton et al., 2009; J. 
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Zhang et al., 2016). Clásicamente, las ERO se consideran como moléculas defensoras del 

huésped liberadas por los neutrófilos para destruir patógenos, aunque pueden conducir al 

estrés oxidativo en las mitocondrias e inducir la apoptosis.  

Las ERO se asocian frecuentemente con la citotoxicidad, pero también activan 

o desactivan una variedad de receptores, proteínas, iones y otras moléculas de 

señalización asociadas al estado redox celular (Yu et al., 2016). Los miembros de la vía 

apoptótica mitocondrial son potencialmente excelentes dianas para terapias inducidas por 

apoptosis, ya que la mitocondria integra señales de vías de supervivencia (citoquinas y 

Bad) y de muerte (p53 y Bax). Por eso, algunos estudios han reportado que agentes 

oxidantes como el H2O2 desencadenan la activación de la proteína pro-apoptótica Bid y 

un aumento de la externalización de la fosfatidilserina y fragmentación del ADN 

(Bejarano et al., 2009a; Bejarano et al., 2011).  

Por otro lado, las ERO regulan la apertura del mPTP, un canal grande y no 

específico que abarca la membrana mitocondrial interna y la membrana mitocondrial 

externa, y que media los cambios de permeabilidad que inician la muerte celular por la 

vía mitocondrial (Basañez et al., 2012; Y. Liu & Chen, 2013). Esto ocurre cuando el mPTP 

se abre en respuesta a varias señales de permeabilidad mitocondrial, lo cual altera el 

gradiente electroquímico de protones, impulsa la producción de más ERO y, en última 

instancia, induce la hinchazón y la ruptura del orgánulo. Las ERO modulan directamente 

la apertura del mPTP oxidando el propio canal, aunque también lo hacen indirectamente 

al aumentar la concentración de Ca2+ mitocondrial que, a su vez, favorece la producción 

de ATP y la generación de más ERO durante la fosforilación oxidativa (Voronina et al., 

2014). En la vía extrínseca de la apoptosis, las ERO son producidas por el ligando Fas 

como un evento anterior para la activación del receptor Fas mediante fosforilación, lo que 

es a su vez necesario para el posterior reclutamiento de proteínas asociadas con Fas que, 

finalmente, desencadenan la apoptosis (S. C. Gupta et al., 2012). 

En definitiva, la permeabilización de las membranas debido al estrés oxidativo 

persistente juega un papel crítico en los mecanismos de diversos agentes 

quimioterapéuticos y, por lo tanto, estas terapias dirigidas a las mitocondrias pueden ser 

útiles en enfermedades proliferativas como el cáncer, usando la apoptosis como una 

herramienta eliminadora (Poyton et al., 2009; Y. Zhou et al., 2017). 
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1.3. Quimioterapia 

En los últimos 40 años, la quimioterapia se ha convertido en una de las 

modalidades más utilizadas en el tratamiento del cáncer con una amplia variedad de 

fármacos. La quimioterapia consiste en el uso de sustancias con capacidad para destruir 

células y tejidos cancerosos, con el fin de lograr la reducción de la enfermedad. Los 

agentes quimioterápicos suelen ser efectivos en células neoplásicas, ya que tienen un 

metabolismo alterado y más rápido que las células sanas, pero también provocan efectos 

secundarios como nefrotoxicidad, cardiotoxicidad y neurotoxicidad. Entre los 

quimioterápicos más usados se encuentran aquellos que contienen metales. De hecho, el 

uso de metaloides en medicina posee ya una larga trayectoria histórica, pero todavía 

continua el desafío de conseguir una mayor selectividad hacia las células tumorales.  

1.3.1. Cisplatino (CisPt) 

El CisPt también nombrado cis-diamminadicloroplatino(II) es un compuesto 

metálico con una geometría molecular plano cuadrada (Figura 1.8.) En 1965, Rosenberg 

descubrió la capacidad del CisPt de inhibir la división celular de Escherichia coli, a partir 

de lo cual surgió la idea de utilizar este compuesto para impedir el desarrollo de células 

cancerígenas (Rosenberg et al., 1965). Fue el primer compuesto de platino (Pt) aprobado 

por la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) para el tratamiento del 

cáncer en 1978. En condiciones generales es estable, pero puede transformarse 

lentamente en el isómero trans (Kelland, 2007). Se trata de un fármaco efectivo contra 

ciertos tipos de cáncer como el de testículo, con el que se consigue entre un 70% y 90% 

de éxito. Entre otros tipos de cáncer con los cuales es efectivo este compuesto están el 

cáncer de ovario, carcinomas útero-cervicales, cáncer de pulmón y otros tipos de tumores 

como osteosarcoma y neuroblastoma (Dasari & Bernard Tchounwou, 2014; Florea & 

Büsselberg, 2011; Pariente et al., 2016). Actualmente, este compuesto se utiliza en 

combinación con otros fármacos (5-fluorouracilo o paclitaxel) en el tratamiento de otros 

tipos de tumores como melanomas o el cáncer de mama (Tsvetkova & Ivanova, 2022).  
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Figura 1.8. Cis-diamminadicloroplatino(II) (CisPt). 

 

El CisPt se administra por vía intravenosa y, una vez dentro de la célula, se 

convierte en una forma altamente reactiva. Puede reaccionar con una variedad de sustratos 

citoplasmáticos, especialmente con nucleófilos endógenos como glutatión reducido 

(GSH), metionina, metalotioneínas y otras proteínas a través de sus cisteínas (Macciò & 

Madeddu, 2013). En cuanto al mecanismo de acción propuesto para el CisPt, se considera 

que, una vez que el compuesto se encuentra en el compartimento intracelular, sufre un 

proceso de hidrólisis a través del cual uno o los dos ligandos cloro son sustituidos por 

moléculas de agua formándose los cationes [PtCl(H2O)(NH3)2]
+  o  [Pt(H2O)2(NH3)2]

+, 

respectivamente, los cuales, al estar cargados positivamente, no pueden salir de la célula. 

La diferencia que existe entre la concentración de cloruros en el interior celular (~4-20 

mM) y la alta concentración de agua (~50 mM) favorece que se lleven a cabo las 

reacciones de hidrólisis del compuesto, dando lugar a las mencionadas acuoespecies 

catiónicas, las cuales interaccionarán con el ADN en un paso posterior. Por lo tanto, tras 

la activación del CisPt, el producto hidrolizado con capacidad de reaccionar con cualquier 

nucleófilo se enlaza con el centro reactivo N7 de un residuo de una base púrica, 

especialmente guanina, lo que conduce a la torsión de la doble hélice del ADN que da 

lugar a la formación de los llamados aductos Pt-ADN. Este tipo de unión conduce 

aproximadamente al 90% del total de los aductos responsables de los efectos citotóxicos 

del complejo metálico (Ahmad, 2010), provocando cambios en la estructura secundaria 

del ADN e inhibiendo los procesos de replicación y transcripción celular (Jamieson & 

Lippard, 1999). Por tanto, y como se ha indicado anteriormente en la sección 1.2.1.3., se 

puede concluir que el CisPt provoca principalmente la muerte celular por apoptosis 

(Jamieson & Lippard, 1999). 

También se pueden formar distintos tipos de aductos entre el CisPt y la molécula 

de ADN, desde la reacción del monoaducto hasta cruzamientos tanto intercatenarios como 

intracatenarios con el ADN. En la Figura 1.9. se muestra la mayoría de los posibles 

aductos CisPt-ADN (Crul et al., 2002). El mayor porcentaje de aductos se produce entre 
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guaninas adyacentes 1,2-d(GpG) (60-65%) (figura 1.9.d), los cuales son los que confieren 

las propiedades antitumorales al CisPt. El resto de los aductos CisPt-ADN se establecen 

por la unión de guaninas con adeninas del tipo 1,2-d(ApG) (~20%) y uniones cruzadas 

1,3-intracatenarias, intercatenarias o de enlaces con los residuos de cisteína de las 

proteínas (Figura 1.9.). 

 

Figura 1.9. Posibles aductos del CisPt con el ADN (CisPt-ADN). a) CisPt unido a la guanina (X 

puede ser el ligando cloro original, o un ligando aqua); b) enlace cruzado entre cadenas; c) 

enlace CisPt-guanina-proteína; d) enlace cruzado intracatenario GpG; e) enlace cruzado 

intracatenario GpNpG (N representa una base nitrogenada); f) enlace cruzado intracatenario 

ApG (Crul et al., 2002). 

 

El CisPt es uno de los fármacos más atractivos entre los diferentes medicamentos 

de quimioterapia que se usan ampliamente para el cáncer; no obstante, su uso está 

limitado por la resistencia intrínseca o adquirida por varios tipos de cáncer, así como los 

efectos tóxicos secundarios que provoca en célula sanas.  

Hay multitud de factores que intervienen en la resistencia del CisPt dependiendo 

de la línea celular y los tipos de cánceres. Algunos de los más importantes implican una 

disminución de la cantidad de CisPt intranuclear debido a una menor captación celular y 

un aumento del flujo de salida del complejo. El CisPt puede ingresar en la célula por 

mecanismos de transporte activo a través de canales transmembrana. Principalmente, la 

entrada de CisPt esta mediada por el canal CTR1, un transportador de cobre de alta 

afinidad. En este sentido, en líneas celulares resistentes al CisPt, este transportador se 



1. Introducción  

19 

expresa en menor medida por lo que se forman menos enlaces bifuncionales en el ADN 

provocando una resistencia adquirida (Makovec, 2019).  

Se han descrito otros tipos de mecanismos por los cuales las células cancerosas 

se pueden volver resistentes al CisPt, como por ejemplo el aumento de la actividad del 

sistema de reparación por escisión de nucleótidos (NER). El NER repara el ADN 

eliminando aductos de Pt-ADN, disminuyendo así la eficacia del CisPt (Friedberg et al., 

2006). Existen numerosas evidencias de que, entre todas las proteínas implicadas en este 

sistema de reparación, la sobreexpresión de la proteína de reparación por escisión del 

ADN ERCC1 (Excision Repair Complementing defective in Chinese hamster 1) es crítica 

en la resistencia al CisPt (H. W. Lee et al., 2009). En pacientes con tumores gástricos, se 

ha encontrado un mayor nivel de expresión de ERCC1 en aquellos con resistencia al 

quimioterápico (Y. P. Liu et al., 2013). En otros tipos de tumores, como el cáncer de ovario 

(Dabholkar et al., 1994), el cáncer de pulmón de células no pequeñas (W. Zhou et al., 

2004) y el cáncer testicular de células germinales, se han obtenido resultados similares 

(Mendoza et al., 2013). 

Además, la inactivación del CisPt se considera otra contribución notable a la 

resistencia al CisPt. Una vez que el complejo metálico se hidroliza, interactúa con centros 

nucleófilos de moléculas endógenas como el GSH, la metionina y algunas proteínas en el 

citosol. Así, una vez que el CisPt entra en la célula, puede ser inactivado por estas 

interacciones (Rabik & Dolan, 2007). Se ha observado que algunas líneas celulares 

tumorales resistentes al CisPt, como la línea de carcinoma de pulmón A549/CisPt, poseen 

niveles más altos de GSH y, por tanto, acumulan menos fármaco que las líneas sensibles, 

como la línea celular A549 (W. J. Wu et al., 2013). Finalmente, la resistencia a CisPt 

también parece implicar alteraciones genéticas y epigenéticas de los componentes de esta 

red de señalización compleja, como las proteínas de la familia Bcl-2, survivina, caspasas 

o p53 (Makovec, 2019). 

1.3.2. Derivados del CisPt 

Muchos fármacos derivados del CisPt han entrado en ensayos clínicos, pero 

solamente dos han sido aprobados para su uso a nivel mundial: carboplatino y oxaliplatino 

(Wheate et al., 2010). Asimismo, existen otros compuestos de Pt con licencia para su uso 
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como quimioterápico en países asiáticos como son el nedaplatino (Japón), el heptaplatino 

(Corea) y el loboplatino (China) (Figura 1.10.) (Dilruba & Kalayda, 2016). 

 

 

Figura 1.10. Estructura química de los fármacos de Pt utilizados clínicamente (Dilruba & 

Kalayda, 2016). 

 

Aunque los compuestos de Pt(II) siguen siendo los más usados para el 

tratamiento de entre el 50-70% de los casos de cáncer, los problemas de efectos 

secundarios adversos y resistencia al tratamiento de algunos tipos de cáncer siguen 

persistiendo. Este hecho evidenció la necesidad de marcar una serie de pautas para 

establecer una relación estructura-actividad y mejorar el número de complejos bioactivos.  

Así, para diseñar nuevos fármacos anticancerígenos de Pt(II), se pueden 

modificar varias características estructurales. Como muestra la Figura 1.11., estos 

compuestos presentan en su estructura dos tipos de ligandos. Los ligandos L suelen 

contener átomos de nitrógeno dadores de electrones y se les considera grupos no lábiles 

porque forman enlaces termodinámicamente estables con el átomo de Pt y aparecen en el 

aducto final Pt-ADN. Las modificaciones de estos ligandos afectan directamente a la 

naturaleza de los aductos resultantes y, por tanto, a la forma en que los mecanismos de 

reparación celulares responden a estos aductos. Por otra parte, los ligandos X desaparecen 

en el aducto final Pt-ADN, por ello se les considera grupos lábiles. Las modificaciones 

de estos ligandos pueden alterar tanto la estequiometria como la cinética de reacción del 

compuesto antitumoral (Wilson & Lippard, 2014). 
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Figura 1.11. Tipos de ligandos en los compuestos quimioterapéuticos de Pt(II). 

 

Inicialmente, se consideró que solo podían tener actividad antitumoral los 

complejos de Pt que tuvieran como ligandos no lábiles aminas con al menos un hidrógeno 

sin sustituir, es decir, aminas primarias o secundarias, ya que era necesario que la amina 

tuviera un mínimo de átomos de hidrógeno que pudieran enlazar al ADN mediante enlace 

por puente de hidrógeno. Actualmente, se considera que la presencia de estas aminas 

pocos sustituidas en los quimioterápicos es solo un hecho deseable para que no se den 

impedimentos estéricos entre el complejo de Pt y el ADN al formarse el aducto entre ellos 

(Hambley, 1997).  

En relación a los ligandos lábiles, la toxicidad de los fármacos de Pt está 

directamente relacionada con la hidrólisis de los mismos, es decir, con la facilidad con la 

que estos grupos son sustituidos por moléculas de agua en su estructura. Así, por ejemplo, 

la sustitución de los ligandos cloro por un dicarboxilato reduce significativamente la 

velocidad de hidrólisis de los complejos de Pt, lo que se traduce en una menor toxicidad 

de estos últimos (Wheate et al., 2010). Como consecuencia, carboplatino y oxaliplatino 

exhiben menor reactividad y menor cinética de unión al ADN que CisPt, lo que se traduce 

en menos efectos secundarios (Cui et al., 2014).  

Por tanto, es necesario seguir sintetizando y estudiando la actividad citotóxica 

de complejos de Pt(II) estructuralmente similares al CisPt, de forma que con pequeñas 

variaciones estructurales se puedan obtener relaciones estructura-actividad que faciliten 

el diseño de nuevos fármacos con aplicación clínica. En este trabajo, se ha optado por 

utilizar complejos de Pt(II) ya sintetizados o de nueva síntesis con modificaciones en los 

ligandos no lábiles respecto del CisPt. 

1.3.2.1. Derivados de [PtCl2(N-N)] (N-N = ligandos bidentados) 

Una de las estrategias que se viene siguiendo y de las más utilizadas para el 

desarrollo de fármacos anticancerígenos de Pt(II) es la coordinación de ligandos 
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bioactivos o potencialmente bioactivos al centro metálico, ya que este enlace puede influir 

en las propiedades químicas y biológicas de estos ligandos (Chiang et al., 2012). Entre 

estos ligandos bioactivos podemos encontrar derivados de tiazolinas, tiazinas y pirazol. 

Las tiazolinas son heterociclos de cinco miembros derivados del tiazol que contienen un 

átomo de nitrógeno y un átomo de azufre. Presentan un doble enlace y se pueden clasificar 

en función de la posición relativa de dicho enlace (Figura 1.12.A). Las tiazinas son 

heterociclos orgánicos que están formados por seis átomos con la presencia de dos 

heteroátomos, uno de azufre y otro de nitrógeno, los cuales pueden encontrarse en 

distintas posiciones del anillo (Figura 1.12.B). Y, por último, el pirazol es un compuesto 

orgánico heterocíclico que consiste en un anillo aromático simple de tres átomos de 

carbono y dos nitrógenos en posiciones adyacentes (Figura 1.12.C). 

 

Figura 1.12. (A) Estructura química del tiazol y sus derivados (tiazolinas). (B) Estructura 

química de las tiazinas. (C) Estructura química del pirazol. 

 

En cuanto a las propiedades biológicas de compuestos que contengan estos 

heterociclos se han encontrado productos naturales con actividad anticancerígena, como 

por ejemplo los tantazoles (Figura 1.13.) (Alsharif & Alam, 2017), compuestos que 

contienen en su estructura anillos de 2-tiazolina. 
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Figura 1.13. Estructura química general del tantazol. 

 

 Por otro lado, se han sintetizado oligómeros sintéticos derivados de la 2-

tiazolina que pueden inhibir el crecimiento celular en cáncer de páncreas, próstata y colon 

(Sondhi et al., 2009). Asimismo, se han obtenido compuestos de coordinación de cobre(II) 

con ligandos derivados de tiazolina que han mostrado cierto potencial citotóxico frente a 

las líneas celulares HT-29, T47D, L929 y HeLa (Bolos et al., 2002), al tiempo que inducen 

acciones antinflamatorias y antitumorales in vivo (Chaviara et al., 2005).  

Igualmente, los derivados de 1,3-tiazina (Figura 1.14.) han demostrado ser 

potentes agentes citotóxicos contra líneas celulares de mama, esófago (Nagendra Prasad 

et al., 2019) y leucemia (Ferreira et al., 2013). 

 

Figura 1.14. Estructura química de los derivados de 1,3-tiazina con actividad antitumoral. 

 

 

Con relación al anillo de pirazol descrito anteriormente, este presenta una 

relevancia biológica única, siendo bien conocidas las propiedades anticancerígenas de 

varios derivados de este heterociclo (Faria et al., 2017; Keter & Darkwa, 2012). Así, 

algunos complejos de Pt(II) con ligandos derivados de difenil-pirazol (Figura 1.15.) 

mostraron propiedades citotóxicas similares al CisPt y fueron capaces de esquivar la 

albumina y el glutatión como mecanismos de resistencia (Querino et al., 2020). 
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Finalmente, se ha descrito que complejos de Pt(II) que contienen pirazol pueden 

desencadenar una actividad pro-apoptótica, por lo que estos ligandos bioactivos se 

podrían considerar candidatos prometedores para el desarrollo de fármacos contra el 

cáncer (Czarnomysy et al., 2018). 

 

 

Figura 1.15. Complejo de Pt(II) con ligandos derivados de difenil-pirazol. 

 

Por consiguiente, una vez puesto de manifiesto el interés biológico que muestran 

los anillos de pirazol, 1,3-tiazina y 2-tiazolina, en la presente memoria se ha efectuado la 

síntesis de compuestos de coordinación de Pt(II) con ligandos bidentados potencialmente 

bioactivos que contengan en su estructura uno o dos de los heterociclos mencionados en 

este apartado. 

1.3.2.2. Derivados de [PtCl2(NH2R)(NH3)] (R = grupo alquilo o arilo) 

La síntesis de complejos de Pt(II) de formula general [PtCl2(NH2R)(NH3)] 

representan una estrategia novedosa a la hora de obtener nuevos derivados de CisPt. Así, 

cuando un ligando NH3 del CisPt se sustituye por ligandos monodentados, los compuestos 

pueden adquirir una reducción de su hidrólisis, y una mayor solubilidad y estabilidad 

cinética (Hambley, 1997). 

Investigaciones en este sentido han conducido a la obtención de un complejo de 

Pt(II), picoplatino (Figura 1.16.), el cual ha demostrado su eficacia en ensayos clínicos en 

fase III para el tratamiento de cáncer colorrectal, prostático y diversos linfomas (Wheate 

et al., 2010). 
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Figura 1.16. Estructura química del picoplatino. 

 

Además, en algunos estudios mediante la sustitución de un NH3 por aminas 

primarias, las propiedades antitumorales se han visto mejoradas con respecto al fármaco 

de referencia CisPt, especialmente con aminas cíclicas (Rochon & Buculei, 2005). Como 

ejemplo de aminas primarias, se encuentran las cloroanilinas, las cuales, en algunos 

complejos de Pt(II), han mejorado las propiedades citostáticas y antitumorales in vitro e 

in vivo frente a células de leucemia y melanoma con respecto al CisPt (Craciunescu et 

al., 1985). Además, en trabajos anteriores realizados por los grupos de investigación de 

“Química de la Coordinación” del área de Química Inorgánica y “Neuroinmunofisiología 

y Crononutrición” del área de Fisiología de la Universidad de Extremadura, se ha 

comprobado que la presencia o no de un derivado 3,4-dicloroanilina en ligandos 

estructuralmente similares enlazados a Pt(II) determina la mayor o menor actividad 

biológica de los respectivos complejos (Figura 1.17.). Así, la presencia de este derivado 

ha tenido la capacidad de mejorar la actividad biológica en líneas celulares de cáncer de 

colon HT-29 y leucemia U-937 (Fernández-Delgado et al., 2020; Fernando J. Barros et 

al., 2015). 

 

Figura 1.17. Complejos de Pt(II) similares en presencia o no de un derivado de anilina. 
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1.3.3. Complejos de paladio(II) (Pd) 

El desarrollo de compuestos de coordinación de Pt(II) como ion metálico central 

ha promovido la síntesis de nuevos complejos de iones metálicos diferentes con actividad 

antitumoral. Así, en los últimos años se han sintetizado varios complejos de Pd(II) debido 

a la similitud de la química de coordinación entre los iones metálicos Pt(II) y Pd(II), los 

cuales muestran propiedades citotóxicas (Kapdi & Fairlamb, 2014; Lazarević et al., 

2017). 

Estos complejos de Pd(II) reaccionan más rápido que sus análogos de Pt(II) y, 

aunque son algo menos estables tanto desde el punto de vista termodinámico como 

cinético, presentan una mayor solubilidad (Bugarčić et al., 2015). El hecho de que estos 

complejos de Pd(II) presenten una mayor reactividad conduce a la formación de especies 

químicas no deseadas antes de alcanzar las biomoléculas dianas e incluso una baja 

actividad antitumoral. Estos inconvenientes pueden superarse utilizando agentes 

quelantes adecuados para formar complejos estables que reduzcan la reactividad del ion 

Pd(II) (Fanelli et al., 2016; Vojtek et al., 2019). La investigación en este sentido ya ha 

conducido al descubrimiento de un complejo de Pd(II), la padeliporfina (TOOKAD®), el 

cual ya ha sido aprobado para uso clínico (Azzouzi et al., 2015). Un estudio reciente 

indica que en general podría lograrse una mayor actividad en los complejos de Pd(II) 

utilizando ligandos más voluminosos o bidentados disminuyendo la reactividad de los 

compuestos (Alam & Huq, 2016). Por lo tanto, la formación de nuevos complejos 

metálicos con ligandos polidentados bioactivos que contengan en su estructura 

heterociclos con átomos N- y S- dadores, como pueden ser las tiazolinas y tiazinas 

descritas previamente, puede ser una buena estrategia en la búsqueda de fármacos de 

Pd(II). Asimismo, en estudios previos se han descritos varios complejos de Pd(II) que 

contienen anillos de tiazolina, tiazina o pirazol con propiedades citotóxicas (Akhmetova 

et al., 2020; Dehand et al., 1975). Así, en trabajos anteriores realizados por nuestros 

grupos de investigación, se pudo comprobar que un complejo de Pd(II) basado en 

tiazolina disminuía la viabilidad celular, desencadenaba la apoptosis dependiente de 

caspasa-9 y provocaba daño oxidativo en el ADN de células leucémicas humanas HL-60, 

sin afectar a la viabilidad de leucocitos humanos recién aislados (Figura 1.18.) (Espino et 

al., 2020). 
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Figura 1.18. Diferentes mecanismos de acción de los complejos de Pd(II) (Espino et al., 2020). 

 

1.4. Nanotecnología  

Desde finales del siglo XX, se ha producido un crecimiento significativo en la 

nanotecnología y la nanociencia. En 1974, el profesor japonés Norio Taniguchi fue el 

primero en usar el término nanotecnología, aunque ya en 1959 el físico estadounidense 

Richard Feynman, conocido como el padre de la nanotecnología, mencionó en su discurso 

"There's Plenty of Room at the Bottom" las enormes posibilidades del uso de la 

nanotecnología y la nanociencia, que aún no han sido exploradas por completo. La 

nanociencia es el estudio de partículas en la escala nanométrica (1·10-9 m), mientras que 

la nanotecnología representa su aplicación en el uso práctico (Bayda et al., 2020). 

El papel significativo que la nanotecnología ha adquirido en las últimas décadas 

se ha debido a la constante evolución científica en la búsqueda de soluciones más simples 

y avanzadas. Este rápido crecimiento del valor de los nanomateriales y de la aplicación 

de la nanotecnología se basa en cambios dinámicos y efectivos en la industria y uso 

adaptable de nanomateriales en el sector médico, farmacéutico, agricultura, industria 

alimentaria, construcción, cosmética, sector energético, electrónica, etc. (X. He et al., 

2019; Laux et al., 2018). 
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1.4.1. Nanomedicina  

La nanomedicina, en particular, es un área de investigación que combina la 

nanotecnología con las ciencias farmacéuticas y médicas. El diseño y estudio de nuevos 

fármacos, agentes de imagen y materiales a escala nanométrica, también conocidos como 

nanofármacos, son parte de esta nueva disciplina. El uso de estos sistemas 

nanoparticulados en medicina ha generado grandes expectativas porque podrían resolver 

muchos de los problemas de los tratamientos convencionales. 

Las nanopartículas (NP) son una nueva categoría de portadores con un tamaño 

de partícula de 10-1000 nm (Arsalan & Younus, 2018), que les confiere propiedades 

físicas y químicas únicas, haciéndolos indispensables en diversos campos. Así, las NP se 

pueden emplear como sistemas de administración dirigidos a dianas específicas, capaces 

de transportar suficientes terapias a células específicas liberando el fármaco de forma 

controlada. Los nanomateriales más empleados en estas terapias son: liposomas, micelas 

poliméricas, nanotubos de carbono, dendrímeros, partículas inorgánicas y materiales a 

base de sílice (Figura 1.19.). 

• Los liposomas son vesículas esféricas compuestas por un núcleo hidrófilo y una 

bicapa de fosfolípidos hidrófobos con una baja toxicidad intrínseca. Debido a esta 

composición, se dispersan de forma espontánea en medios acuosos, y permiten 

incorporar una gran carga de fármaco en su interior. De hecho, la FDA aprobó en 

1995 el primer fármaco que contenía este tipo de nanopartículas con el nombre de 

Doxil® para el tratamiento del sarcoma de Kaposi, cáncer de ovario y de mama 

(Barenholz, 2012). Desde entonces, ha habido docenas de combinaciones de 

liposomas y nanopartículas lipídicas con una aprobación para terapias contra el 

cáncer. A pesar de ello, existen algunas dificultades debido a la baja lipofilicidad 

de algunos compuestos (Newman et al., 1999) o su baja estabilidad 

postfuncionalización ante la presencia de disolventes orgánicos (Castillo et al., 

2017). 

• Las NP poliméricas están constituidas por macromoléculas coloidales formadas 

por diferentes monómeros originando una nanoesfera o nanocapsula (Fereig et al., 

2020). Se utilizan para la administración de fármacos que se encuentran dispersos 

en la matriz polimérica protegiéndolos del exterior. Esta protección de las 

moléculas cargadas conduce a un mayor tiempo de circulación sanguínea antes de 
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su llegada a la diana terapéutica. Sin embargo, la encapsulación con fármacos 

como el CisPt es un proceso complicado debido a las diferencias de 

hidrofobicidad (Avgoustakis et al., 2002) y sitios de carga no deseados, mostrando 

una actividad menor que los correspondientes complejos de Pt(II) libres (Moreno 

et al., 2008). 

• Por otro lado, los dendrímeros son macromoléculas poliméricas esféricas y 

ramificadas empleadas tanto en diagnóstico como en administración de fármacos 

debido a sus propiedades físicas y químicas estables (Gavas et al., 2021). Dichas 

estructuras se han funcionalizado con moléculas utilizadas en terapias 

antineoplásicas, como paclitaxel, 5-fluorouracilo y doxorrubicina, mostrando un 

aumento de su actividad farmacológica (Dichwalkar et al., 2017; Mi et al., 2013; 

Zhong & Da Rocha, 2016). Sin embargo, la toxicidad de los diferentes 

dendrímeros constituye una limitación para sus aplicaciones en biomedicina 

(Aurelia Chis et al., 2020). 

• La mayor parte de metales pueden sintetizarse como partículas inorgánicas, sin 

embargo, en nanomedicina las que más destacan son las NP de cobre y plata para 

aplicaciones antibacterianas, las NP de oro para transportar fármacos y 

fototérmicos, y las NP de magnetita para diagnóstico (Fereig et al., 2020). La 

formación de materiales híbridos o incluso combinaciones de la misma naturaleza 

es también una estrategia empleada en nanomedicina. Así, por ejemplo, NP de 

óxido de hierro se modificaron con dendrímeros y se cargaron con doxorrubicina, 

combinando así quimioterapia magnética e hipertermia y consiguiendo inhibir la 

viabilidad de células HeLa (Nigam & Bahadur, 2017).  

• Las NP de carbono se aplican en medicina en la encapsulación de fármacos debido 

a sus propiedades ópticas, mecánicas y electrónicas. Los nanotubos de carbono 

son unos de los más empleados y son utilizados como vehículo de fármacos, 

proteínas y ácidos nucleicos. Estos materiales mejoran la biodisponibilidad de los 

complejos metálicos como el CisPt provocando una liberación lenta a lo largo de 

días (Ajima et al., 2005; Almeida et al., 2024). Además, provocan una mayor 

entrada en las células comparada con los compuestos libres (Tripisciano et al., 

2009). Sin embargo, todavía se encuentran en las primeras etapas de aplicabilidad. 

• Finalmente, las NP mesoporosas de sílice (MSNs) se estudian hoy en día con fines 

biológicos como portadores de fármacos debido a sus propiedades 
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farmacocinéticas, siendo de las opciones más prometedoras de nanomaterial 

inorgánico. 

 

Figura 1.19. Nanopartículas más comúnmente utilizadas en sistemas de administración de 

fármacos. Creada con BioRender. 

1.4.1.1. Nanopartículas mesoporosas de sílice (MSNs) 

Las sílices mesoporosas se empezaron a investigar como posible opción 

terapéutica a finales de los años 2000 y, desde entonces, se han ido desarrollando y 

optimizando diferentes métodos sintéticos con el fin de estudiar la influencia de la 

naturaleza de la sílica, morfología, tamaño y distribución interna. 

Las sílices mesoporosas son una forma del dióxido de silicio (SiO2), natural o 

sintético, constituido por un material sólido poroso de un diámetro de 2-50 nm (Jafari et 

al., 2019). Las MSNs se sintetizan mediante un método dirigido por plantilla (Cai et al., 

1999) en presencia de un tensioactivo que se ensambla generando una estructura 

supramolecular que actúa como molde director de estructura obteniendo nanopartículas 

con un ordenamiento interno (Figura 1.20.) (Nam et al., 2018). Las MSNs más comunes 

son el MCM-41 hexagonal 2D y el SBA-15 cúbico 3D que muestran una variedad de 

tamaños de poro (2-10 nm)  (Yang et al., 2012), con una gran superficie y volumen para 

la adsorción y carga de fármacos dentro de los canales de poros. Una buena estructura 

mesoporosa y tamaño de poro ajustable permiten un mejor control de la cinética de carga 

y liberación de fármacos. Además, la sílice esta generalmente reconocida como segura 

por la FDA cuando se utiliza en estudios in vitro o in vivo (Chen et al., 2013; Li et al., 
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2019) y las evaluaciones de bioseguridad in vivo sobre citotoxicidad, biodegradación, 

biodistribución y excreción han arrojado resultados satisfactorios (Bruckmann et al., 

2022; Wang et al., 2015). Por lo tanto, todas estas características postulan a las MSN 

como buenos candidatos para transportar fármacos. 

 

Figura 1.20. Formación de materiales mesoporosos de sílice a partir de un surfactante como 

agente director (Nam et al., 2018) . TEOS: Ortosilicato de tetraetilo de sílice. 

 a) Sistemas de liberación de fármacos 

Los sistemas de liberación de fármacos (DDS) permiten controlar el momento y 

la zona de liberación del principio activo suministrado de manera óptima. Para que un 

nuevo nanomaterial sea candidato para su empleo como DDS debe ser biocompatible y 

biodegradable y, además, debe tener una gran capacidad de funcionalización/carga y no 

producir una liberación precoz. En este contexto, existen varias formas de incorporación 

de complejos metálicos en materiales nanoestructurados para obtener sistemas de 

liberación de fármacos (J. Gupta et al., 2023). La más común es la preparación de sistemas 

"clásicos", que consiste en una simple adsorción del complejo en los poros de la sílice 
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(Kankala et al., 2019). Esta forma clásica de carga mejora la cantidad de carga en el 

nanomaterial; sin embargo, requiere de "compuertas" para controlar que la liberación del 

fármaco no se produzca antes de lo deseado (Méndez et al., 2012; Siddiqui et al., 2022). 

Este tipo de sistemas emplea diferentes estrategias mediante un fenómeno estimulo-

respuesta, ya sea a través de estímulos internos (pH, temperatura, estados redox o 

reacciones enzimáticas) o externos (radiación, campos magnéticos o ultrasonidos). Por 

otro lado, un enfoque alternativo para la incorporación de complejos metálicos en la sílice 

es el uso de la unión covalente con la nanoestructura de sílice. Estos sistemas 

denominados "no clásicos" no requieren una liberación de la carga citotóxica, sino que 

pueden actuar directamente en el interior de la célula debido a la internalización y 

acumulación en la zona afectada (Ovejero-Paredes et al., 2022). Mediante este 

procedimiento de funcionalización covalente es posible la incorporación de otras 

moléculas de interés, por ejemplo, una molécula diana para aumentar la selectividad de 

los sistemas diseñados (Colilla & Vallet-Regí, 2020; Gisbert-Garzarán et al., 2020; Torabi 

et al., 2023). Asimismo, sistemas basados en sílice funcionalizada con proteínas (Díaz-

García et al., 2021; Song et al., 2019), vitaminas (Mai et al., 2017; Ugalde-Arbizu et al., 

2023) o azúcares (Niemelä et al., 2015; Sodagar Taleghani et al., 2019) se han preparado 

y han demostrado aumentar su actividad citotóxica debido principalmente a una mayor 

acumulación en la zona diana en comparación con aquellos sistemas que no tienen la 

molécula diana.  

b) MSN funcionalizadas con complejos de Pt(II) y Pd(II) 

Son muchos los sistemas de administración utilizados en el transporte de 

complejos metálicos, como vesículas poliméricas o dendrímeros (Castillo et al., 2017); 

sin embargo, el uso de MSNs como sistemas de administración de fármacos está ganando 

terreno por su versatilidad. La incorporación de complejos metálicos en este tipo de 

sistemas nanoparticulados permite solventar muchos de los inconvenientes asociados al 

uso de complejos metálicos libres, mejorando su biodisponibilidad.  

El carboplatino fue uno de los primeros compuestos empleados para ser 

adsorbido en disolución acuosa sobre nanomateriales de sílice, aunque se comprobó que 

la cantidad de carboplatino adsorbida para estas NP era baja en comparación con la 

cantidad adsorbida de otros fármacos (Di Pasqua et al., 2009). Debido a esto, y con el 
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objetivo de aumentar la cantidad de metalofármaco adsorbido sobre estos materiales, se 

ha desarrollado otra estrategia para fijar la carga de las NP de forma más efectiva y en 

mayor cantidad. Esta consiste en funcionalizar la superficie de las MSNs con silanos, 

como por ejemplo el 3-mercaptopropiltrietoxisilano, lo que permite la interacción tanto 

física como química entre grupos funcionales presentes en dichos silanos y las moléculas 

del fármaco, consiguiéndose así mejorar la incorporación de los metalofármacos en las 

NP (Díaz-García et al., 2023; Galabova, 2021). 

 Además, los silanos utilizados para funcionalizar la superficie de las MSN 

pueden ser modificados para que presenten grupos dicarboxílicos que puedan actuar 

como ligandos bidentados (Figura 1.21.A) uniéndose, por ejemplo, a especies activas de 

Pt(II) derivados del oxaliplatino, como el bis(nitrato)(1,2-

diamminodiclorohexano)platino(II). De esta manera, se obtienen MSNs funcionalizadas 

con esta especie activada de oxaliplatino mostrando una citotoxicidad y captación 

intracelular mejorada en relación con el oxaliplatino libre (Figura 1.21.B) (H. He et al., 

2014).  

 

Figura 1.21. Nanopartículas mesoporosas de sílice (MSNs) funcionalizadas con las especies 

activas de oxaliplatino. (A) Modificación de grupos carboxilo 1,2-bidentados en las MSNs; (B) 

MSN funcionalizadas con la especie activa y liberación intracelular del fármaco de Pt. [1] 

bis(nitrato)(1,2-diamminodiclorohexano)platino(II). (H. He et al., 2014). 

 

Por otro lado, el uso de MSNs como sistemas de administración de complejos 

de Pd(II) como fármacos se encuentra en estadios iniciales. No obstante, se ha estudiado 

algún compuesto in vitro frente a células cancerosas como el [PdCl2(cod)] (cod = 1,5-
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ciclooctadieno) observándose una citotoxicidad dosis dependiente en todas las líneas 

tumorales, por lo que se han postulado como potenciales tratamientos terapéuticos 

(Balbín et al., 2014).  Sin embargo, es necesario realizar más estudios sobre los aspectos 

mecanísticos de la inducción de la muerte celular promovida por estas NP.  

Por último, cabe mencionar que los materiales de sílice funcionalizados con 

compuestos metálicos pueden ofrecer una protección a dichos complejos frente a ataques 

nucleofílicos por parte del agua u otras moléculas. Esto es consecuencia de la unión de 

las MSNs con los compuestos de coordinación con actividad biológica que bloquea los 

ligandos lábiles frente a procesos de solvólisis o sustitución confiriendo al compuesto una 

vida media de reacción considerablemente elevada, lo que aumenta su eficacia terapéutica 

con una dosis menor del compuesto bioactivo (Díaz-García et al., 2023; Kankala et al., 

2019). 

1.5. Melatonina 

La melatonina, también conocida como N-acetil-5-metoxitriptamina, fue aislada 

e identificada por primera vez en 1958 por Lerner y colaboradores en el tejido de la 

glándula pineal bovina (Reiter, 1993). La melatonina es un indol de bajo peso molecular 

presente de manera ubicua en todos los organismos vivos. A pesar de tener una estructura 

simple, es una molécula pleiotrópica con importantes funciones biológicas desde 

bacterias hasta mamíferos (Hardeland et al., 2011). A este respecto, se trata de una 

hormona que regula el ciclo de sueño-vigilia (Arendt & Skene, 2005), tiene propiedades 

antioxidantes y puede ayudar a proteger a los organismos del estrés oxidativo al 

reaccionar con ERO y especies reactivas de nitrógeno (ERN) (Reiter et al., 2010). 

1.5.1. Estructura y síntesis 

La melatonina es una indolamina cuyos dos grupos funcionales son cruciales 

para la especificidad de la unión al receptor (Figura 1.22.). Además, su naturaleza 

anfipática y química de oxidación permiten que la molécula entre en cualquier célula, 

compartimento o fluido del cuerpo (Poeggeler et al., 2002). Este indol pineal es 

sintetizado y secretado principalmente por la glándula pineal siguiendo un patrón 

circadiano (Hardeland et al., 2012).  
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Figura 1.22. Estructura química de la melatonina. 

 

La biosíntesis de melatonina (Figura 1.23.) comienza con la captación de su 

precursor, el aminoácido esencial L-triptófano, que es tomado de la sangre por los 

pinealocitos. A continuación, el triptófano se transforma en 5-hidroxitriptófano mediante 

una hidroxilación. Posteriormente, el 5-hidroxitriptófano es descarboxilado para producir 

serotonina. Los niveles de serotonina en la glándula pineal, que son de manera general 

mucho mayores que en el resto del cerebro, son especialmente elevados durante el día, y 

caen marcadamente durante la noche como consecuencia de su conversión a melatonina. 

Esta conversión nocturna implica un proceso enzimático de dos pasos, en el cual, la 

serotonina se transforma en N-acetilserotonina (NAS), y posteriormente, tras una 

metilación, se convierte en N-acetil-5-metoxitriptamina, más comúnmente conocida 

como melatonina. 

En cuanto a la farmacocinética, la melatonina tiene una cinética lineal. Su 

absorción es rápida y alcanza el pico de dosis a los 40 minutos. Más del 60% de la 

melatonina circulante se metaboliza en el hígado. En primer lugar, es catabolizada en 6-

hidroximelatonina y excretada por la orina en forma de sulfatos y, en menor medida, ácido 

glucurónico. Otra vía metabólica importante es la formación de la N-acetil-N-formil-5-

metoxi-quinurenamina (AFMK) y N-acetil-5-metoxi-quinurenamina (AMK). Estos 

metabolitos de la melatonina son farmacológicamente activos y pueden inducir actividad 

de muerte celular por apoptosis. Asimismo, un 25% de la melatonina se excreta sin 

cambios (Boutin et al., 2005; Poza et al., 2022).  
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Figura 1.23. Ruta biosintética de la melatonina a partir del aminoácido triptófano.  

 

La melatonina no se almacena en el lugar de síntesis, sino que se secreta 

directamente tanto al líquido cefalorraquídeo como al torrente sanguíneo por difusión 

pasiva (Reiter et al., 2010).  

1.5.2. Mecanismo de acción 

Muchas investigaciones han destacado la capacidad de la melatonina en la 

regulación de procesos fisiológicos y bioquímicos (Pandi-Perumal et al., 2006). Parece 

que algunas de estas acciones dependen de la potente capacidad antioxidante y 

secuestradora de radicales libres de la melatonina. Sin embargo, la melatonina también 

puede actuar en mamíferos mediante la interacción con proteínas intracelulares, como la 

calmodulina, o mediante la unión a receptores específicos. Por lo tanto, la melatonina 

tiene mecanismos de acción múltiples actuando sobre receptores de membrana (MT1 y 

MT2), receptores nucleares (ROR/RZR), proteínas citosólicas dependientes de calcio 

(calmodulina, calreticulina), y la mitocondria, manteniendo la homeostasis mitocondrial 

y depurando radicales libres allí donde se produzcan. 

Los receptores de membrana (MT1 y MT2) pertenecen a la familia de receptores 

acoplados a proteína G (Dubocovich & Markowska, 2005; Reppert et al., 1994, 1995). 

Estos receptores metabotrópicos constituidos por siete dominios transmembrana 

comparten el 55% de la similitud de secuencia de aminoácidos y se unen a la melatonina 

con alta afinidad (Kinker et al., 2021). La activación de los receptores MT1 por la 
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melatonina conduce a diferentes respuestas, la mayoría de ellas dependientes de la 

inhibición del adenosín monofosfato cíclico (AMPc) a través de las proteínas G, y 

mediante aumentos del calcio citosólico. La unión de la melatonina a los receptores MT2 

conduce a la inhibición del nucleótido guanosín monofosfato cíclico (GMPc) y AMPc en 

menor medida. Tanto los receptores MT1 como MT2 pueden acoplarse también a vías 

dependientes de la fosfolipasa C (PLC) (Acuña-Castroviejo et al., 2014; Kinker et al., 

2021; J. Liu et al., 2016). Estos receptores de melatonina pueden influir en la patología 

del cáncer modulando el efecto oncostático de la melatonina en modelos de cáncer de 

mama, próstata (J. Liu et al., 2016) glioma y meduloblastoma humanos (Kinker et al., 

2021), entre otros. 

Además de los receptores de membrana mencionados anteriormente, existe un 

tercer sitio de unión de melatonina, anteriormente conocido como MT3, que ha sido 

identificado como una quinasa reductasa 2, con un perfil farmacológico distinto a MT1 y 

MT2 (Boutin & Ferry, 2019). Este sitio de unión presenta una afinidad "baja" por la 

melatonina (rango nanomolar) y una rápida cinética de asociación/disociación. Aunque 

se cree que dicho receptor interviene en los procesos de toxificación y detoxificación, aún 

se desconoce su papel fisiológico (Boutin & Ferry, 2019; Jockers et al., 2008).  

Existen también otras dianas que fueron identificadas como receptores nucleares 

hormonales, llamados RZR/ROR. Estos receptores son mediadores de la señalización 

nuclear de la melatonina y se pueden distinguir tres subtipos: RZR/RORα, RZR/RORβ y 

RORγ. Estudios previos han constatado que tienen la capacidad de controlar varios 

procesos fisiológicos y patológicos, como la respuesta inmunológica y el estrés oxidativo 

(Ding et al., 2019; Farez et al., 2016; Y. Zhang et al., 2022).  

 Por otro lado, la melatonina posee acciones que no dependen de la interacción 

con sus receptores debido a su capacidad antioxidante y como secuestrador de radicales 

libres (Espino et al., 2010a; Espino et al., 2011b; Espino et al., 2010b). Su estructura 

indólica y un potencial redox elevado hacen que la melatonina ceda electrones fácilmente 

y actúe como un potente agente reductor. Tras la interacción de la melatonina con el 

radical •OH o el anión superóxido (O2
-•), estos radicales libres de oxígeno se eliminan, y 

la melatonina se transforma en otros metabolitos como son las quinurenaminas AFMK y 

AMK. Ambos metabolitos, AFMK y AMK, son, a su vez, antioxidantes potentes y 

constituyen, junto a la melatonina, la denominada cascada antioxidante que puede depurar 

hasta cuatro ERO. Asimismo, la melatonina también es capaz de depurar ERN tales como 
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el anión peroxinitrito (ONOO-). Junto con sus propiedades secuestradoras de radicales 

libres, la melatonina protege las mitocondrias contra el estrés oxidativo al influir en el 

potencial de la membrana mitocondrial, facilitando así los procesos antioxidantes de 

transferencia de electrones dentro de la célula (Tan et al., 2016). Además, la melatonina 

actúa indirectamente como antioxidante regulando la actividad de enzimas como la 

glutatión peroxidasa (GPx), la glutatión reductasa (GRd), la superóxido dismutasa (SOD) 

y la catalasa (CAT), manteniendo unos niveles adecuados de GSH dentro de la célula y la 

mitocondria. 

Cada vez hay más pruebas que respaldan el efecto antiinflamatorio de la 

melatonina en los procesos inflamatorios tanto agudos como crónicos (Carrasco et al., 

2013; Carrasco, et al., 2014a; Carrasco et al., 2014b). Mediante la inducción de sepsis 

(proceso pro-inflamatorio que conduce a una disfunción orgánica) en modelos murinos a 

través de lipopolisacáridos, la melatonina ha demostrado una disminución de la respuesta 

inflamatoria (J. Zhang et al., 2020), una reducción de las citocinas proinflamatorias 

interleucina-1β (IL-1β) y TNF-α (Carrillo-Vico et al., 2005; Shang et al., 2009),  así como 

un aumento en los niveles de la citocina antiinflamatoria IL-4 en suero (Carrasco et al., 

2013; El-Shenawy et al., 2002). 

Por otro lado, los mecanismos de acción de la melatonina pueden ser mediados 

por la interacción de ésta con proteínas intracelulares, como la calmodulina. La alta 

afinidad de unión de la melatonina a la calmodulina sugiere que la hormona es capaz de 

modular la actividad celular uniéndose intracelularmente a la calmodulina en rangos 

fisiológicos (Benítez-King et al., 1993). Mediante este mecanismo, la melatonina puede 

inhibir in vivo la actividad de la calmodulina quinasa II (Fukunaga et al., 2002) y de la 

óxido nítrico sintasa neuronal (nNOS) relacionándolo con un efecto antiexcitotóxico y 

anticonvulsionante (León et al., 2000). 

1.5.3. Otros índoles hormonales  

Como ya hemos descrito anteriormente, la melatonina puede dar lugar a una 

cascada oxidativa depurando ERO o ERN, y transformarse en otros metabolitos activos. 

Además, la glándula pineal produce otras hormonas polipeptídicas e indolaminas que 

pueden llegar a tener un interés terapéutico y prometedor como la 5-metoxitriptamina (5-

MT). 
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La 5-MT, también conocida como mexamina, es un derivado de la triptamina 

estrechamente relacionado con la serotonina y la melatonina (Figura 1.24.) (Galzin et al., 

1988). Se ha demostrado que la 5-MT se produce naturalmente en animales en bajos 

niveles (Beck et al., 1982) y se biosintetiza a través de la monoaminooxidasa A, 

responsable de la desaminación oxidativa de la 5-MT en la glándula pineal (Galzin et al., 

1988; Raynaud & Pévet, 1991). La 5-MT actúa como un agonista total en diversos 

receptores de serotonina (Boess et al., 1997; P. H. Wu et al., 1988; Yamada et al., 1997) y 

parece seguir un ritmo biológico del mismo tipo que la serotonina, ya que los niveles 

máximos de este metabolito se producen por el día (en fase opuesta a la melatonina) 

(Galzin et al., 1988). 

 

Figura 1.24. Estructura química de la 5-metoxitriptamina. 

 

Este indol pineal puede mostrar propiedades anticancerígenas teniendo, al igual 

que la melatonina, una variedad de funciones, incluyendo la eliminación de radicales 

libres y la inducción de mecanismos de protección/reparación en las células 

(Kleszczyński et al., 2018). Además, se ha comprobado que la 5-MT puede ejercer, en 

dosis bajas, el mismo efecto terapéutico anticancerígeno en combinación con la 

quimioterapia que puede obtenerse mediante dosis farmacológicas de melatonina 

(Lissoni, 2007). Asimismo, en pacientes con cáncer metastásico, la combinación de 5-

MT con melatonina indujo una estabilización del 29% de la enfermedad (Lissoni et al., 

2012) y, además, redujo algunos efectos secundarios relacionados con la quimioterapia, 

como la trombocitopenia y la neurotoxicidad (Lissoni, 2007; Lissoni et al., 2003). 
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1.5.4. Efecto coadyuvante de la melatonina en el cáncer  

Durante las últimas décadas, se ha examinado el potencial antitumoral de la 

melatonina. Esta neurohormona se considera un agente anticancerígeno debido a sus 

acciones antiproliferativas, antimigratorias y/o pro-apoptóticas contra varios tipos de 

cáncer, especialmente en tumores de mama hormono-dependientes (Reiter et al., 2017). 

La melatonina aplica sus capacidades anticancerígenas a través de múltiples mecanismos, 

incluyendo la promoción de la apoptosis y/o autofagia, la modulación de la angiogénesis 

(Mehrzadi et al., 2021) y la inducción selectiva de estrés oxidativo debido a sus efectos 

prooxidantes en las células cancerígenas (Petronek et al., 2021; H. M. Zhang & Zhang, 

2014). 

 Cabe destacar que hay varios aspectos de la investigación sobre la melatonina 

en el tratamiento del cáncer que podrían tener aplicaciones clínicas inmediatas. Por 

ejemplo, muchos estudios han demostrado que la melatonina administrada junto con 

fármacos convencionales (por ejemplo, CisPt, 5-fluorouracilo y doxorrubicina) aumenta 

la sensibilidad de los cánceres (por ejemplo, colorrectal, cervical y pancreático) a la 

inducción de la muerte celular (González-González et al., 2020; Jadid et al., 2021; 

Pariente et al., 2016, 2017, 2018; Uguz et al., 2012). La melatonina también es capaz de 

interferir con la metástasis tumoral en una variedad de cánceres mediante el empleo de 

múltiples mecanismos, como la transición epitelio-mesénquima, la reorganización del 

citoesqueleto y la remodelación de la matriz extracelular (Su et al., 2017). Además, la 

indolamina hace que los tumores malignos resistentes al tratamiento se vuelvan 

susceptibles tanto a la terapia endocrina como a la quimioterapia (Dauchy et al., 2014; 

Xiang et al., 2015).   

Por otro lado, la capacidad de la melatonina para reducir los efectos secundarios 

de las terapias contra el cáncer también merece una mayor atención, ya que se ha 

demostrado que la indolamina mitiga el daño celular en numerosos paradigmas 

experimentales, como por ejemplo, la mucositis oral debida a la radiación ionizante (Ortiz 

et al., 2015) o la toxicidad cardio-hepática y renal de diferentes fármacos (Kilic et al., 

2013). Por lo tanto, cada vez hay más pruebas que sugieren la conveniencia de utilizar la 

melatonina como terapia adyuvante para el tratamiento del cáncer, lo que superaría con 

creces las mejoras en el bienestar de los pacientes. 
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La apoptosis, o PCD, es un mecanismo fisiológico regulado genéticamente a 

través del cual se produce la eliminación ordenada de las células dañadas de los tejidos 

sin inducir daños colaterales a las células circundantes. Este modo de muerte celular es 

un mecanismo primordial para mantener un equilibrio homeostático entre el número de 

nuevas células que se generan y el número de células dañadas o no requeridas que se 

eliminan del cuerpo. Por lo tanto, una alteración o proliferación celular incontrolada 

puede conducir a situaciones patológicas como el cáncer que pueden resultar en la muerte 

del organismo (D’Arcy, 2019; Plati et al., 2011).  

La quimioterapia es una de las modalidades terapéuticas más empleadas en el 

tratamiento del cáncer, y engloba a una gran variedad de fármacos. Tiene como objetivo 

eliminar las células que componen el tumor, con el fin de lograr la regresión del mismo. 

La mayoría de las terapias antitumorales basadas en metales, como el caso del CisPt, 

juegan un papel fundamental en el tratamiento clínico de muchos tipos de cáncer, como 

el cáncer de testículo, con tasas de éxito del tratamiento que oscilan entre el 70% y el 

90%. El CisPt también es eficaz contra el cáncer de ovario, carcinoma de cuello uterino, 

cáncer de pulmón, osteosarcoma y neuroblastoma, entre otros. Actualmente, este 

compuesto también se usa en combinación con otros fármacos para el tratamiento del 

melanoma y el cáncer de mama (Dasari & Bernard Tchounwou, 2014; Florea & 

Büsselberg, 2011; Pariente et al., 2016). Sin embargo, el uso del CisPt está limitado por 

la resistencia intrínseca o adquirida de varios tipos de cáncer, así como por sus efectos 

secundarios, que incluyen nefrotoxicidad, náuseas y vómitos. Aunque algunos problemas 

se reducen al combinar el CisPt con otros fármacos, los problemas de neurotoxicidad 

persisten (Makovec, 2019).  

 Con el objetivo de superar los efectos secundarios no deseados de la terapia con 

CisPt, en los últimos años se han sintetizado metaloides de Pt(II) con estructura similar. 

Una de las estrategias que se viene siguiendo y de las más utilizadas para el desarrollo de 

fármacos anticancerígenos de Pt(II) es la coordinación de ligandos bioactivos o 

potencialmente bioactivos con metales de transición, ya que influyen en sus propiedades 

químicas y biológicas (Chiang et al., 2012). Entre estos ligandos bioactivos existen 

moléculas con actividad anticancerígena y citotóxica en diferentes líneas tumorales que 

se han encontrado en productos naturales que contienen en su estructura heterociclos 

como las tiazolinas, tiazinas o pirazoles (Alsharif & Alam, 2017; Faria et al., 2017; Keter 

& Darkwa, 2012). Por lo tanto, la combinación de estos ligandos potencialmente 
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bioactivos con metales de transición podría ser una alternativa para el desarrollo de 

fármacos contra el cáncer. 

Actualmente, se conoce que el desarrollo de la nanotecnología está directamente 

ligada a la investigación en liberación de fármacos, más concretamente, a la búsqueda de 

sistemas basados en NP con una elevada capacidad de funcionalización (X. He et al., 

2019; Laux et al., 2018). Los nanomateriales más empleados en estas terapias suelen ser 

los liposomas, micelas poliméricas, nanotubos de carbono, dendrímeros y partículas 

inorgánicas, entre otras. Sin embargo, las MSNs han ido ganando terreno debido a sus 

propiedades farmacocinéticas (biodegradabilidad adecuada, biocompatibilidad, alta carga 

de fármaco y estabilidad química y mecánica) siendo una de las opciones más 

prometedoras (Bruckmann et al., 2022; Wang et al., 2015).  

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es un indol de bajo peso molecular 

presente de manera ubicua en todos los organismos, siendo el principal producto secretor 

de la glándula pineal. Además, dicha glándula produce otras hormonas polipeptídicas e 

indolaminas que pueden llegar a tener un interés terapéutico prometedor. La melatonina 

es una molécula pleiotrópica y coordina múltiples funciones corporales (Hardeland et al., 

2011). El interés por la melatonina ha crecido enormemente debido a su influencia sobre 

el proceso apoptótico en células tumorales. En este sentido, varios estudios han informado 

que la melatonina puede ser un candidato excelente como agente anticancerígeno o como 

terapia combinada debido a su actividad antiproliferativa, antimigratoria y/o pro-

apoptótica contra varios tipos de cáncer, como el gástrico, de mama, de cuello uterino y 

de próstata, entre otros (González-González et al., 2020; Jadid et al., 2021; Pariente et al., 

2016, 2017, 2018; Uguz et al., 2012). Además, la capacidad de la melatonina para reducir 

los efectos secundarios de las terapias contra el cáncer también merece una mayor 

atención, ya que se ha demostrado que la indolamina mitiga el daño celular en numerosos 

paradigmas experimentales (Kilic et al., 2013; Ortiz et al., 2015).  

 

 

 

 

 

 



2. Justificación y objetivos  
 

45 

Teniendo en cuenta la literatura revisada, el Objetivo General de la presente 

Tesis Doctoral es estudiar el efecto coadyuvante de la melatonina en la actividad 

quimioterapéutica de complejos metálicos derivados de CisPt. Para ello, se han utilizado 

células procedentes tanto de tumores sólidos (líneas celulares de cáncer cervicouterino 

humano HeLa y de cáncer de mama humano MDA-MB-231), como de tumores 

hematológicos (línea celular de leucemia promielocítica aguda humana HL-60).  

 

Este Objetivo General ha sido desglosado en los siguientes Objetivos 

Específicos: 

1. Evaluar el efecto potencial de la melatonina como coadyuvante sobre la 

capacidad citotóxica de complejos de Pt(II) con ligandos bidentados 

derivados de heterociclos S,N y pirazol frente a la línea celular MDA-MB-

231. 

 

2. Estudiar el papel modulador de un derivado de melatonina (5-MT) sobre la 

actividad citotóxica y pro-apoptótica de nanopartículas de sílice 

mesoporosas funcionalizadas con dos complejos metálicos derivados de 

Pt(II) y Pd(II) en la línea celular HeLa. 

 

3. Realizar la síntesis y caracterización estructural de complejos derivados de 

CisPt con aminas primarias del tipo [PtCl2(NH3)(NH2R)] comprobando la 

capacidad de la melatonina para potenciar la actividad citotóxica de estos 

compuestos sobre las líneas celulares HeLa, HL-60 y MDA-MB-231.
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3.1. Lista de reactivos  

Los reactivos empleados en el desarrollo de los experimentos descritos en este 

apartado se muestran a continuación, agrupados según la función que presentan. 

3.1.1. Líneas celulares y medios de cultivo 

• Factor de crecimiento epidérmico (EGF; Sigma Aldrich; Madrid, España). 

• Hidrocortisona (Sigma Aldrich; Madrid, España). 

• Insulina (Sigma Aldrich; Madrid, España). 

• L-glutamina (ThermoFisher Scientific; Barcelona, España). 

• Línea celular de adenocarcinoma epitelial de cuello uterino humano (HeLa; 

European Collection of Authenticated Cell Cultures [ECACC], Dorset, Reino 

Unido). 

• Línea celular de adenocarcinoma epitelial de mama humano (MDA-MB-231; 

[ECACC], Dorset, Reino Unido). 

• Línea celular de epitelio mamario humano (MCF10A; American Type Culture 

Collection, [ATCC]; Barcelona, España). 

• Línea celular de leucemia promielocítica humana (HL-60; [ECACC], Dorset, 

Reino Unido). 

• Medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; ThermoFisher Scientific; 

Barcelona, España). 

• DMEM F-12 (ThermoFisher Scientific; Barcelona, España). 

• Medio Roswell Park Memorial Institute-1640 (RPMI-1640; ThermoFisher 

Scientific; Barcelona, España). 

• Penicilina/Estreptomicina (ThermoFisher Scientific; Barcelona, España). 

• Suero bovino fetal (FBS; ThermoFisher Scientific; Barcelona, España). 

• Suero de caballo (ThermoFisher Scientific; Barcelona, España). 

• Toxina del cólera (Sigma Aldrich; Madrid, España). 
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3.1.2. Fluoróforos 

• 2’,7’-Diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH; Life Technologies, Barcelona, 

España). 

•  Anexina V conjugada con isotiocianato de fluoresceína (FITC), kit de detección 

de apoptosis (eBioscience Dx; Barcelona, España). 

• Caspase-9 staining, kit de detección (Abnova; Barcelona, España).  

• Hoechst 33258 (Sigma Aldrich S.A.; Madrid, España). 

• Kit de caspasa-3 con fluoresceína CaspGLOW™ (Sigma Aldrich S.A.; Madrid, 

España). 

3.1.3. Reactivos químicos de síntesis  

• 2-Cloropropilisocianato 99% (2-ClEtNCS; abcr GmbH; Karlsruhe, Alemania). 

• 3-Cloropropilisocianato 98% (3-ClEtNCS; abcr GmbH; Karlsruhe, Alemania). 

• 3,4-Dicloroanilina 98% (Sigma Aldrich; Darmstadt, Alemania). 

• 3,5-Difenilpirazol 98% (Sigma Aldrich; Darmstadt, Alemania). 

• Carbón activo (Scharlab. S.L; Barcelona, España). 

• Cloruro de potasio 99,5% (KCl; Panreac Química S.L.U; Barcelona, España). 

• Cloruro de sodio 99,8% (NaCl; Labkem; Barcelona, España). 

• Cloruro de tetraetilamonio 98% (Et4NCl; ThermoFisher Scientific; Barcelona, 

España). 

• Hidruro de sodio 60% (HNa; Sigma Aldrich; Darmstadt, Alemania). 

• Intercambiador de iones Dowex 50W-X8H+ (Aldrich Chemical Co. Ltd; 

Gillinham Dorset, Reino Unido). 

• Nitrato de plata 99,9% (AgNO3; Panreac Química S.L.U; Barcelona, España). 

• Pirazol 98% (Sigma Aldrich; Darmstadt, Alemania). 

• Sulfato de plata 99,5% (Ag2SO4; Panreac Química S.L.U; Barcelona, España). 

• Sulfato de sodio anhidro ACS (Na2SO4; Scharlab. S.L; Barcelona, España). 

• Tetracloropaladato de sodio(II) 99,5% (Na2[PdCl4]; abcr GmbH; Karlsruhe, 

Alemania). 

• Tetracloroplatinato de potasio(II) 99,5% (K2[PtCl4]; abcr GmbH; Karlsruhe, 

Alemania). 
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• Trietilamina 99% (abcr GmbH; Karlsruhe, Alemania). 

• Yoduro de potasio 99% (KI; Labkem; Barcelona, España). 

• Yoduro de sodio 99,5% (NaI; Labkem; Barcelona, España). 

3.1.4. Disolventes 

• Acetato de etilo (Scharlab. S.L; Barcelona, España). 

• Acetona (Scharlab. S.L; Barcelona, España). 

• Acetonitrilo (Scharlab. S.L; Barcelona, España). 

• Cloroformo (Scharlab. S.L; Barcelona, España). 

• Diclorometano (Scharlab. S.L; Barcelona, España). 

• Dimetilacetamida (DMAc; Aldrich Chemical Co. Ltd; Gillinham Dorset, Reino 

Unido). 

• Dimetilformamida (DMF; Sigma Aldrich; Madrid, España). 

• Dimetilsulfóxido (DMSO; Sigma Aldrich; Madrid, España). 

• Etanol absoluto (EtOH; Scharlab. S.L; Barcelona, España). 

• Etanol 96% (EtOH; Scharlab. S.L; Barcelona, España). 

• Éter dietílico (Scharlab. S.L; Barcelona, España). 

• Hexano (Scharlab. S.L; Barcelona, España). 

• Metanol (MeOH; Scharlab. S.L; Barcelona, España). 

• Tolueno (Scharlab. S.L; Barcelona, España). 

3.1.5. Otros reactivos 

• Azul de tripano 0,4% (Sigma Aldrich, Madrid, España). 

• CellTiter 96 AQueous One Solution (Promega, Madrid, España). 

• Cisplatino (CisPt; Sigma Aldrich; Madrid, España).  

• Cristal violeta (Sigma Aldrich; Madrid, España).  

• Deoxicolato de sodio (Panreac Química S.L.U; Barcelona, España). 

• Dodecilsulfato sódico (SDS; (Sigma Aldrich; Madrid, España). 

• Melatonina (Sigma Aldrich; Madrid, España). 

• RNasa A (Life Technologies, Barcelona, España). 

• Tampón fosfato salino (PBS; Gibco, Barcelona, España). 
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• Tripsina 1X (Life Technologies, Barcelona, España). 

• Tripsina 10X (Life Technologies, Barcelona, España). 

• Tris-HCl (Panreac Química S.L.U; Barcelona, España). 

• Triton-X-100 (Sigma Aldrich; Madrid, España).  

• Yoduro de propidio (PI; ThermoFisher Scientific, Barcelona, España). 

Además de los reactivos especificados en estos apartados, se ha utilizado el 

material habitual en trabajos de este tipo disponible en los laboratorios de Fisiología 

Animal y de Química Inorgánica de la Universidad de Extremadura. 

3.2. Preparación y caracterización de complejos de Pt(II) y Pd(II) 

La síntesis de los complejos PtPzTz, PtDPhPzTz, PtPzTn, PtDPhPzTn (3.2.3.1.) 

y sus ligandos (3.2.2.1.; 3.2.2.2.) se ha llevado a cabo siguiendo el procedimiento de 

síntesis establecido en una Tesis Doctoral realizada recientemente en la UEx (Fernández 

Delgado, 2023). Además, los complejos PtTdTn, PdTdTn (3.2.3.2.) y su ligando TdTn 

(3.2.2.3.) se ha llevado a cabo siguiendo el procedimiento establecido en un TFG leído 

en la UEx (De La Cruz Martínez, 2014). 

3.2.1. Síntesis del precursor cis-[PtCl2(DMSO)2] 

La síntesis del precursor cis-[PtCl2(DMSO)2] (Figura 3.1.) se ha llevado a cabo 

mediante el método descrito por (Price et al., 1972). Para esta síntesis se parte de una 

disolución de K2[PtCl4] (1,25 g, 3 mmol) en agua destilada (10 mL). Seguidamente, se 

añade gota a gota una disolución de DMSO (0,7 mL, 9 mmol), formándose 

inmediatamente un sólido pulverulento de color amarillo. La mezcla se mantuvo en 

agitación durante 1 hora. Posteriormente, se filtra la suspensión y el sólido obtenido se 

lava con agua destilada y éter dietílico frío.  

Pt

DMSO

DMSOCl

Cl

 

Figura 3.1. Estructura molecular de cis-[PtCl2(DMSO)2]. 
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3.2.2. Síntesis de ligandos 

La confirmación de la síntesis de los siguientes ligandos se hizo por 1H-RMN y 

se encuentran en el Anexo (Figura A.1., A.2., A.3., A.4., A.5.).   

3.2.2.1. Síntesis de (2-(1-pirazolil)-1,3-tiazina) (PzTz) y 2-(1-pirazolil)-2-tiazolina) 

(PzTn) 

En primer lugar, se disolvieron 0,695 g (10,2 mmol) de pirazol en 50 mL de 

tolueno, después se añadieron lentamente a la disolución 0,600 g (25,0 mmol) de hidruro 

de sodio al 60% y se dejó en agitación durante 3 horas a temperatura ambiente. Pasado 

este tiempo, se adicionó gota a gota 1 mL de 3-cloropropilisotiocianato para la síntesis de 

PzTz y 1 mL de 2-cloroetilisotiocianato para la síntesis de PzTn y la mezcla se calentó a 

reflujo durante 4 horas. Posteriormente, se dejó enfriar la mezcla y se adicionaron 5 mL 

de metanol. 

A continuación, se evaporó el disolvente a vacío en el rotavapor y al residuo 

aceitoso resultante se le añadió agua para separar las fases con ayuda de un embudo de 

decantación. La fase acuosa se extrajo con cloroformo, y se secó la fase orgánica con 

sulfato de sodio anhidro. Éste se filtró por gravedad, y posteriormente, se eliminó el 

cloroformo en el rotavapor. El aceite resultante se recristalizó en éter dietílico/éter de 

petróleo 1:1 (v/v) para PzTz y 1:2 (v/v) para PzTn, obteniéndose un sólido cristalino 

incoloro de PzTz (0,930 g, 55,6%) y PzTn (0,850 g, 50,3%), que se filtraron y secaron al 

aire. 

3.2.2.2. Síntesis de (2-(3,5-difenil-1-pirazolil)-1,3-tiazina) (DPhPzTz) y (2-(3,5-difenil- 

1-pirazolil)-2-tiazolina) (DPhPzTn) 

Para llevar a cabo estas síntesis, se disolvió 3,5-difenilpirazol (2,200 g, 10 mmol) 

en 60 mL de tolueno con hidruro de sodio al 60% (0,600 g, 17 mmol) y la mezcla 

resultante se agitó durante 3 horas a temperatura ambiente. Seguidamente, se añadió gota 

a gota 1 mL de 3-cloropropilisotiocianato para la síntesis de DPhPzTz y 1 mL de 2-

cloroetilisotiocianato para DPhPzTn y se calentó la mezcla a reflujo durante 4 horas. 

Transcurrido este tiempo se dejó enfriar la mezcla a temperatura ambiente y se 

adicionaron 5 mL de metanol.   
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A continuación, se evaporó el disolvente a vacío en un rotavapor y se le añadió 

agua destilada al residuo resultante para separar las dos fases con ayuda de un embudo de 

decantación. La fase acuosa se extrajo con cloroformo, y se secó la fase orgánica con 

sulfato de sodio anhidro. Éste se filtró por gravedad, y posteriormente, se eliminó el 

cloroformo en el rotavapor. El aceite amarillo resultante de ambas reacciones se purificó 

mediante cromatografía flash, usando una mezcla de diclorometano/éter dietílico 20:1 

(v/v). Las primeras fracciones de la cromatografía en distintas reacciones contenían 

DPhPzTz y DPhPzTn que se recristalizó en éter dietílico/éter de petróleo 1:1 (v/v), 

obteniéndose cristales incoloros de DPhPzTz (1,750 g, 54,8%) y DPhPzTn (1,540 g, 

50,4%). 

3.2.2.3. Síntesis de 2-(3,4-diclorofenil)imino-N-(2-tiazolin-2-il)tiazolidina (TdTn) 

La síntesis de TdTn se ha llevado a cabo por uno de los dos métodos descritos 

por (Outcalt, 1987). El procedimiento experimental seguido se describe a continuación: 

Se prepara una disolución de 4,05 g (25 mmol) de 3,4-dicloroanilina y 3,5 mL 

(25 mmol) de trietilamina en 30 mL de cloroformo y se enfría en un baño de agua-hielo 

al mismo tiempo que se mantiene en agitación (unos 20 minutos). A esta disolución se 

añade otra formada por 3,04 g (25 mmol) de 2-cloroetilisocianato en 5 mL de cloroformo 

gota a gota desde un embudo de adición. Después, se retira el baño de agua-hielo y se 

mantiene la agitación durante 2 horas. 

 A continuación, se calienta la mezcla de reacción durante 3 horas a reflujo, y se 

deja agitando a temperatura ambiente durante 12 horas. Pasado este tiempo, se diluye la 

solución con diclorometano, se lava con agua destilada, se separa la fase orgánica y se 

seca con sulfato de sodio anhidro. Seguidamente, la disolución se concentra en el 

rotavapor obteniéndose un aceite. El producto se separa por cromatografía flash usando 

como eluyente acetato de etilo-hexano 3:1 (v/v). Las últimas fracciones de la 

cromatografía contienen TdTn que se obtiene por recristalización en etanol absoluto (1,5 

g, 37%). 



3. Materiales y Métodos  

55 

3.2.3. Síntesis de complejos de Pt(II) y Pd(II)  

La confirmación de síntesis de los complejos en los apartados 3.2.3.1. y 3.2.3.2. 

se hizo por 1H-RMN y se encuentran en el Anexo (Figura A.6., A.7., A.8., A.9., A.10., 

A.11.). 

3.2.3.1. Síntesis de complejos [PtCl2L] (L=PzTn, DPhPzTn, PzTz, DPhPzTz) (PtPzTn), 

(PtDPhPzTn), (PtPzTz) y (PtDPhPzTz) 

Para llevar a cabo la síntesis de los complejos PtPzTn, PtDPhPtPzTn, PtPzTz y 

PtDPhPzTz (Figura 3.2.), en primer lugar, se disuelve el precursor cis-[PtCl2(DMSO)2] 

(300,0 mg, 0,71 mmol) en 30 mL de etanol absoluto. Seguidamente, a esta disolución se 

le añade una cantidad equimolar del ligando correspondiente disuelto en 20 mL de etanol 

absoluto y la mezcla resultante se agita a reflujo durante 24 horas en oscuridad 

obteniéndose un sólido amarillo del complejo de Pt(II). El sólido obtenido se separa por 

filtración a vacío y posteriormente se cristaliza en DMF (para PtPzTn, PtPzTz, 

PtDPhPzTn) o acetonitrilo (para PtDPhPzTz). Por último, los cristales se separan por 

filtración, se lavan con agua destilada y éter dietílico frío, y se secan al aire. 

 

N

N

SN

R

R

[PtCl2(DMSO)2]

EtOH, reflujo

N

N

SN

R

R

Pt

Cl

Cl

(CH2)n (CH2)n

PtPzTn: n=2; R=H

PtPzTz: n=3; R=H
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Figura 3.2. Síntesis de PtPzTn, PtDPhPzTn, PtPzTz y PtDPhPzTz. 

3.2.3.2. Síntesis de [PtCl2(TdTn)] (PtTdTn) y [PdCl2(TdTn)] (PdTdTn) 

Para realizar la síntesis de los complejos PtTdTn y PdTdTn (Figura 3.3.), se 

prepararon dos disoluciones con 30 mL de etanol absoluto cada una. En una se disolvió 

(211 mg, 0,5 mmol) del precursor cis-[PtCl2(DMSO)2] y en la otra (157 mg, 0,5 mmol) 
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de la sal compleja Na2[PdCl4]. A ambas soluciones se le añadieron 30 mL de TdTn (166 

mg, 0,5 mmol) disuelto en etanol y se mantuvieron a reflujo durante 24 horas. 

Posteriormente, el sólido amarillo (PtTdTn) o naranja (PdTdTn) resultante en cada 

reacción se separó por filtración y se lavó con agua y éter frío. Los dos sólidos se 

recristalizaron en DMF a 70°C obteniéndose, según la disolución, cristales amarillos 

(PtTdTn) o naranjas (PdTdTn). Los cristales se separaron por filtración, se lavaron con 

éter frío y se secaron al aire (PtTdTn, 237 mg, 79%; y PdTdTn, 271 mg, 90%). 
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Figura 3.3. Síntesis PtTdTn y PdTdTn. 

3.2.3.3. Síntesis de cis-[PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] 

3.2.3.3.a Síntesis de cis-diamminadicloroplatino(II) (CisPt) 

Para llevar a cabo la síntesis de cis-diamminadiyodoplatino(II) (Figura 3.4.A), 

se disolvieron 0,93 g (2,24 mmol) del precursor K2[PtCl4] en 4,5 mL de agua Mili-Q en 

un vaso de precipitado de 100 mL a 50ºC. A esta disolución se le añadieron 2,232 g (13,45 

mmol) de KI disueltos en 2,5 mL de agua Mili-Q tibia y la mezcla se calentó hasta 

alcanzar los 70ºC en agitación, cambiando la disolución de color rojo a marrón oscuro. 

Tras dejar enfriar la disolución a temperatura ambiente y filtrarla a vacío, se añaden 3,7 

mL de una solución acuosa 2 M de NH3. Posteriormente, pasado 20 minutos se obtuvo un 

sólido naranja-amarillo que se filtró a vacío y se lavó con una pequeña cantidad de etanol 

96 % y éter dietílico frio. Se recogieron 0,923 g (rendimiento 85,4%).  

A continuación (Figura 3.4.B), se disolvieron 0,473 g (1,52 mmol) de Ag2SO4 

en 75 mL de agua Mili-Q en un vaso de precipitados de 250 mL. Una vez disuelto, se 

añadió lentamente el producto naranja-amarillo cis-[PtI2(NH3)2] (0,75 g, 1.55 mmol), y 
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se calentó a 70ºC en agitación durante 15 minutos. A continuación, una vez precipitado 

el yoduro de plata (AgI), se filtró la disolución y se redujo el volumen a 15 mL con un 

rotavapor. A dicho volumen, se agregó un exceso de KCl (2,45 g, 32,86 mmol) y se 

calentó a 70ºC durante 10 minutos. Finalmente, se enfrió la disolución en un baño de 

hielo y se filtró a vacío el producto amarillo obtenido. El sólido se lavó con etanol 96% y 

éter dietílico frío. Se recogieron 0,36 g (77% rendimiento). 
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Figura 3.4. Síntesis de CisPt. (A) Síntesis de cis-diamminadiyodoplatino(II) y (B) de cis-

diamminadicloroplatino(II). 

3.2.3.3.b Síntesis de amminatricloroplatinato(II) de potasio 

La síntesis se realizó mediante una modificación del método descrito por 

(Giandomenico et al., 1995) (Figura 3.5.). Inicialmente, se calentó una disolución en 

agitación de 1 g (3,32 mmol) de CisPt y 0,66 g (3,59 mmol) de cloruro de tetraetilamonio 

en 200 mL de dimetilacetamida a 100°C (± 2°C) durante 8-10 horas en un vaso de 

precipitado de 250 mL mientras se purgaba con una corriente lenta de nitrógeno 

introducida por un tubo de dispersión de gases. Durante la reacción se dejó que el 

volumen se redujera a 50 mL. Una vez enfriada la disolución resultante de color naranja, 

se vertió en 450 mL de 1:1 (v/v) hexano/acetato de etilo y se enfrío a -14°C durante 12 

horas. Posteriormente, apareció una capa de aceite en el fondo del vaso y se separó del 

resto de la disolución por decantación. Seguidamente, se disolvió el aceite de color 

naranja en 20 mL de agua destilada y se dejó reposar durante 1 hora para permitir la 

precipitación completa de una pequeña cantidad de CisPt que hubiera podido quedar sin 

reaccionar. Tras filtrar esta disolución, que contiene Et4N[PtCl3(NH3)], se agitó con 50 
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mL de resina de intercambio catiónico Dowex 50W-X8H+ durante 1 hora. A continuación, 

se filtró la resina y se redujo el volumen a 2 mL mediante un rotavapor. Finalmente, se 

añadieron 3 mL de KC1 saturado y se enfrió a 4°C durante 3 horas. Se recogieron 0,47 g 

(40% de rendimiento) de K[PtCl3(NH3)], cristalino naranja.  
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Figura 3.5. Síntesis cis-amminatricloroplatinato(II) de potasio. 

3.2.3.3.c Síntesis de cis-amminacloro(3,4-dicloroanilina)yodoplatino(II) 

Para la síntesis de este compuesto se disolvieron 247,32 mg (1,65 mmol) de NaI 

en 9 mL de una mezcla de agua Mili-Q/etanol en proporción 1:2 (v/v) y se añadió a una 

disolución de 300 mg (0,84 mmol) de K[PtCl3(NH3)] disueltos en la misma cantidad y 

mezcla. Por otro lado, se disolvieron 150,60 mg (0,93 mmol) de 3,4-dicloroanilina 

igualmente que los reactivos anteriores y se agregó a la reacción. Posteriormente, se 

mantuvo en agitación 4 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se recogió el producto 

amarillo por filtración y se lavó con agua y cloroformo (Figura 3.6.). Se recogieron 270 

mg (60% rendimiento). 
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Figura 3.6. Síntesis amminacloro(3,4-dicloroanilina)yodoplatino(II). 



3. Materiales y Métodos  

59 

3.2.3.3.d Síntesis de cis-amminadicloro(3,4-dicloroanilina)platino(II) 

La sustitución del yodo por un cloro (Figura 3.7.) se realizó añadiendo 170 mg 

(1 mmol) de AgNO3 a una disolución de 326 mg (0,61 mmol) del producto obtenido 

anteriormente disuelto en 10 mL de agua Mili-Q. La reacción se mantuvo en agitación 

durante 4 horas y se comprobó la presencia de iones de plata libres según el método 

descrito por (Giandomenico et al., 1995). Una vez obtenida una prueba negativa, se 

añadió una pequeña cantidad de carbón activo y se agitó la mezcla durante 1 hora. 

Posteriormente, se filtró la disolución con una jeringuilla y un filtro de nylon (0.45 µm) 

para desechar los reactivos iniciales. A la disolución resultante coloreada de amarillo se 

le añadieron 10 mL de KCl saturado y se dejó reposar durante 12 horas. Finalmente, se 

recogió el producto por filtración a vacío y se lavó con agua y éter dietílico. Se recogieron 

103 mg (38,15% de rendimiento). En la Tabla 3.1. se recogen las diferentes solubilidades 

del compuesto sintetizado a temperatura ambiente. 
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Figura 3.7. Síntesis de cis-amminadicloro(3,4-dicloroanilina)platino(II). 
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Tabla 3.1. Solubilidad de [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)]. 

Solubilidad 

Agua I 

Etanol PS 

Metanol S 

Acetona S 

Acetonitrilo S 

Cloroformo I 

Diclorometano I 

Tolueno I 

Éter dietílico I 

DMSO S 

DMF S 

S: Soluble; PS: Parcialmente soluble; I: Insoluble. 

3.2.4. Caracterización de complejos de Pt(II) 

3.2.4.1. Difracción de rayos X de monocristal 

Para realizar el estudio de los monocristales del compuesto [PtCl2(3,4-

dicloroanilina)(NH3)] se ha empleado un difractómetro Bruker Kappa APEXII CCD  

utilizando una radiación monocromática de grafito Mo-Kα (λ = 0.71073 Å) y técnica de 

barrido ω-ϕ a 296 K. Todos los datos se corrigieron en base a los efectos Lorentz y de 

polarización, mientras que las correcciones de absorción se realizaron mediante el 

programa SADABS (BRUKER, 2009). La estructura se resolvió por métodos directos y 

diferencias de Fourier utilizando el programa SHELXS-14 (M. Sheldrick, 2014). 

Posteriormente, se refino por mínimos cuadrados de matriz completa con SHELXL-18 

(G. M. Sheldrick, 2015) asumiendo parámetros de desplazamiento anisotrópicos para los 

átomos distintos de hidrógeno. Los átomos de hidrógeno se fijaron geométricamente, con 

valores de desplazamiento isotrópicos derivados de los valores de desplazamiento 

equivalentes de los átomos a los que se encuentran unidos. La representación gráfica de 

la estructura molecular se realizó con la aplicación Mercury (Macrae et al., 2008). 
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3.2.4.2. Espectro de infrarrojo (IR) 

Los espectros de infrarrojo (IR) se registraron en un espectrofotómetro Perkin-

Elmer 100 FTIR a partir de pastillas de KBr en el rango de 4000 a 400 cm-1. 

3.2.4.3. Espectro de resonancia magnética nuclear (RMN) 

Los espectros de 1H-RMN se obtuvieron con un instrumento Bruker Avance III 

500 MHz en DMF deuterada (DMF-d7) para el complejo [PtCl2(3,4-

dicloroanilina)(NH3)]. Las señales de protones residuales del disolvente deuterado se 

utilizaron como referencia para las señales 1H-RMN. En el anexo (Figura A.12.) se 

muestra el espectro 1H-RMN del complejo de Pt(II) a tiempo 0 y transcurrido 7 días, 

evidenciándose la estabilidad del mismo durante este periodo de tiempo al no producirse 

cambios a temperatura ambiente. 

3.3. Preparación y caracterización de nanopartículas mesoporosas de 

sílice (MSNs) 

La obtención de MSNs se realizó en colaboración con el grupo COMET-NANO 

del Departamento de Biología y Geología, Física y Química Inorgánica de la Universidad 

Rey Juan Carlos. 

3.3.1. Síntesis del material inicial de sílice mesoporosa 

La síntesis de las MSNs se llevó a cabo modificando ligeramente el 

procedimiento experimental reportado por (Zhao et al., 2009). Inicialmente, se 

disolvieron 2 g (5,5 mmol) de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) en 480 mL 

de agua Mili-Q y se añadieron 7 mL de hidróxido sódico (2 M, 14 mmol). A continuación, 

se ajustó la temperatura a 80ºC y, a continuación, se añadieron gota a gota 10 mL del 

precursor ortosilicato de tetraetilo de sílice (TEOS) (44,8 mmol) manteniendo la mezcla 

en agitación durante 2 horas adicionales a la misma temperatura. El sólido blanco 

resultante se separó por filtración y posteriormente se lavó con abundante agua Mili-Q y 
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metanol (2 × 50 mL) y se secó durante 24 horas a 80ºC en una estufa. Finalmente, el 

tensioactivo se eliminó por calcinación a 550ºC durante 24 horas. 

3.3.2. Funcionalización de las MSN con ligandos de silano 

La incorporación de los ligandos 3-mercaptopropiltrietoxisilano (MP) y la sal 

trisódica del ácido triacético N-(3-trimetoxisililpropil)etilendiamina (TEDTS) se realizó 

mediante una reacción en dos pasos (Figura 3.8.). En primer lugar, se deshidrataron 1,5 g 

de MSN y se activaron a vacío y a 80ºC durante 12 horas. La sílice se dispersó en 40 mL 

de tolueno seco y se añadieron 1,53 mL (6,33 mmol, 1:1 p/p SiO2:MP) de MP bajo 

atmósfera de nitrógeno. La dispersión se mantuvo en agitación a 110ºC durante 48 horas. 

Transcurrido ese tiempo, el sólido (MSN-MP) se aisló por centrifugación (6000 rpm, 10 

min), se lavó varias veces con tolueno y éter dietílico y se secó en la estufa a 75ºC. 

Para la formación de MSN-MP-TEDTS, se secaron 1,3 g de MSN-MP a vacío y 

a 80ºC durante 12 horas. La sílice activada se dispersó en 30 mL de etanol seco y se 

añadieron 206,3 µL (0,56 mmol, 20% de funcionalización p/p SiO2:TEDTS) de TEDTS 

bajo atmósfera de nitrógeno. La suspensión se calentó a 60ºC y se agitó durante 48 horas. 

A continuación, se enfrió a temperatura ambiente y se separó el sólido por centrifugación 

(6000 rpm, 10 minutos), se lavó con abundante agua Mili-Q y metanol (2 × 50 mL) y se 

secó durante 24 horas a 80ºC en la estufa. 

3.3.3. Incorporación del derivado de melatonina 5MT 

Para la funcionalización de los materiales con el derivado de melatonina 5MT, 

se realizó una reacción de acoplamiento mediada por el hidrocloruro de 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) y N-hidroxisuccinimida (NHS)  (Figura 3.8.). 

Inicialmente, se disolvieron 80 mg de 5MT (0,42 mmol, 10% de funcionalización p/p 

SiO2/5MT) en 2 mL de DMSO en un baño de ultrasonido, y a esta solución se le añadieron 

80 mL de tampón ácido 2-(N-morfolino)etanosulfónico (MES). Tras obtener una mezcla 

homogénea, se añadieron 96 mg (0,50 mmol) de EDAC y 144 mg (1,25 mmol) de NHS 

y la solución resultante se agitó durante 15 minutos a temperatura ambiente para activar 

los grupos carboxílicos. Posteriormente, se añadieron 800 mg de MSN-MP-TEDTS a la 

mezcla resultante y se agitó durante 2 horas adicionales a temperatura ambiente. 
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Finalmente, el sólido resultante se centrifugó (6000 rpm, 10 minutos), se lavó con agua 

Mili-Q y etanol (2 × 50 mL) para eliminar el exceso de reactivos, y posteriormente se 

secó en una estufa a 75ºC. El producto resultante se identificó como MSN-5MT. 

3.3.4. Funcionalización de las MSNs con agentes quimioterapéuticos 

La síntesis de los materiales basados en MSNs funcionalizados con los agentes 

quimioterapéuticos TdTn, PtTdTn o PdTdTn se realizó manteniendo la misma proporción 

de ligando TdTn en cada material final. Para la formación de MSN-PtTdTn, se añadieron 

200 mg de MSN-MP-TEDTS y 40,15 mg de PtTdTn (10% de funcionalización p/p 

SiO2/TdTn) en un tubo Schlenk y se sometieron a dos ciclos de vacío/nitrógeno (10 

minutos/1 minuto). Los sólidos se dispersaron en 20 mL de tolueno seco y, 

posteriormente, se añadieron 18,6 µL de trietilamina. La mezcla de reacción se calentó a 

110ºC y se agitó durante 24 horas. Después, el sólido se centrifugó (6000 rpm, 10 

minutos) y posteriormente se lavó con etanol. Para la preparación de MSN-PdTdTn se 

utilizaron 200 mg de MSN-MP-TEDTS y 34,22 mg de PdTdTn (10% de funcionalización 

p/p SiO2/TdTn). La MSN-TdTn se sintetizó por adsorción para ser utilizada como 

material comparativo utilizando 200 mg de MSN-MP-TEDTS y 22,22 mg de TdTn (10% 

de funcionalización p/p SiO2/TdTn). 

Para la preparación de MSN-5MT-TdTn, MSN-5MT-PtTdTn y MSN-5MT-

PdTdTn, las cantidades y el procedimiento sintético fueron los mismos, pero partiendo 

del material funcionalizado MSN-5MT (Figura 3.8.). 
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Figura 3.8. Representación esquemática de las reacciones de funcionalización para la 

obtención de las seis nanopartículas finales. 

3.3.5. Técnicas de caracterización de las MSNs 

Las técnicas de caracterización empleadas para evaluar las propiedades 

fisicoquímicas de los nanomateriales son muy variadas. Concretamente, en sílicas y 

materiales nanoestructurados en general, es esencial conocer a fondo las propiedades 

texturales de los mismos.  

3.3.5.1. Patrón de difracción de rayos X (DRX) 

Una estructura microcristalina ordenada de los materiales mesoporosos de sílice 

les permite obtener un patrón característico por DRX. Por lo tanto, para el análisis de 

difracción de rayos X en polvo se utilizó un espectrómetro Philips PW3040/00 X'Pert 

MPD/MRD (Philips, Países Bajos), utilizando radiación monocromática. 

3.3.5.2. Espectro ultravioleta visible (UV-Vis) 

Las medidas de DR UV-Vis se recogieron con un espectrofotómetro Varian Cary-

500 equipado con una esfera integradora y politetrafluoroetileno (PTFE) como referencia, 
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obteniendo información sobre los sistemas según la capacidad de adsorción y emisión 

(fluorescencia) de los mismos. 

3.3.5.3. Termogravimetría (TG) 

Los análisis de termogravimetría (TG) se obtuvieron con un DSC/TGA 

Discovery SDT650 bajo atmósfera de nitrógeno para cuantificar el porcentaje de las 

diferentes funcionalizaciones de los materiales. 

3.3.5.4. Espectrometría de emisión atómica de plasma acoplado por inducción (ICP-

AES) 

Los análisis de liberación de iones metálicos de todos los nanomateriales se 

realizaron mediante estudios de espectroscopia de emisión atómica de plasma acoplado 

por inducción (ICP-AES) en un Varian Vista AX Pro (λ (Pt) = 203,646 nm; λ (Pd) = 

340,458 nm). 

3.3.5.5. Fisisorción de gases en sólidos (BET) 

La BET o adsorción física se realiza para estudiar las propiedades texturales de 

materiales de sílice. La isotermas de adsorción-desorción de gas N2 se realizaron mediante 

un analizador Micromeritics ASAP 2020. Los procesos de desgasificación previos a la 

determinación de la isoterma fueron de 10 horas a 90ºC a 10-7 mm Hg para todos los 

materiales. 

3.3.5.6.  Microscopia electrónica de transmisión (MET) 

Para determinar las propiedades físicas (morfología, dimensión y distribución) 

de las NP, la microscopia electrónica de transmisión (MET) se realizó con un JEOL JEM 

1010 que funcionaba a 100 kV y las micrografías se trataron con el software ImageJ. 
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3.3.5.7. Microscopia electrónica de barrido (MEB) 

La microscopia electrónica de barrido (MEB) se realizó con un ESEM Philips 

XL30 con un FEG-SEM Nova Nano SEM230 de alta resolución obteniendo imágenes 

tridimensionales de los nanomateriales. 

3.3.5.8. Estudio de estabilidad de los materiales finales: Análisis de liberación 

Se llevó a cabo un estudio de lixiviación de metales para determinar la 

concentración de especies solubles de Pt(II) o Pd(II) en un fluido corporal simulado con 

PBS (pH 7,4). Así, se suspendieron 5 mg de los materiales finales (MSN-PtTdTn, MSN-

PdTdTn, MSN-5MT-PtTdTn y MSN-5MT-PdTdTn) en 5 mL de tampón y se incubaron 

a 37ºC y 30 rpm en un incubador Roto-Therm (Benchmark) durante 3, 24 y 48 horas. Tras 

cada tiempo estudiado, las suspensiones se filtraron con un filtro de nylon (0,2 µm) y las 

soluciones se analizaron por duplicado en ICP-AES para determinar la cantidad de Pt(II) 

o Pd(II) lixiviado a la solución durante la incubación. 

3.3.5.9. Estudio de la interacción de los materiales con el ADN 

El ácido desoxirribonucleico de esperma de pez (FS-ADN) se adquirió en 

Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). La solución madre de FS-ADN se preparó disolviendo 

una cantidad adecuada de FS-ADN en PBS (pH = 7,4) y se almacenó a 4ºC en la 

oscuridad. La concentración de la solución madre de ADN (0,08 mg/mL) se determinó a 

partir del espectro de absorción UV a 260 nm utilizando el coeficiente de absorción molar 

ɛ260 = 6600 M-1·cm-1. Los experimentos de espectroscopia de absorción UV se realizaron 

añadiendo la misma concentración de ADN (0,08 mol/L) a suspensiones de MSN-

PdTdTn y MSN-PtTdTn (2,5 mg/mL en una mezcla de tampón etanol/Tris) y se incubaron 

a diferentes intervalos de tiempo: 1, 2, 4 y 24 horas. Después de cada tiempo de 

incubación, las suspensiones se filtraron con un filtro de nylon (0,2 µm) y se realizaron 

inmediatamente mediciones espectroscópicas. Todas las mediciones se realizaron a 

temperatura ambiente con un espectrofotómetro Analytik Jena Specord 200 (Analytik 

Jena, Jena, Alemania) entre 200 y 500 nm. 
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3.4. Ensayos biológicos 

3.4.1. Cultivos celulares 

Las líneas celulares mostradas en la Tabla 3.2. se cultivaron en frascos de cultivo 

de 25 cm2 o 75 cm2, en función del experimento a realizar, con los medios y suplementos 

indicados.  Las células se mantuvieron en una atmósfera humidificada con un 5% de CO2 

a 37ºC, y su viabilidad se comprobó de forma rutinaria mediante el método de exclusión 

de azul de tripano. Los cultivos celulares crecieron en monocapa (HeLa, MDA-MB-231 

y MCF10A) o suspensión (HL-60) hasta alcanzar el 80% de confluencia, estimando el 

tiempo de duplicación en 24 horas para las células HeLa, HL-60 y MDA-MB-231 y 36 

horas para las células MCF10A. 

 

 

Tabla 3.2. Líneas celulares, medios de cultivo y suplementos utilizados. 

Línea celular Medio de cultivo Suplementos 

MDA-MB-231 

DMEM 

10% FBS inactivado por calor 

2 mM L-glutamina 

100 U/mL penicilina/estreptomicina HeLa 

HL-60 RPMI-1640 

10% FBS inactivado por calor 

2 mM L-glutamina 

100 U/mL penicilina/estreptomicina 

MCF10A DMEM F-12 

5% suero de equino 

20 ng/mL EGF 

10 µg/mL insulina 

100 ng/mL toxina cólera 

0,5 µg/mL hidrocortisona 

100 U/mL penicilina/estreptomicina 

DMEM: medio de Eagle modificado por Dulbecco; EGF: factor de crecimiento epidérmico; 

FBS: suero bovino fetal. RPMI: Roswell Park Memorial Institute. 

 

El mantenimiento del cultivo de las diferentes líneas celulares se realizó en una 

campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad cuando el cultivo alcanzaba el 

80% de confluencia. Inicialmente, para el pasaje de células adherentes (MDA-MB-231, 

HeLa, MCF10A), se retiró por aspiración el medio de cultivo consumido por aspiración 
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y se lavó con 2 mL de PBS. A continuación, con el objetivo de desprender las células 

adheridas a la base del frasco de cultivo, se llevó a cabo una proteólisis ligera añadiendo 

0,5 mL de tripsina 1X, durante 1,5 minutos (MDA-MB-231 y HeLa), o tripsina 10X, 

durante 9 minutos (MCF10A). Posteriormente, se inhibió la acción de la tripsina mediante 

la adición de 3 mL de medio fresco suplementado con FBS. El volumen resultante se pasó 

a un tubo Falcon de 15 mL, el cual se centrifugó 5 minutos a 150×g. Seguidamente, se 

retiró el sobrenadante, se resuspendió el pellet celular en medio de cultivo fresco y se 

realizó un recuento de células utilizando una cámara de Neubauer. Posteriormente, las 

células fueron subcultivadas a una confluencia del 25%. 

Para el pasaje celular en suspensión (HL-60), se pipeteaba el medio RPMI 

consumido por las células y la suspensión celular se pasaba a un tubo Falcón, que se 

centrifugaba durante 5 minutos a 150 ×g. A continuación, se retiraba el sobrenadante, se 

resuspendía el pellet de células en medio RPMI fresco y se hacía el recuento celular en 

cámara de Neubauer. Posteriormente, las células eran subcultivadas a 2,5 × 105 

células/mL en 5 mL. 

3.4.2. Viabilidad celular  

La viabilidad celular es un marcador de estudio con el cual poder determinar los 

efectos citotóxicos de un fármaco mediante el análisis de la proporción de células vivas 

y funcionales existentes en una población celular. La viabilidad se evaluó mediante el 

ensayo de proliferación celular CellTiter 96 AQueous One Solution, que se basa en la 

reducción de un compuesto de tetrazolio, MTS, dando lugar a una solución coloreada, 

cuya absorbancia se registra en un lector de microplacas (Infinite M200; Tecan Group 

Ltd., Männedorf, Suiza), tanto a una longitud de onda de prueba de 490 nm, como a una 

longitud de onda de referencia de 650 nm para restar el ruido de fondo. Los experimentos 

se realizaron por triplicado y las células fueron tratadas con los diferentes agentes 

quimioterápicos/nanomateriales durante 24 horas. Por un lado, los tratamientos con los 

complejos metálicos se llevaron a cabo realizando una curva-dosis respuesta a diferentes 

concentraciones (0,1-100 µM) para calcular la IC50 de los distintos quimioterápicos. Para 

los experimentos con NP, las células se trataron con MSNs suspendidas en una solución 

de dH2O/DMSO (50:50, v/v) a concentraciones que oscilaban entre 10 y 500 µg/mL 

durante 24 horas para obtener la IC50 y/o la IC25 de cada nanomaterial. La suspensión de 
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MSNs se dispersó con un sonicador durante 15 minutos antes de preparar las muestras 

para minimizar la agregación antes de añadirla al medio de cultivo. Para preparar las 

soluciones stock, los quimioterápicos se diluyeron en DMSO o DMF teniendo en cuenta 

que la concentración final del disolvente en las células fuese ≤ 0,2% (v/v). 

También se observó la dinámica de crecimiento de los cultivos celulares tras el 

tratamiento con melatonina. En concreto, se estudió la acción de los agentes 

quimioterápicos en presencia o ausencia de melatonina (0,5, 1 y 2 mM) para comprobar 

los efectos sinérgicos entre ambos. 

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (TPP®, Techno Plastic 

Products AG, Trasadingen, Suiza) a una densidad de 8 × 10 3 células/pocillo (MDA-MB-

231, MCF10A), 1,2 × 10 4 células/pocillo (HeLa) o 2,5 × 10 4 células/pocillo (HL-

60). Después de tratar los cultivos durante 24 horas, se realizaron los ensayos añadiendo 

10 µL del reactivo CellTiter 96 AQueous One Solution directamente a los pocillos de 

cultivo, incubando durante 15 minutos (HeLa), 1 hora (MDA-MB-231 y MCF10A) o 

2 horas (HL-60) a 37°C, para luego registrar la absorbancia en el lector de microplacas.  

La viabilidad celular se calculó como porcentaje de los valores de control 

(muestras no tratadas), según la siguiente fórmula:  

[𝐴𝑏𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠/𝐴𝑏𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 𝑛𝑜 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 (𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)] × 100 

3.4.3. Determinación de células apoptóticas 

Se estudió la apoptosis de las células sometidas a diferentes tratamientos 

mediante un kit comercial de detección de apoptosis (Anexina V-FITC Apoptosis), de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos (TPP®) a una densidad de 3 × 

10 5 células/pocillo (MDA-MB-231), 4 × 10 5 células/pocillo (MCF10A) o 2 × 

10 5 células/pocillo (HeLa). A continuación, los cultivos celulares en crecimiento 

exponencial fueron tratados con diferentes fármacos/nanomateriales durante 24 horas. 

Tras el tratamiento, las células se tripsinizaron y se lavaron con PBS (5 minutos, 500 ×g). 

Posteriormente, las células se resuspendieron en 200 μL de tampón de unión que contenía 

5 μL de Anexina V-FITC, y se transfirieron a tubos Eppendorf de 1,5 mL. La suspensión 

celular se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente en un agitador rotacional. 
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Seguidamente, las células se lavaron nuevamente con PBS y se centrifugaron (5 minutos, 

500 ×g). Finalmente, las células se resuspendieron en 200 μL de tampón de unión 

conteniendo 10 μL de PI (stock = 20 μg/mL). 

La anexina V-FITC se une específicamente a los residuos de fosfatidilserina en 

la cara externa de la membrana plasmática de las células apoptóticas. Por otro lado, el 

yoduro de propidio (PI) es un agente intercalante que se une al ADN de la célula una vez 

que la membrana de ésta se ha vuelto permeable. Las células fueron analizadas 

inmediatamente después de la incubación con las sondas mediante un citómetro de flujo 

MACSQuant Analyzer 10 (Miltenyi Biotech). Se analizaron diez mil eventos por muestra 

utilizando los detectores FL-1 (verde; anexina V-FITC) y FL-3 (rojo; PI). Cada grupo 

experimental fue analizado de tres a cinco veces en experimentos independientes. En 

todas las condiciones probadas, se compararon principalmente los porcentajes de células 

vivas, apoptóticas tempranas, apoptóticas tardías y necróticas secundarias. 

3.4.4. Análisis de actividad caspasa  

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos (TPP®) a una densidad de 2 × 

10 6 células/pocillo. Después de tratar los cultivos durante 24 horas con los diferentes 

compuestos, las células se tripsinizaron, se pasaron a diferentes tubos Eppendorf de 1,5 

mL, y se centrifugaron (5 minutos, 150 ×g). Posteriormente, se retiró el sobrenadante y 

las células fueron teñidas para la detección de caspasa-3 y -9 con los kits comerciales 

específicos para cada una de las caspasas, indicados más abajo. La actividad de las 

caspasas se cuantificó utilizando un citómetro de flujo MACSQuant Analyzer 10. El 

análisis se limitó a células vivas, lo cual se detectó utilizando el colorante vital Hoechst 

33258 (10 µg/ml), que se excitó con un láser de 405 nm y su fluorescencia se adquirió a 

través de un filtro de paso de banda (BP) de 450/50 nm. Se analizaron diez mil 

eventos/células por condición. Cada muestra fue analizada seis veces en experimentos 

independientes y los datos se presentaron como porcentaje de células teñidas para cada 

caspasa. 
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3.4.4.1. Actividad caspasa-3 

El kit de tinción para caspasa-3 activa CaspGLOW™ utiliza el inhibidor 

específico de la caspasa 3, DEVD-FMK, directamente conjugado con FITC para el 

sistema de detección. Este reactivo penetra en las células, no es tóxico y se une de forma 

irreversible a la enzima activa. La fluoresceína CaspGLOW se excitó con un láser de 488 

nm y su fluorescencia se adquirió a través del filtro BP de 525/50 nm. 

3.4.4.2. Actividad caspasa-9 

El kit caspase-9 staining (Red) proporciona un medio ampliamente utilizado 

para la detección de caspasa-9 activada en células vivas. El ensayo utiliza un inhibidor de 

la caspasa-9, LEHD-FMK, conjugado con sulforrodamina (Red-LEHD-FMK) como 

marcador fluorescente. El sustrato Red-LEHD-FMK es permeable a la célula, no es 

tóxico, y se une irreversiblemente a la caspasa-9 activada en las células apoptóticas. La 

sulforrodamina Red-LEHD-FMK se excitó con un láser de 561 nm y su fluorescencia se 

adquirió a través de un filtro BP de 586/15 nm. 

3.4.5. Medida de especies reactivas de oxígeno (ERO) 

Para determinar las ERO, las células se sembraron en placas de 6 pocillos (TPP®) 

a una densidad de 2 × 10 6 células/pocillo. Después de tratar los cultivos durante 24 horas, 

las células se tripsinizaron, se pasaron a diferentes tubos Eppendorf de 1,5 mL, y se 

centrifugaron (5 minutos, 150 ×g). Posteriormente, se retiró el sobrenadante y las células 

se incubaron (30 minutos, 37 °C) en PBS conteniendo 0,4 µM de DCFH-DA. La sonda 

DCFH es un indicador de ERO permeable a la célula, inicialmente no fluorescente, que 

es oxidado y convertido en 2',7'-diclorodihidrofluoresceína (DCF), fluorescente, por la 

acumulación intracelular de ERO. El análisis de citometría de flujo se realizó utilizando 

un citómetro de flujo MACSQuant Analyzer 10. El DCF se excitó con un láser de 488 nm 

y su fluorescencia se adquirió a través de un filtro BP de 525/50 nm. El análisis se limitó 

a células vivas, lo cual se detectó utilizando el colorante vital Hoechst 33258 (10 µg/ml), 

que se excitó con un láser de 405 nm y su fluorescencia se adquirió a través de un filtro 

BP de 450/50 nm. Se analizaron diez mil eventos/células por condición. Cada muestra 
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fue analizada seis veces en experimentos independientes y los datos se presentaron como 

porcentaje de células teñidas con DCF. 

3.4.6. Análisis del ciclo celular 

Para investigar los cambios en la progresión del ciclo celular se llevó a cabo un 

análisis de la distribución de las poblaciones celulares en transición G0/G1, fase S y 

transición G2/M, así como la población de células sub-G1 (hipodiploides). 

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos (TPP®) a una densidad de 

2 ×10 6 células/pocillo. Después de 24 horas de tratamiento con los diferentes agentes, las 

células se lavaron con PBS y se fijaron en etanol al 70% durante 30 minutos a 4°C. A 

continuación, las células se lavaron nuevamente con PBS y se resuspendieron en 500 mL 

de PBS que contenía PI (20 µg/ml) y RNasa A (50 µg/ml). Las muestras se mantuvieron 

en la oscuridad a 4°C durante 30 minutos y las células teñidas se analizaron 

inmediatamente mediante un citómetro de flujo MACSQuant X (Miltenyi Biotech). El PI 

se excitó con un láser de 488 nm y su fluorescencia se adquirió a través de un filtro BP 

de 585/40 nm. Se analizaron diez mil eventos/células por condición. Cada muestra fue 

analizada seis veces en experimentos independientes. Los dobletes de células se 

eliminaron del análisis incluyendo sólo células individuales en el protocolo de 

adquisición (Villanueva et al., 2018).  

3.4.7. Determinación de migración celular  

Para evaluar la migración celular de los diferentes tratamientos se emplearon las 

siguientes pruebas. 

3.4.7.1. Ensayo de cierre de herida 

Para realizar el ensayo de cierre de herida las células fueron sembradas (1,5 x 

105 células/pocillo) en MCF10A y (1,8 x 105 células/pocillo) MDA-MB-231 en placas de 

24 pocillos (TPP®). Una vez se formó una monocapa de células con una confluencia del 

100%, se realizaron heridas de igual anchura en los distintos pocillos con una punta de 

pipeta estéril de 100 µL y, posteriormente, las células se sometieron a los diferentes 
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tratamientos. Los experimentos se realizaron por duplicado. Las tasas relativas de 

migración celular se cuantificaron determinando los cambios en el área de la herida a 

tiempo 0 y después de 12 y 24 horas de tratamiento. Para ello, se adquirieron imágenes 

utilizando un microscopio de epifluorescencia (Nikon Eclipse TS100). Dichas imágenes 

se analizaron con el plug in "Wound healing size tool" disponible en la versión 1.49 del 

software Fiji/ImageJ (https://github.com/AlejandraArnedo/Wound-healing-size-

tool/wiki, consultado el 1 de julio de 2022). 

3.4.7.2. Ensayo de migración transwell  

El ensayo se realizó en placas de 24 pocillos con insertos transwell permeables 

de membrana de poliéster (tamaño de poro: 8 mm; Millipore, Madrid, España). Las 

células se sembraron (1 x 105 células/inserto) en un medio libre de suero en la cámara 

superior junto con los distintos tratamientos. En la cámara inferior se añadió medio de 

cultivo con un 10% de FBS para que actuara como quimioatrayente y los diferentes 

agentes a ensayar. Una vez transcurridas 24 horas de tratamiento, se determinó la 

proporción de células que migraron a través de los poros a la superficie inferior de los 

insertos. Para ello, las células se fijaron en una solución de etanol al 70% y se tiñeron con 

cristal violeta durante 10 minutos. A continuación, se tomaron imágenes de los insertos y 

se cortaron las membranas, colocándolas en una nueva placa de 24 pocillos. Por último, 

las membranas se incubaron con dodecil sulfato sódico (SDS) al 5% para extraer el cristal 

violeta (5 minutos en agitador orbital) y se leyó la absorbancia a 560 nm en un lector de 

microplacas (Infinite M200) para cuantificar la cantidad de células con capacidad de 

migrar en cada grupo experimental en función de los valores control (muestras no 

tratadas/muestras tratadas).  

3.4.8. Captación y acumulación celular 

La captación celular de las MSNs se observó mediante MET. Para ello, las 

células se sembraron en placas Petri de 100 mm (TPP®) y se trataron con 10 µg/mL de 

MSNs que contenían Pd(II) (MSN-PdTdTn o MSN-5MT-PdTdTn) durante 24 horas. A 

continuación, las células se tripsinizaron, se lavaron con PBS y se centrifugaron (5 

minutos, 500×g). Posteriormente, se eliminó el sobrenadante, se fijaron los pellets 

celulares en glutaraldehído al 2,5%, se posfijaron en tetraóxido de osmio al 1%, se 

https://github.com/AlejandraArnedo/Wound-healing-size-tool/wiki
https://github.com/AlejandraArnedo/Wound-healing-size-tool/wiki
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deshidrataron en series graduales de etanol y se embebieron en resina epoxi. 

Posteriormente, se cortaron secciones ultrafinas y se tiñeron con azul de toluidina. La 

internalización de las NP y los cambios en la ultraestructura celular se analizaron 

mediante MET (JEOL JEM 1010). 

Por otro lado, para comprobar qué cantidad de Pd(II) y/o Pt(II) se acumulaba en el interior 

de las células se utilizó la espectrometría de masas de plasma acoplado por inducción 

(ICP-MS). Para ello, se sembraron 5×106 células en placas Petri de 100 mm (TPP®) y se 

trataron con 100 µg/mL de MSN-PdTdTn, MSN-5MT-PdTdTn, MSN-PtTdTn o MSN-

5MT-PtTdTn durante 3 horas. A continuación, se tripsinizaron las células, se lavaron con 

PBS, se centrifugaron (5 minutos, 500 ×g) y se lisaron con un tampón de extracción y 

lisis RIPA (análisis de radioinmunoprecipitación) (Tabla 3.3.). Por último, tras una 

digestión con HNO3 al 65%, las cantidades de metal se analizaron con un ICP-MS 7900 

(Agilent Technologies). 

 

Tabla 3.3. Composición del tampón RIPA. 

Reactivos Volumen Concentración final 

Tris-HCl 1M 2.5 mL 150 mM 

NaCl 3M 2.5 mL 50 mM 

Triton-X-100 10% 5 mL 1% 

SDS 10% 0.5 mL 0,1% 

Deoxicolato de sodio 10% 5 mL 1% 

Agua Mili-Q Hasta 50 mL  

 

3.4.9. Análisis estadístico  

Los datos obtenidos se representaron como la media ± la desviación estándar 

(DE). Se utilizó el análisis de varianza de una vía (ANOVA) seguido de la prueba de 

Tukey o la prueba de Dunnett para determinar la significación estadística a fin de realizar 

comparaciones entre tratamientos. Las curvas dosis-respuesta de cada 

compuesto/nanomaterial se realizaron para obtener los valores de IC50 ajustando la curva 

mediante una ecuación sigmoidea dosis-respuesta de cuatro parámetros. Se consideró una 

diferencia estadísticamente significativa cuando P < 0,05. El software estadístico 
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utilizado fue GraphPad Prism 7.04 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, 

EE. UU.). 

Además, los efectos de los compuestos individuales y de sus combinaciones con 

melatonina se utilizaron para calcular el índice de combinación (IC) mediante el software 

Compusyn (ComboSyn, Inc., Paramus, NJ, EE. UU.), siguiendo el método de Chou-

Talalay (Cancer research, 2010). Los valores del IC indican cómo influyen las 

combinaciones de agentes seleccionados en su eficacia terapéutica (antagonista: IC > 1; 

aditivo: IC = 1; sinérgico: IC < 1) a diferentes intervalos de dosificación de la 

combinación. 



                                                                                                                            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

 

 

 



                                                                                                                            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teniendo en cuenta los tres objetivos planteados en esta Tesis Doctoral, este 

apartado se ha dividido en tres capítulos de manera que cada uno de ellos está relacionado 

con el objetivo que se pretende alcanzar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1. Efecto coadyuvante de la melatonina sobre la capacidad citotóxica de 

complejos de Pt(II) con ligandos bidentados derivados de heterociclos S,N y pirazol 

en la línea celular de cáncer de mama humano MDA-MB-231 
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En primer lugar, se evaluó la actividad citotóxica de los complejos de Pt(II). 

Como se muestra en la Figura 4.1., PtDPhPzTn y PtDPhPzTz fueron los complejos que 

mostraron un mayor efecto citotóxico dependiente de la dosis en la línea celular de 

CMTN, MDA-MB-231, con valores de IC50 de 10,47 ± 1,02 y 11,76 ± 1,07 µM, 

respectivamente (Tabla 4.1.). Estos valores son unas 5 veces inferiores al del fármaco de 

referencia CisPt (56,80 ± 2,41 μM; P < 0,05; Tabla 4.1.) y aproximadamente 3 y 6 veces 

inferiores a los de sus homólogos menos lipófilos PtPzTn y PtPzTz, respectivamente 

(33,51 ± 3,83 y 72,16 ± 1,86 µM; P < 0,05; Figura 4.1. y Tabla 4.1.). Estos resultados son 

similares a los obtenidos previamente por nuestro grupo de investigación, donde se 

observó la misma tendencia cuando los complejos de Pt(II) se ensayaron en otras líneas 

celulares tumorales como la línea de leucemia promielocítica humana HL-60, linfoma 

histiocítico humano U-937 y carcinoma epitelial de cuello uterino HeLa (Fernández-

Delgado et al., 2022), donde se demostraba que PtDPhPzTn y PtDPhPzTz eran más 

citotóxicos que CisPt, PtPzTn y PtPzTz. Estos resultados sugieren que la incorporación 

de grupos aromáticos en el ligando puede conducir a una mejora de la citotoxicidad de 

los complejos de Pt(II), lo que fue especialmente llamativo en el caso de las células MDA-

MB-231, ya que son células moderadamente resistentes al CisPt (IC50 > 50 µM). 

 

Figura 4.1. Curvas dosis-respuesta de los complejos de Pt(II) sobre la viabilidad celular en la 

línea celular MDA-MB-231. Las células se trataron durante 24 horas con concentraciones 

crecientes (0-100 μM) de CisPt, los complejos de Pt(II) PtPzTz, PtDPhPzTz, PtPzTn y 

PtDPhPzTn, o el vehículo (0,2% DMF (v/v), control). Los datos representan la media ± D.E. de 

6 experimentos independientes y se expresan como porcentaje de los valores de control. *P < 

0,05 en comparación con el control (test de Dunnett). 
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Tabla 4.1. Valores de IC50 (media ± DE) de CisPt, PtPzTz, PtDPhPzTz, PtPzTn y PtDPhPzTn 

frente a la línea celular MDA-MB-231. 

Compuestos IC50 (μM) 

CisPt 56,80 ± 2,41c 

PtPzTz 72,16 ± 1,86d 

PtDPhPzTz 11,76 ± 1,07a 

PtPzTn 33,51 ± 3,83b 

PtDPhPzTn 10,47 ± 1,02a 

          Los valores que aparecen seguidos de una letra minúscula distinta son significativamente 

diferentes (P < 0,05; test de Tukey). 

 

Dado que los complejos de Pt(II) PtDPhPzTn y PtDPhPzTz fueron los 

quimioterápicos con mayor citotoxicidad en las células MDA-MB-231, y conocidas las 

propiedades antiproliferativas de la melatonina en células tumorales, se decidió estudiar 

el impacto que podría producir el tratamiento combinado de PtDPhPzTn y PtDPhPzTz 

con melatonina en la progresión del ciclo celular de las células de CMTN. Para ello, se 

llevó a cabo un análisis de la distribución del ciclo celular. Así, cuando las células de 

CMTN fueron tratadas con la IC50 de PtDPhPzTn y PtDPhPzTz, solo se observó un 

arresto moderado de la fase S en las células tratadas con PtDPhPzTn (55,32 ± 4,28% 

frente a 38,30 ± 5,44% en las células control; P < 0,05; Figura 4.2.) a expensas de la 

población de células en transición G2/M. Además, ambos complejos de Pt(II) provocaron 

un aumento no significativo de la población de células con contenido de ADN 

hipodiploide (células sub-G1; Figura 4.2.), lo que es indicativo de fragmentación del 

ADN. Aunque en la bibliografía consultada existe una amplia variedad de compuestos de 

Pt(II) que afectan a diferentes fases del ciclo celular de las células MDA-MB-231, cabe 

destacar que el CisPt (Foroodi et al., 2009) así como varios complejos dinucleares de 

Pt(II) (Czarnomysy et al., 2018; Hajipour et al., 2022) muestran en común la afectación, 

entre otras, de la fase S, al igual que ocurre con los complejos estudiados en la presente 

Tesis Doctoral. 

Por otro lado, se observó la misma tendencia en los tratamientos combinados 

con los complejos de Pt(II) y la melatonina, aunque no se observó ningún efecto 

potenciador. De hecho, cuando las células de CMTN se trataron con 10,4 µM de 

PtDPhPzTn o 11,76 µM de PtDPhPzTz en presencia de 1 mM de melatonina, se produjo 

una acumulación significativa de células MDA-MB-231 en fase S en el tratamiento 



4. Resultados y discusión                                                                                                      

85 

combinado con PtDPhPzTn (53,18 ± 6,39% frente a 38,30 ± 5,44% en las células control; 

P < 0,05; Figura 4.2.). Además, la coincubación con los complejos de Pt(II) y la 

indolamina provocó un aumento no significativo del porcentaje de células con contenido 

de ADN hipodiploide (Figura 4.2.). Asimismo, la administración de melatonina por sí 

sola tampoco indujo cambios significativos en la distribución del ciclo celular de las 

células MDA-MB-231 (Figura 4.2.), lo que está de acuerdo con investigaciones previas 

que han mostrado una ausencia de efecto en el ciclo celular de las células de cáncer de 

mama por parte de la indolamina  (Panzer et al., 1998). 

 

Figura 4.2. Efecto de los complejos de Pt(II) y melatonina en el perfil del ciclo celular de la línea 

celular MDA-MB-231. Las células se trataron con 10,47 µM de PtDPhPzTn y 11,76 µM de 
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PtDPhPzTz, en presencia o ausencia de 1 mM melatonina (Mel), o con el vehículo (0,2% 

DMF/DMSO (v/v), control) durante 24 horas. (A) Citogramas representativos que muestran la 

distribución del ciclo celular después de tratar las células con los compuestos indicados. (B) Los 

histogramas muestran porcentajes de células en la transición G0/G1, fase S, transición G2/M y 

población sub-G1 (células hipodiploides). Los valores representan medias ± DE de 5 

experimentos independientes. * P < 0,05 en comparación con el control (test de Dunnett). 

 

Seguidamente, se determinó el efecto del tratamiento combinado de PtDPhPzTn 

o PtDPhPzTz con melatonina sobre la apoptosis en células de CMTN, analizando la 

externalización de la fosfatidilserina en presencia de PI. Para ello, las células MDA-MB-

231 se trataron con la dosis IC50 fijada de PtDPhPzTn y PtDPhPzTz en ausencia o 

presencia de 1 mM de melatonina. Como se muestra en la Figura 4.3., los complejos de 

Pt(II) provocaron un aumento notable en la población de células necróticas secundarias 

(2,78 ± 1,04% frente a 33,25 ± 4,34% para PtDPhPzTn, y 2,08 ± 1,06% frente a 43,99 ± 

14,5% para PtDPhPzTz; P < 0,05) a expensas de un descenso significativo en la 

proporción de células vivas con respecto a las células control (73,63 ± 8,38% frente a 

32,13 ± 11,98% para PtDPhPzTn, y 82,41 ± 13,71% frente a 21,65 ± 11,92% para 

PtDPhPzTz; P < 0,05; Figura 4.3.). Esta actividad concuerda con nuestros resultados 

previos que indican que el efecto citotóxico de PtDPhPzTn y PtDPhPzTz estaban 

asociados con la inducción de la apoptosis mediada por ERO (Fernández-Delgado et al., 

2022). En estudios anteriores se ha comprobado que complejos dinucleares de Pt(II) con 

el quimioterápico berenil en el entorno de coordinación del ion metálico y ligandos 

derivados del pirazol, especialmente los que contienen sustituyentes metilo en dicho 

anillo, mostraron una fuerte actividad pro-apoptótica en las líneas celulares de cáncer de 

mama MDA-MB-231 y MCF-7  (Czarnomysy et al., 2018). También se ha descrito que 

los complejos dinucleares de Pt(II) similares a los anteriores pero con ligandos derivados 

de piridina desencadenan modificaciones oxidativas y, posteriormente, apoptosis en las 

líneas celulares de cáncer de mama MDA-MB-231 y MCF-7 (Agnieszka et al., 2014; 

Bielawski et al., 2013). La melatonina por sí sola no produjo ningún efecto pro-apoptótico 

significativo en las células MDA-MB-231 (Figura 4.3.). Curiosamente, el tratamiento 

combinado de melatonina con PtDPhPzTn, pero no con PtDPhPzTz, potenció la 

inducción de apoptosis en las células de CMTN, como demuestra el notable aumento del 

porcentaje de células necróticas secundarias (33,25 ± 4,34% frente a 49,11 ± 10,86%; P 

< 0,05; Figura 4.3.) en comparación con las células tratadas solamente con PtDPhPzTn. 

Ya en estudios previos se ha demostrado que la melatonina potencia de forma sinérgica 
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la función antitumoral en células MDA-MB-231 tratadas con tunicamicina (Woo et al., 

2015), lo que está de acuerdo con los resultados aquí descritos. La acción potenciadora 

de la melatonina en la apoptosis inducida por fármacos clásicos, como doxorrubicina, 

lapatinib y trióxido de arsénico, también se ha documentado en líneas celulares de cáncer 

de mama (Koşar et al., 2016; Nooshinfar et al., 2016; Sang et al., 2021; Tran et al., 2021) 

y puede estar relacionada con su capacidad prooxidante en células tumorales (Sang et al., 

2021). 

 

Figura 4.3. Efecto de PtDPhPzTn, PtDPhPzTz y melatonina sobre la apoptosis en la línea celular 

MDA-MB-231. Las células se trataron con 10,4 µM de PtDPhPzTn y 11,76 µM de PtDPhPzTz, 

en presencia o ausencia de 1 mM melatonina (Mel), o con el vehículo (0,2% DMF/DMSO (v/v), 

control) durante 24 horas. (A) Citogramas representativos que muestran la redistribución de la 

fosfatidilserina (tinción con anexina V-FITC) en presencia de yoduro de propidio (PI) tras el 

tratamiento de las células. (B) Los histogramas muestran los porcentajes de células vivas, 

apoptóticas tempranas, apoptóticas tardías y necróticas secundarias. Los valores representan la 

media ± DE de 5 experimentos independientes. *P < 0,05 en comparación con el control (test de 

Dunnett). #P < 0,05 en comparación con las células tratadas con PtDPhPzTn (test de Tukey). 
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A continuación, para corroborar el efecto de la coincubación de PtDPhPzTn y 

melatonina, se trataron las células MDA-MB-231 con el complejo de Pt(II) y la 

indolamina a las dosis y combinaciones indicadas en la Tabla 4.2. y se determinó la 

muerte celular tras 24 horas para calcular los valores del IC (Figura 4.4.).  

Tabla 4.2. Cálculo de los datos del índice de combinación (IC) para la combinación de 

PtDPhPzTn y melatonina en la inducción de la muerte celular. 

PtDPhPzTn (µM) Melatonina (mM) Efecto (Fa) IC 

5 0,5 0,72 0,93 

10 0,5 0,57 0,96 

25 0,5 0,21 0,75 

5 1 0,60 0,79 

10 1 0,47 0,83 

25 1 0,19 0,72 

5 2 0,51 0,83 

10 2 0,45 0,91 

25 2 0,19 0,77 

 

Los resultados mostraron un efecto sinérgico de la administración conjunta de 

PtDPhPzTn y melatonina, especialmente al combinar 1 mM de melatonina y las tres 

concentraciones (5, 10 y 25 µM) del complejo de Pt(II) (Tabla 4.2. y Figura 4.4.). 

 

Figura 4.4. Efecto sinérgico de la combinación de PtDPhPzTn y melatonina en la línea celular 

MDA-MB-231. Se muestra un gráfico de estimación del tratamiento combinado mediante los 

valores del índice de combinación (CI, eje y) y la fracción de células afectada (Fa, eje x). Para 

el cálculo se utilizaron PtDPhPzTn (Tn; 5, 10 y 25 µM) y melatonina (Mel; 0,5, 1 y 2 mM) para 

inducir la muerte celular a las concentraciones indicadas durante 24 horas. 
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Por otra parte, el complejo PtDPhPzTn resultó tener menor citotoxicidad en 

células epiteliales no tumorales de mama MCF10A que en las células tumorales, ya que 

la misma dosis de PtDPhPzTn (10,4 µM) sólo provocó una reducción moderada en el 

porcentaje de viabilidad celular de las células MCF10A vivas con respecto a las células 

control (64,58 ± 9,31% frente a 84,76 ± 8,14%; P < 0,05; Figura 4.5.). El hecho relevante 

de que complejos de Pt(II) muestren cierta selectividad en su actividad citotóxica no es 

habitual encontrarlo en la bibliografía; no obstante, resultados similares se han publicado 

para algunos complejos mononucleares de Pt(II) (Gao et al., 2009; Khoury et al., 2022).  

Además, la melatonina por sí sola no afectó a la apoptosis de las células MCF10A (Figura 

4.5.), lo que concuerda con hallazgos previos que demuestran la ausencia de efecto sobre 

dichas células (Gelaleti et al., 2017; Jardin et al., 2021).  En cuanto al tratamiento 

combinado, y contrariamente a lo que ocurrió en las células de cáncer de mama MDA-

MB-231, la melatonina no produjo ningún efecto potenciador sobre la apoptosis inducida 

por PtDPhPzTn en las células MCF10A (Figura 4.5.), indicando así que este tratamiento 

combinado presenta menores acciones promotoras de la apoptosis en las células 

epiteliales mamarias no tumorales que en las células de cáncer de mama. 

 

Figura 4.5. Efecto de PtDPhPzTn y melatonina sobre la apoptosis en la línea celular MCF10A. 

Las células se trataron con 10,4 µM de PtDPhPzTn en presencia o ausencia de 1 mM melatonina 

(Mel), o con el vehículo (0,2% DMF/DMSO (v/v), control) durante 24 horas. (A) Citogramas 

representativos que muestran la redistribución de la fosfatidilserina (tinción con anexina V-FITC) 

en presencia de yoduro de propidio (PI) tras el tratamiento de las células. (B) Los histogramas 

muestran los porcentajes de células vivas, apoptóticas tempranas, apoptóticas tardías y 
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necróticas secundarias. Los valores representan la media ± DE de 5 experimentos 

independientes. *P < 0,05 en comparación con el control (test de Dunnett). 

 

Para confirmar que el mecanismo de muerte celular provocado por el complejo 

PtDPhPzTn era la apoptosis, se determinó la activación de las caspasas, enzimas 

implicadas en el inicio y la ejecución de dicho proceso. Cuando las células MDA-MB-

231 se trataron con 10,4 µM de PtDPhPzTn durante 24 horas, se observó un aumento 

notable de la proporción de células caspasa-3 positivas (60,17 ± 4,27% frente a 14,57 ± 

9,08%; P < 0,05; Figura 4.6. A, C) y caspasa-9 positivas (70,63 ± 6,37% frente a 15,07 ± 

4,67%; P < 0,05; Figura 4.6. B, D), lo que indica que el complejo de Pt(II) desencadenó 

la apoptosis intrínseca en la línea celular de CMTN. A pesar de que existen pocas 

referencias bibliográficas sobre el efecto que puedan tener complejos planocuadrados de 

Pt(II) en la activación de las caspasas en células tumorales de cáncer de mama, existen 

algunos ejemplos de compuestos de coordinación mononucleares de Pt(II) que provocan 

apoptosis a través de la vía mitocondrial dependiente de caspasa-9 y -3 en células MDA-

MB-231 y SK-BR-3 (Bazsefidpar et al., 2023; Maciel et al., 2022). Cabe destacar que el 

tratamiento combinado de PtDPhPzTn y melatonina potenció moderadamente la 

activación de las caspasa-3 y -9, aunque este efecto no fue estadísticamente significativo 

en comparación con el tratamiento con PtDPhPzTn solo (78,28 ± 10,30% frente a 60,17 

± 4,27% y 86,30 ± 8,43% frente a 70,63 ± 6,37% para caspasa-3 y -9, respectivamente; 

Figura 4.6.). De nuevo, la administración de la melatonina sola no produjo ningún efecto 

significativo sobre la activación de la caspasa-3 y -9 en las células MDA-MB-231 (Figura 

4.6.).  
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Figura 4.6. Efecto del tratamiento de PtDPhPzTn y melatonina sobre la activación de la caspasa-

3 y -9 en células MDA-MB-231. Las células se trataron con 10,4 µM de PtDPhPzTn en presencia 

o ausencia de 1 mM melatonina (Mel), o el vehículo (0,2% DMF/DMSO (v/v), control) durante 

24 horas. Los citogramas representativos muestran la activación de la caspasa-3 (A) y -9 (B) 

después de tratar las células con los compuestos indicados. Los histogramas representan los 

porcentajes de células MDA-MB-231 positivas para caspasa-3 (C) y para caspasa-9 (D). Los 

valores se presentan como media ± DE de 4 experimentos independientes. *P < 0,05 en 

comparación con el control (test de Dunnett). 

 

Por otro lado, también se investigó la participación de las ERO en el proceso 

apoptótico provocado por el complejo de Pt(II). Nuestros resultados muestran que el 

PtDPhPzTn aumentó notablemente la producción intracelular de ERO después de 4 horas 

de tratamiento (20,70% ± 3,66 frente a 7,35 ± 1,15% de células DCF-positivas; P < 0,05; 

Figura 4.7.), lo que condujo a la muerte celular por apoptosis. Estos resultados son 

coherentes con otros trabajos que describen que otros complejos de Pt(II) también ejercen 

su efecto citotóxico en células de cáncer de mama a través de la apoptosis mediada por 
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estrés oxidativo (Bielawski et al., 2013). Además, el tratamiento combinado con 

PtDPhPzTn y melatonina aumentó aún más la producción intracelular de ERO, aunque 

este efecto no fue estadísticamente significativo en comparación con las células tratadas 

con PtDPhPzTn solo (26,29 ± 5,39% frente a 20,70 ± 3,66% células DCF-positivas; P < 

0,05; Figura 4.7.). En cuanto a la melatonina sola, ésta no produjo ningún cambio en la 

producción de ERO de las células MDA-MB-231 (Figura 4.7.). 

 

Figura 4.7. Efecto del tratamiento de PtDPhPzTn y melatonina sobre la producción de especies 

reactivas del oxígeno (ERO) en células MDA-MB-231. Las células se trataron con 10,4 µM de 

PtDPhPzTn en presencia o ausencia de 1 mM melatonina (Mel), o el vehículo (0,2% DMF/DMSO 

(v/v), control) durante 4 horas. (A) Citogramas representativos que muestran la producción de 

ERO después de los tratamientos indicados. (B) Los histogramas representan los porcentajes de 

células MDA-MB-231 teñidas con DCF. Los valores se presentan como media ± DE de 4 

experimentos independientes. *P < 0,05 en comparación con el control (test de Dunnett). 

 

Finalmente, se analizó la habilidad del complejo de Pt(II) PtDPhPzTn para 

modular la capacidad de migración celular de las células de CMTN mediante ensayos de 

migración en 2D (cierre de herida) y 3D (transwell). Como se muestra en el ensayo de 

cierre de herida, el complejo PtDPhPzTn afectó en gran medida la capacidad de las células 

MDA-MB-231 para migrar después de 12 (29,76 ± 13,11% frente a 66,79 ± 8,40% en las 

células control; P < 0,05; Figura 4.8.A, B) y 24 horas de tratamiento (66,19 ± 24,20% 

frente a 98,44 ± 3,26% en las células control; P < 0,05; Figura 4.8.A, B), lo que sugiere 

que este compuesto puede ser útil para bloquear la migración metastásica de las células 
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de cáncer de mama. La misma tendencia se observó en el ensayo de migración transwell, 

donde el complejo de Pt(II) mitigó casi por completo la capacidad de migración de las 

células MDA-MB-231 (P < 0,05; Figura 4.8. C).  En este sentido, otros autores han 

sintetizado complejos de Pt(II) con el ligando meta-N,N-difenilpiridinamina (Gamboa 

Varela et al., 2014) o ligandos tridentados obtenidos a partir de la reacción 2-

(feniltio)anilina y salicilaldehído (Bai et al., 2021) con potencial para suprimir la 

capacidad de migración celular de las células de CNMT. En cuanto al tratamiento 

combinado, la exposición de las células MDA-MB-231 con 10,4 µM de PtDPhPzTn en 

presencia de 1 mM de melatonina mejoró notablemente el efecto antimigratorio del 

complejo de Pt(II) después de 12 (15,57 ± 7,53% frente a 29,76 ± 13,11% en células 

tratadas con PtDPhPzTn, P < 0,05; Figura 4.8.A, B) y 24 horas de incubación (37,85 ± 

12,93% frente a 66,19 ± 24,20% en células tratadas con PtDPhPzTn; P < 0,05; Figura 

4.8.A, B). Con respecto al ensayo de migración 3D, el tratamiento combinado con 

PtDPhPzTn y melatonina disminuyó la proporción de células migratorias en la misma 

medida que el complejo de Pt(II) solo (P < 0,05; Figura 4.8. C). Otros estudios también 

han demostrado que la indolamina mejora sinérgicamente las propiedades antimigratorias 

de apatinib, un inhibidor de la tirosina quinasa que inhibe la angiogénesis en células 

madre de cáncer de mama derivadas de células MDA-MB-231 (Maroufi et al., 2022). 

Igualmente, se han probado nuevos conjugados de fármacos melatonina-tamoxifeno para 

inhibir eficazmente la migración en diferentes líneas celulares de cáncer de mama, 

incluidas líneas tumorales resistentes al tamoxifeno (antitumoral empleado en el cáncer 

de mama positivo a estrógenos) (Hasan et al., 2019). No obstante, aunque se ha descrito 

que la melatonina inhibe el potencial de invasión celular en las líneas celulares de cáncer 

de mama MDA-MB-231 y MCF-7 (El-Sokkary et al., 2019), la indolamina por sí misma 

sólo provocó una reducción moderada y no significativa en la capacidad de las células de 

CMTN para migrar en el ensayo de cicatrización de herida (Figura 4.8.A, B) y no mostró 

ningún efecto en el ensayo de migración 3D (Figura 4.8.C). 
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Figura 4.8. Efecto del complejo de Pt(II) y la melatonina sobre las propiedades de migración en 

la línea celular MDA-MB-231. Las células se trataron con 10,4 µM de PtDPhPzTn en presencia 

o ausencia de 1 mM melatonina (Mel) y el vehículo (0,2% DMF/DMSO (v/v), control) durante 

24 horas. (A) Imágenes representativas del ensayo de cierre de herida. (B) Los histogramas 

muestran el porcentaje de cierre de la herida después de 12 y 24 horas, donde el 100% representa 

una herida completamente cerrada. Los valores representan la media ± DE de 12 experimentos 

independientes. (C) Proporción de células con capacidad migratoria mediante el ensayo de 

migración transwell. En la parte superior se muestran imágenes representativas de los insertos 

de transwell para cada condición. Los datos representan la media ± DE de 5 experimentos 

independientes. *P < 0,05 respecto a su correspondiente valor de control (test de Dunnett). #P < 

0,05 en comparación con el valor correspondiente de PtDPhPzTn (test de Tukey). 

 



  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. Papel modulador del derivado de melatonina 5MT sobre la actividad 

citotóxica y pro-apoptótica de MSNs funcionalizadas con dos complejos de Pt(II) y 

Pd(II) con ligandos derivados de 2-tiazolina en la línea celular de cáncer de cuello 

uterino humano HeLa. 
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Para el desarrollo de este apartado, se sintetizaron tres series de nanomateriales 

funcionalizados con los agentes citotóxicos TdTn, PdTdTn o PtTdTn y un derivado de la 

melatonina (5MT). Posteriormente, todos los materiales se caracterizaron 

minuciosamente mediante diferentes técnicas fisicoquímicas y se estudiaron sus 

actividades biológicas. 

En primer lugar, para la caracterización de los materiales preparados se realizó 

un DRX. Como se puede observar, la Figura 4.9. muestra un pico intenso en 

aproximadamente 2,4º, correspondiente al plano de Miller (100), y dos picos de muy baja 

intensidad en 4,2º y 4,9º, correspondientes a los planos (110) y (200), lo que es típico de 

la estructura mesoporosa ordenada de la familia de sílices MCM-41. Después de realizar 

las reacciones de funcionalización con MP, TEDTS y, posteriormente, la molécula diana 

5MT (Figura 4.9. B), las intensidades de los picos disminuyeron claramente debido a la 

incorporación de las moléculas en el interior de los poros, las cuales bloquean los puntos 

de dispersión de los materiales resultando en una clara disminución de la intensidad de 

difracción. De hecho, se puede observar claramente que la disminución de la intensidad 

relativa es más pronunciada en los materiales finales, como puede verse en la Figura 4.9. 

A para los sistemas MSN-PdTdTn y MSN-PtTdTn. 

Figura 4.9. Patrones de difracción de rayos X (DRX). (A) MSN con complejos metálicos. (B) 

MSN-5MT con y sin ligando TdTn. 

 

A continuación, mediante el análisis de un espectro UV-Vis en estado sólido se 

corroboró la información obtenida de las medidas de DRX, ya que, tras las sucesivas 

incorporaciones, las bandas de absorción se vieron modificadas. La Figura 4.10. A 

muestra como la funcionalización de las MSNs con un complejo metálico (PtTdTn o 

PdTdTn) produce una banda ancha de absorción intensa entre 250 y 400 nm asignable a 
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una transferencia de carga ligando-metal y a transiciones d-d (Shaker et al., 2022). El 

mismo comportamiento mostraron los materiales funcionalizados con 5MT como se 

puede ver en la Figura 4.10. B, donde se observa una banda de absorción adicional 

alrededor de 228 nm asociada a la incorporación del agente director 5MT, aunque queda 

enmascarada por la gran absorción de los complejos metálicos. 

 

Figura 4.10. Espectros UV-Vis en estado sólido. (A) MSN con complejos metálicos o ligando 

TdTn sin 5MT. (B) MSN con complejos metálicos o ligando TdTn con 5MT. 

 

 Seguidamente, la cuantificación de la funcionalización de los diferentes 

fragmentos se llevó a cabo por TG o ICP-AES (Tabla 4.3.). La incorporación de los 

ligandos MP y TEDTS determinada por TG (7,12% en masa para MP y 5,27% en masa 

para TEDTS) muestra tasas de funcionalización similar a otros ligandos incorporados 

bajo las mismas condiciones sobre MSNs (Díaz-García et al., 2020). La funcionalización 

con el ligando TEDTS permitió la incorporación del derivado de melatonina 5MT 

mediante un acoplamiento de amidación catalizado por EDAC. Como se muestra en la 

Tabla 4.3., el porcentaje en masa incorporado de 5MT es relativamente bajo (0,35%); sin 

embargo, la incorporación de este fragmento a los sistemas nanoestructurados es 

suficiente para proporcionar una mayor selectividad a los sistemas diseñados, como 

veremos en los estudios biológicos. Del mismo modo, la funcionalización con MP 

permitió la incorporación del ligando TdTn por adsorción a través de interacciones 

intermoleculares o de los complejos metálicos (PtTdTn y PdTdTn) mediante una reacción 

de protonolisis en presencia de trietilamina. 

Además, la Tabla 4.3. muestra la cantidad de metal incorporado en el material 

siendo mucho menor cuando el sistema presenta 5MT (4 veces menos en el caso de los 

materiales funcionalizados con Pd(II) y casi 8 veces menos en el caso de los 
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funcionalizados con Pt(II)), ya que el área superficial de estos materiales es menor y la 

accesibilidad de los grupos tiol a los complejos metálicos disminuye considerablemente. 

El mismo comportamiento se observa con la incorporación del ligando TdTn en la sílice 

de partida y en MSN-5MT, donde el cálculo de los porcentajes de funcionalización tanto 

para el ligando TdTn como para el 5MT se realizaron a partir de los gráficos TG asociados 

(Figura 4.11.). Así, el análisis de los materiales con TdTn (Figura 4.11.) muestra una 

incorporación de ligando hasta 8 veces mayor cuando la sílice no está funcionalizada con 

5MT. Sin embargo, comparando la cantidad de TdTn en todos los materiales (incluidos 

los compuestos metálicos), se observa un mayor porcentaje de TdTn cuando éste forma 

parte de un complejo metálico que cuando el TdTn es el único agente incorporado en las 

MSNs (MSN-TdTn), lo que probablemente se deba a que la incorporación de los 

complejos metálicos se realiza mediante enlace covalente, aumentando la estabilidad y 

disminuyendo la liberación no controlada del ligando (Tabla 4.3.). 

 

Tabla 4.3. Cuantificación de la incorporación de 5MT, TdTn, Pt(II) y Pd(II). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAL %5MTa %TdTn a %Ptb %Pdb 

MSN-TdTn - 1,78 - - 

MSN-PtTdTn - 11,58 6,80 - 

MSN-PdTdTn - 6,56 - 2,10 

MSN-5MT 

0,35 

- - - 

MSN-5MT-TdTn 0,21 - - 

MSN-5MT-PtTdTn 1,47 0,86 - 

MSN-5MT-PdTdTn 1,52 - 0,49 

a Cuantificado por TG; b Cuantificado por ICP-AES 
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Figura 4.11. Análisis termogravimétrico de MSN-5MT con y sin ligando TdTn de materiales de 

sílice funcionalizados. 

 

Para confirmar la naturaleza porosa de las sílices sintetizadas y cómo cambian 

las características superficiales y porosas de los sistemas tras la funcionalización con los 

diferentes agentes, se llevaron a cabo isotermas de adsorción-desorción de N2 (Figura 

4.12.). Las isotermas se identificaron como tipo II según la clasificación de la 

International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (Sing et al., 1985). Las 

muestras de MSNs mostraron un aumento del volumen de nitrógeno adsorbido a valores 

de P/P0 en torno a 0,2 y 1, junto con la aparición de un pequeño bucle de histéresis tipo 

H1 (Sing & Williams, 2004), con una meseta a P/P0 alto, lo que sugiere la condensación 

del nitrógeno en el interior de los mesoporos. Es importante señalar que los materiales 

MSNs estudiados tienen una estructura interna uniforme con una distribución hexagonal 

de los poros con un diámetro controlado de unos 2,8 nm (evaluado por Barrett-Joyner-

Halenda (BJH)), que no se ve muy afectada tras varios pasos de funcionalización (Tabla 

4.4.). Sin embargo, el volumen de poros y el área superficial de la sílice (medidos por 

Brunauer-Emmett-Teller (BET)) se ven afectados tras la funcionalización. El área 

superficial de la sílice de partida es superior a 1000 m2/g mientras que, al incorporar los 

diferentes fragmentos, se redujo hasta 1,4 veces. Una tendencia similar se encontró al 

analizar el volumen de poros, que disminuye incluso a más de la mitad de su capacidad 

en comparación con las MSNs iniciales (de 0,80 a 0,39 cm3/g en el caso del material final 

MSN-5MT-PdTdTn). Estos cambios en los parámetros superficiales indican que se 

produjo una funcionalización homogénea tanto en la superficie del material como en el 

interior de los poros. 
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Figure 4.12. Isotermas de adsorción-desorción de las distintas MSNs. 

 

Tabla 4.4. Propiedades de los materiales de sílice determinadas mediante análisis BJH y BET. 

 

Para estudiar la morfología y el tamaño de las MSNs se realizaron análisis de MET 

y MEB. En las imágenes de MET, se puede observar cómo las partículas tienen una forma 

hexagonal casi esférica (Figura 4.13.). Además, el histograma del tamaño de partícula de 

los materiales muestra una gran homogeneidad con una media de 318 ± 32 nm. También 

MATERIAL SBET (m2/g) Volumen del poro (cm3/g) Diámetro de poro (nm) 

MSN 1064 0,80 2,8 

MSN-5MT 901 0,54 2,8 

MSN-TdTn 878 0,43 2,6 

MSN-PtTdTn 856 0,41 2,8 

MSN-PdTdTn 818 0,41 2,7 

MSN-5MT-TdTn 761 0,47 2,9 

MSN-5MT-PtTdTn 825 0,40 2,9 

MSN-5MT-PdTdTn 808 0,39 2,8 
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se observa como las partículas muestran una alta dispersabilidad, no formando grandes 

agregados, lo cual es beneficioso para su posterior uso en estudios biológicos. Por otro 

lado, el análisis de MEB muestra una imagen tridimensional de las nanopartículas, 

observándose la morfología esférica homogénea (Figura 4.14.). 

 

 

Figura 4.13. Imágenes MET de las MSNs de partida e histograma de la distribución del tamaño 

de las nanopartículas. 

 

 

Figura 4.14. Imágenes MEB de las MSNs de partida a diferentes escalas. 

 

Para confirmar que los sistemas nanoparticulados diseñados actúan como 

sistemas "no clásicos" de liberación de fármacos, se llevó a cabo un estudio de liberación 

de metales en un entorno fisiológico simulado. Todos los materiales mostraron una 

liberación de metal inferior al 0,6% respecto a su carga metálica inicial (Tabla 4.5.), lo 

que indica que la potencial actividad biológica de estos sistemas no se debe 

principalmente a la liberación de especies solubles de Pt o Pd en la zona diana, ya que la 

incorporación de los compuestos metálicos por unión covalente hace que el sistema sea 



4. Resultados y discusión  

103 

muy estable y no libere fácilmente las especies metálicas. Esto también se puede observar 

porque tras la incubación de los materiales a largos periodos de tiempo (48 horas), la 

concentración de Pt o Pd liberada en el medio no aumenta significativamente con respecto 

a tiempos de incubación más cortos. De hecho, se produce una baja liberación de metales 

después de las 3 primeras horas y, tras mantener el material en el medio fisiológico a 

tiempos de incubación más largos, se produce un equilibrio de desorción-adsorción de las 

especies liberadas. Este comportamiento es comparable con el encontrado en estudios 

previos, en los que materiales basados en sílice funcionalizados con compuestos 

metálicos unidos covalentemente no mostraron liberación de especies metálicas, incluso 

a altos tiempos de incubación, actuando como prometedores agentes citotóxicos (Pu et 

al., 2019). 

 

Tabla 4.5. Porcentaje en masa de liberación de Pd o Pt a diferentes tiempos de incubación. 

 

 

A continuación, se realizó un estudio de interacción con ADN libre de los 

nanomateriales MSN-PdTdTn y MSN-PtTdTn a diferentes tiempos de incubación. Para 

ello, se registró la absorción de las NP estudiadas mediante espectros UV en presencia de 

FS-ADN (Figura 4.15). Para el caso de la MSN-PtTdTn (Figura 4.15. A), los picos 

máximos de absorción del ADN disminuyeron significativamente al aumentar el tiempo 

de incubación manteniendo la estructura del espectro del ADN libre. Este 

comportamiento concuerda con el observado para otros complejos de Pt(II), que tienden 

MATERIAL Tiempo (h) % Liberación del metal (± 0,001) 

MSN-PtTdTn 

3 0,044 

24 0,044 

48 0,044 

MSN-PdTdTn 

3 0,024 

24 0,024 

48 0,024 

MSN-5MT-PtTdTn 

3 0,536 

24 0,360 

48 0,349 

MSN-5MT-PdTdTn 

3 0,102 

24 0,069 

48 0,126 
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a formar aductos estables a través de las guaninas del ADN, llevando a las células a la 

detención del ciclo celular en fase G2 (H. He et al., 2014). Sin embargo, el 

comportamiento del complejo de Pd(II) tras la incubación con ADN fue ligeramente 

diferente (Figura 4.15. B). El pico de mayor intensidad del ADN (alrededor de 260 nm) 

disminuye ligeramente de intensidad a tiempos de incubación más largos, pero no de 

forma tan significativa como en el caso del complejo de Pt(II). Sin embargo, el pico 

situado en torno a 215 nm cambia su relación de intensidad con respecto al pico principal 

a medida que aumenta el tiempo de incubación, cambiando la morfología del gráfico con 

respecto al ADN libre. Este comportamiento se ha observado previamente en otros 

complejos de Pd(II), en los que se produce un desplazamiento a longitudes de ondas 

mayores debido a las bandas de transición π → π*/n → π* a medida que el complejo se 

incuba con mayor cantidad de ADN (Choudante et al., 2022). Esto puede indicar que el 

complejo de Pd funcionalizado en sílice también interactúa con el ADN, una de las dianas 

terapéuticas, pero con un mecanismo de acción diferente al compuesto de Pt(II). 

Figura 4.15. Espectros UV de FS-DNA a diferentes tiempos de incubación con (A) MSN-

PtTdTn y (B) MSN-PdTdTn. 

 

En los estudios biológicos, primero se confirmó la acumulación de las MSNs en 

el interior de las células mediante MET, debido a la presencia de NP endocitadas (Figura 

4.16. A, B) o clústeres de MSNs (Figura 4.16. C, D) en el citoplasma de las células HeLa. 

En esta línea celular, estudios previos indican que las MSNs podrían entrar en las células 

por endocitosis y luego liberar los metaloides al citosol (Morelli et al., 2011; Wang et al., 

2015). Varios mecanismos endocíticos, como la endocitosis mediada por clatrina, la 
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endocitosis mediada por caveolas y la micropinocitosis, pueden influir en la cinética 

intracelular y en el destino final de las NP (Pu et al., 2019). 

 

Figura 4.16. Captación celular de MSNs en células HeLa. Las células se expusieron a MSNs que 

contenían Pd 10 µg/mL durante 24 horas y se analizó la internalización de las partículas 

mediante MET. (A, B) Nanopartículas endocitadas. (C, D) Clústeres de MSNs.  Las flechas rojas 

señalan las MSNs internalizadas. Escala: 10 µm (A, C y D) y 5 µm (B). 

 

Para comprobar el potencial antitumoral de los compuestos libres PtTdTn, 

PdTdTn y TdTn, se ensayó su efecto citotóxico a concentraciones comprendidas entre 1 y 

100 µM en la línea celular de cáncer de cuello de útero HeLa. El complejo PtTdTn y el 

ligando TdTn mostraron una citotoxicidad similar en las células HeLa (IC50 = 51,75 ± 

2,43 y 51,59 ± 1,04 µM, respectivamente; Figura 4.17. A, E), mientras que el complejo 

PdTdTn produjo un mayor efecto citotóxico (IC50 = 39,35 ± 0,86 µM; Figura 4.17. C). 
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Posteriormente, se estudió la citotoxicidad de los materiales basados en sílice en la misma 

línea celular. Los diferentes materiales se analizaron en el intervalo de 10-500 µg/mL. La 

MSN-PtTdTn y la MSN-PdTdTn produjeron un efecto citotóxico significativo a partir de 

50 µg/mL y 200 µg/mL, respectivamente (Figura 4.17. B, D). Por el contrario, la MSN-

TdTn solo generó efectos significativos a concentraciones superiores a 400 µg/mL 

(Figura 4.17. F). Por lo tanto, las MSNs mostraron un efecto citotóxico dependiente de la 

dosis en células HeLa, siendo el material más citotóxico la MSN-PdTdTn con un valor 

de IC50 de 424,8 ± 9,59 µg/mL (Tabla 4.6.).  

Se calculó la actividad citotóxica en términos del material completo y en función 

de la carga de metal activo de cada material, de modo que ambos sistemas (materiales y 

compuestos libres) puedan compararse mediante la IC50 de su concentración de metal 

(Tabla 4.6.). Comparando la cantidad de metal necesaria para obtener el mismo efecto 

citotóxico, la carga de los complejos en los sistemas de liberación basados en MSN no 

mejoró la actividad biológica de los compuestos libres. De hecho, se necesitó unas tres 

veces menos metal para el complejo PtTdTn libre (10,10 ± 0,79 frente a 31,44 ± 1,12 

µg/mL; Tabla 4.6.), y unas dos veces menos para el PdTdTn libre (4,19 ± 0,18 frente a 

8,92 ± 0,20 µg/mL; Tabla 4.6.) comparados con los compuestos encapsulados. Sin 

embargo, en estudios anteriores, los sistemas de liberación basados en MSNs que 

incorporaban derivados de Pt(II) demostraron una citotoxicidad mejorada contra las 

células HepG2 en comparación con los compuestos libres (H. He et al., 2014). En este 

sentido, la MSN-TdTn utilizada en la presente Tesis Doctoral sí mejoró la citotoxicidad 

del ligando libre, requiriendo casi un 70% menos de ligando para la MSN-TdTn (11,55 ± 

0,77 frente a 17,12 ± 1,04 µg/mL; Tabla 4.6.) para conseguir el mismo efecto que el 

compuesto libre. 
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Figura 4.17. Curva dosis-respuesta de los materiales basados en sílice y los compuestos libres 

sobre la viabilidad celular en células HeLa. Las células se estimularon con concentraciones 

crecientes de PtTdTn (A), PdTdTn (C), TdTn (E), MSNs con Pt(II) (B), MSNs con Pd(II) (D) MSNs 

con TdTn (F) o el vehículo (0,2% DMSO (v/v), control) durante 24 horas. Los valores se presentan 

como media ± DE de 5 experimentos independientes y se expresan como porcentaje de los valores 

de control. *P < 0,05 en comparación al control correspondiente. 
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Tabla 4.6. Efecto citotóxico tras 24 horas de tratamiento con MSN-PtTdTn, MSN-PdTdTn, 

MSN-TdTn y sus compuestos libres expresado en función del contenido de metal/ligando en 

células HeLa. 

 

Por otra parte, también se evaluó el potencial antitumoral de la 5MT libre, y se 

utilizó la melatonina como compuesto de referencia para comparar su efectividad. Como 

se muestra en la Figura 4.18., la 5MT mostró un efecto citotóxico relativamente mejor 

que la melatonina en células HeLa (IC50 = 1,12 ± 0,02 frente a 1,26 ± 0,04 mM, 

respectivamente).  

 

Figura 4.18. Cinética de la curva dosis-respuesta de 5MT y melatonina en células HeLa. Las 

células se trataron con concentraciones crecientes (0,5, 1, 2, 3 y 5 mM) de 5MT (A) y melatonina 

(B), o el vehículo (0,2% DMSO (v/v)) durante 24 horas. Los valores se presentan como la media 

± DE de 5 experimentos independientes y se expresan como porcentaje respecto al control. Los 

valores de IC50 se calcularon ajustando la curva mediante una ecuación sigmoidea dosis-

respuesta de cuatro parámetros. 

IC50 (± SD; µg/mL) 

Material/Compuesto    Total  [Metal] [Ligando] 

MSN < 1000 - - 

MSN-MP < 1000  - - 

MSN-PtTdTn 

PtTdTn 

MSN-PdTdTn 

PdTdTn 

MSN-TdTn 

TdTn 

462,40 ± 16,52 

30,96 ± 2,43 

424,8 ± 9,59 

20,05 ± 0,86 

31,44 ± 1,12 

10,10 ± 0,79 

8,92 ± 0,20 

4,19 ± 0,18 

- 

- 

- 

- 

648,6 ± 43,26 

17,12 ± 1,04 

- 

- 

11,55 ± 0,77 

17,12 ± 1,04 

CisPt 4,84 ± 1,01 3,14 ± 0,66 - 
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A continuación, se utilizó el derivado de la melatonina, 5MT, para estudiar su 

actividad biológica una vez encapsulado en MSNs funcionalizadas con los complejos de 

PtTdTn y PdTdTn frente a células HeLa (Figura 4.17.). Los datos obtenidos mostraron 

que las MSNs funcionalizadas con 5MT y sus respectivos quimioterápicos presentaban 

valores de IC50 menores que las MSNs cargadas con los quimioterápicos solos (Tabla 

4.7.). Comparando la cantidad de metal necesaria para obtener el mismo efecto citotóxico, 

los sistemas de liberación basados en MSNs que contenían 5MT superaron la actividad 

biológica de los compuestos libres, ya que se necesitó aproximadamente 3 veces menos 

metal para la MSN-5MT-PtTdTn (3,41 ± 0,11 frente a 10,10 ± 0,79 µg/mL de PtTdTn), 2 

veces menos para MSN-5MT-PdTdTn (1,79 ± 0,04 frente a 4,19 ± 0,18 µg/mL de 

PdTdTn) y 12 veces menos para MSN-5MT-TdTn (1,33 ± 0,07 frente a 17,12 ± 1,04 

µg/mL de TdTn). La misma tendencia se observó al comparar la cantidad de metal de las 

MSNs cargadas con los complejos con las MSNs que contienen complejos y 

funcionalizadas con 5MT, ya que se necesitó aproximadamente 9 veces menos metal para 

MSN-5MT-PtTdTn (3,41 ± 0,11 frente a 31,44 ± 1,12 µg/mL para MSN-PtTdTn), 5 veces 

menos para MSN-5MT-PdTdTn (1,79 ± 0,04 frente a 8,92 ± 0,20 µg/mL para MSN-

PdTdTn) y 9 veces menos para MSN-5MT-TdTn (1,33 ± 0,07 frente a 11,55 ± 0,77 µg/mL 

para MSN-TdTn). Además, la cantidad administrada de 5MT en la MSN-5MT fue de 2,54 

± 0,40 µg/mL, es decir, unas 84 veces menor que la cantidad de 5MT libre (212,8 ± 0,01 

µg/mL; Tabla 4.7.), lo que indica que la incorporación de pequeñas cantidades de 5MT 

en los materiales mejoró en gran medida la eficacia de los complejos. Estos resultados 

concuerdan con investigaciones previas que combinan diferentes fármacos en este tipo de 

sistemas de administración. Así, se ha descrito que la combinación de CisPt junto con 

doxorrubicina (Li et al., 2016) u óxido nítrico (Munaweera et al., 2015) mejora los efectos 

del Pt en cultivos celulares tumorales al reducir la dosis de cada fármaco. 
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Tabla 4.7. Efecto citotóxico de las MSN funcionalizadas con 5-metoxitriptamina (5MT) (MSN-

5MT-PtTdTn, MSN-5MT-PdTdTn, MSN-5MT-TdTn, MSN-5MT) y sus compuestos libres en 

células HeLa. 

IC50 (± SD; µg/mL) 

Material/Compuesto                    Total [Metal] [Ligando] [5MT] 

MSN-MP-TEDTS < 1000  - - - 

MSN-5MT-PtTdTn 394,90 ± 13,14 3,41 ± 0,11 - - 

MSN-5MT-PdTdTn 366,20 ± 8,69 1,79 ± 0,04 - - 

MSN-5MT-TdTn 632,9 ± 32,82 - 1,33 ± 0,07 - 

MSN-5MT 724,7 ± 113 - - 2,54 ± 0,40 

5MT 1120 ± 0,02 -                                     - 212,80 ± 0,01  

 

Dado que las NP funcionalizadas con 5MT fueron los sistemas de administración 

más eficaces en términos de potencial antitumoral, se determinó el efecto promotor de la 

apoptosis de MSN-PtTdTn, MSN-5MT-PtTdTn, MSN-PdTdTn y MSN-5MT-PdTdTn 

analizando la externalización de la fosfatidilserina en células HeLa. Para ello, las células 

fueron tratadas con la dosis IC25 de las diferentes MSNs (Figura 4.19. B) durante 24 horas. 

Los materiales que contenían Pt(II) indujeron una notable disminución de la proporción 

de células vivas (26,14 ± 15,29% para MSN-PtTdTn y 32,12 ± 16,40% para MSN-5MT-

PtTdTn; P < 0,05) a expensas de un aumento significativo de las poblaciones de células 

apoptóticas tardías (44,26 ± 15,23% para MSN-PtTdTn y 44,24 ± 13,02% para MSN-

5MT-PtTdTn; P < 0,05) y necróticas secundarias (9,92 ± 2,94% para MSN-PtTdTn y 

10,51 ± 3,22% para MSN-5MT-PtTdTn; P < 0,05) con respecto a las células de control 

(Figura 4.19.). Los materiales que contenían Pd(II) siguieron un patrón similar, con una 

llamativa reducción de la proporción de células vivas (43,45 ± 12,73% para MSN-

PdTdTn y 39,41 ± 13,03% para MSN-5MT-PdTdTn; P < 0,05) a expensas de un notable 

aumento de las poblaciones celulares apoptóticas tardías (35,71 ± 9,15% para MSN-

PdTdTn y 36,15 ± 11,58% para MSN-5MT-PdTdTn) y necróticas secundarias (8,71 ± 

3,44% para MSN-5MT-PdTdTn; P < 0,05) con respecto a las células control (Figura 

4.19.). Estos resultados concuerdan con hallazgos preliminares que indicaban que el 

efecto citotóxico de los complejos PtTdTn y PdTdTn se inducía a través de una apoptosis 

mediada por ERO y dependiente de caspasas (Fernández-Delgado et al., 2020). Es 

importante destacar que los materiales funcionalizados con 5MT mostraron mayores 

efectos pro-apoptóticos que sus homólogos sin 5MT, ya que los materiales que contenían 
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5MT produjeron aproximadamente la misma proporción de apoptosis, pero con menor 

cantidad de metal encapsulado (Figura 4.19. B). 

 

Figura 4.19. Efecto de las MSNs con Pt(II) y Pd(II) sobre la apoptosis en células HeLa. Las 

células se trataron con IC25 de cada MSN (según se indica) o con el vehículo (0,2% DMSO (v/v), 

control) durante 24 horas. (A) Citogramas representativos de células con doble tinción (Annexin 

V-FITC/Hoechst 33258) para cada condición. (B) Los histogramas representan el porcentaje de 

diferentes poblaciones celulares (media ± DE) de 4 experimentos independientes. *P < 0,05 en 

comparación con el control (test de Dunnett). 

 

La citotoxicidad incrementada por acción de las MSNs funcionalizadas con 5MT 

podría deberse a una mayor selectividad de los sistemas basados en sílice que contienen 
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los complejos metálicos. Así, analizamos la acumulación de MSN-PtTdTn, MSN-5MT-

PtTdTn, MSN-PdTdTn y MSN-5MT-PdTdTn en las células HeLa. En este sentido, los 

resultados claramente demuestran que el porcentaje de Pt(II) internalizado fue mucho 

mayor (hasta 10 veces) en las células que fueron tratadas con MSN-5MT-PtTdTn en 

comparación con aquellas tratadas con MSN-PtTdTn (Figura 4.20.). Las NP que 

contienen Pd(II) siguieron la misma tendencia pero, en general, se acumularon en 

mayores cantidades. En este caso, la internalización de MSN-5MT-PdTdTn fue hasta 5 

veces mayor que la de su homóloga sin 5MT (Figura 4.20.). Además, comparando la 

internalización de ambos metales, el Pd fue internalizado más eficientemente en 

comparación con el Pt, lo que podría explicar los mejores efectos citotóxicos observados 

para los materiales que contienen Pd. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la 

actividad biológica de las MSNs se ve afectada positivamente por la funcionalización con 

5MT, lo que condujo a una mejor captación y acumulación celular y reforzó su potencial 

eficacia terapéutica. 

 

Figura 4.20. Acumulación de Pt(II) y Pd(II) en células HeLa. Las células se trataron con 100 

µg/mL de MSN-PdTdTn, MSN-5MT-PdTdTn, MSN-PtTdTn o MSN-5MT-PtTdTn durante 3 horas. 

Los valores representan la media ± DE de 4 experimentos independientes y muestran el 

porcentaje de metal internalizado teniendo en cuenta la cantidad de Pt(II) o Pd(II) cargado en 

cada sistema MSN. *P < 0,05 en comparación con MSN-PtTdTn. #P < 0,05 en comparación con 

MSN-PdTdTn (test de Tukey). 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3. Síntesis y caracterización estructural de un complejo derivado de CisPt 

con una amina primaria del tipo [PtCl2(NH3)(NH2R)]. Capacidad de la melatonina 

para potenciar la actividad citotóxica de este compuesto sobre las líneas celulares de 

cáncer de cuello uterino humano HeLa, cáncer de mama humano MDA-MB-231 y 

leucemia promielocítica humana HL-60. 
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En este apartado, se realizó una caracterización de un nuevo complejo derivado 

de CisPt mediante DRX y IR en fase sólida, mientras que, en disolución, la 

caracterización se ha llevado a cabo a partir de 1H-RMN.  

Por recristalización en acetonitrilo del complejo [PtCl2(3,4-

dicloroanilina)(NH3)], se han podido obtener y aislar cristales de calidad y tamaño 

adecuados para realizar su estudio por DRX de monocristal. Los datos principales del 

monocristal examinado, así como las condiciones de barrido y los parámetros obtenidos 

tras el último ciclo de refinamiento se recogen en la Tabla 4.8. 

 

Tabla 4.8. Datos del cristal, condiciones de barrido y parámetros para el estudio de difracción 

de rayos X de [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)]. 

Forma del cristal Placa 

Color Amarillo 

Tamaño (mm) 0,08 × 0,04 × 0,02 

Formula química C6H8Cl4N2Pt 

Peso molecular 445,03 

Sistema cristalino Monoclínico 

Grupo espacial P 21/c 

a (Å) 7,4433(7) 

b (Å) 22,845(2) 

c (Å) 6,9709(5) 

α (º) 90 

β (º) 111,982(2) 

γ (º) 90 

Volumen de celdilla (Å3) 1099,17(16) 

Z 4 

Dcalc (g·cm-3) 2,689 

μ (mm-1) 13,692 

F (000) 816 

Intervalo θ (º) 2,951–26,356 

Intervalo de índices -9 ≤ h ≤ 9, -28 ≤ k ≤ 25,-8 ≤ l ≤ 8 

Temperatura (K) 296 

Reflexiones independientes 2246 
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Reflexiones observadas 1149 

Número de parámetros refinados 201 

R [F >4.0 σ(F)] 0,0404 

Rw [F >4.0 σ(F)] 0,0785 

GOF 1,039 

pmax; pmax (e·Å -3) 1,223; - 0,823 

 

A continuación, en la Figura 4.21., se muestra un diagrama de la estructura 

molecular del complejo en el que se han dibujado los elipsoides térmicos a un nivel de 

probabilidad del 40%. 

 

Figura 4.21. Estructura molecular del complejo [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)]. 

 

Asimismo, en la Figura 4.22., se muestra la disposición de las moléculas del 

complejo en la celdilla unidad (Z = 4). 

 

Figura 4.22. Celdilla unidad del complejo [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)]. 
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 La geometría de coordinación del complejo alrededor de Pt(II) puede describirse como 

plano-cuadrado ligeramente distorsionada, con el átomo de Pt unido a dos átomos de cloro 

en disposición cis, a una molécula de 3,4-dicloroanilina que coordina a través del átomo 

de nitrógeno del grupo amino (NH2) y a un ligando ammina (NH3). Los ángulos ligando-

metal-ligando difieren de los valores ideales para una geometría plano-cuadrada (90º) 

variando entre 86,17(3) [N(2)-Pt-Cl(2)] y 94,21(10) [Cl(1)-Pt-Cl(2)]. Por otro lado, el 

ángulo diedro entre los planos Cl(2)-Pt-Cl(1) y N(2)-Pt-N(1) tiene un valor de 3,53º 

siendo la máxima desviación respecto al plano medio formado por el grupo cromóforo 

PtCl2N2 para el átomo N(2) de 0,049(1) Å. En la Tabla 4.9., se recogen las distancias y 

los ángulos de enlace más relevantes en el complejo. 

 

Tabla 4.9. Distancias de enlace (Å), ángulos de enlace (º) y parámetros geométricos de los 

enlaces de hidrógeno en [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)]. 

Distancias de enlace (Å) 

Pt-Cl(1) 2,313(3) 

Pt-Cl(2) 2,301(2) 

Pt-N(1) 2,035(8) 

Pt-N(2) 2,088(9) 

Ángulos de enlace (º) 

N(1)-Pt-Cl(1) 178,73(2) 

N(1)-Pt-Cl(2) 86,63(3) 

N(2)-Pt-Cl(1) 86,17(3) 

N(2)-Pt-Cl(2) 176,53(3) 

N(2)-Pt-N(1) 93,05(4) 

Cl(1)-Pt-Cl(2) 94,21(10) 

Parámetros geométricos de los enlaces de hidrógeno 

D-H···A Posición de A D···A (Å) D-H···A (º) 

N(1)-H(1ª)···Cl(2) x, 1,5-y, -0,5+z 3,601 146,6 

N(1)-H(1B)···Cl(1) x-1, 1,5-y, 0,5+z 3,405 132,1 

N(1)-H(1C)···Cl(2) x, 1,5-y, 0,5+z 3,406 131,0 

N(2)-H(2B)···Cl(1) x, 1,5-y, 0,5+z 3,375 159,8 

 

La estructura cristalina del complejo presenta un desorden estático que afecta a 

los átomos de la molécula del ligando orgánico 3,4-dicloroanilina, como puede observarse 

en la Figura 4.23. Por ello, a la hora de modelar el mapa de densidades electrónicas se 
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utilizaron dos conjuntos de posiciones diferentes. Para este procedimiento, la ocupación 

de las dos orientaciones alternativas fue restringida a la unidad. Asimismo, se aplicaron 

restricciones SADI, RIGU y SIMU a los átomos y las distancias de enlace que forman 

parte del desorden. De las dos orientaciones posibles para el ligando 3,4-dicloroanilina, 

hay una mayoritaria que presenta un factor de ocupación de 0,85(1), y otra minoritaria, 

notada con la letra A en los átomos, que tiene un factor de ocupación de 0,15(1). Ambas 

orientaciones son casi coplanares ya que el ángulo diedro que se forma entre los planos 

medios de cada una de ellas es 1,26º. Además, en ambas orientaciones, el ligando se 

encuentra coordinado al ion Pt(II) a través del átomo de nitrógeno.  

 

Figura 4.23. Representación del desorden en el ligando 3,4-dicloroanilina presente en el 

complejo. 

 

Con respecto a las distancias de enlaces encontradas, estas se han estudiado de 

forma más exhaustiva con ayuda de la base de datos de Cambridge Structural Database 

(CSD) empleando el programa CONQUEST (versión v5.42, junio 2023), que permite 

encontrar distancias de enlace en compuestos estructuralmente similares a la molécula 

bajo estudio que están depositadas en CSD. 

Las longitudes de enlace Pt-Cl son más largas que la de los enlaces Pt-N y se 

sitúan en el mismo orden que el valor medio [2,299(19) Å] calculado para 602 complejos 

cis plano-cuadrados de Pt(II) con un entorno de coordinación Cl2N2 obtenidos de CSD 

(Groom et al., 2016). 

Por otro lado, la distancia de enlace Pt-NH3 es similar al valor promedio 

calculado [2.037(19) Å] para 24 complejos plano-cuadrado con Pt(II) en un entorno de 

coordinación Cl2N2 obtenidos también en CSD (Groom et al., 2016). Finalmente, no se 
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encontraron distancias de enlace Pt unido al átomo de nitrógeno de dicloroanilinas en 

CSD, por lo que se comparó con uniones Pt-Nanilina con un valor medio [2,077(42) Å] 

calculado para 41 complejos de Pt(II) con este tipo de enlaces en CSD (Groom et al., 

2016). 

Además, la estructura cristalina se encuentra estabilizada por una red de enlaces 

de hidrógeno, en los cuales el átomo de nitrógeno N(1) del ligando ammina y el átomo 

de nitrógeno N(2) del grupo amino de la dicloroanilina actúan como dadores de 

hidrógeno, mientras que los ligandos cloro actúan como aceptores de hidrógeno. En la 

Tabla 4.9. se indican los principales parámetros geométricos correspondientes a estas 

uniones. Un esquema de los enlaces intermoleculares de hidrógeno se muestra en la 

Figura 4.24. 

 

Figura 4.24. Esquema de los enlaces intermoleculares de hidrógeno en el cristal de [PtCl2(3,4-

dicloroanilina)(NH3)]. 

 

 

 Así, puede observarse que los enlaces de hidrógeno intermoleculares forman 

una red bidimensional que crece a lo largo de los ejes a y c, como se muestra en la Figura 

4.25. 
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Figura 4.25. Red bidimensional de enlaces intermoleculares de hidrógeno. 

 

 

En cuanto a la posible existencia de interacciones aromáticas, es necesario 

destacar su importancia a la hora de determinar el empaquetamiento cristalino en 

compuestos que contienen algún fragmento aromático. Se han tenido en consideración 

los distintos tipos de interacciones aromáticas que pueden tener lugar, representadas en la 

Figura 4.26., y que se describen a continuación:  

a) Apilamiento facial o π-π stacking. Consiste en un ordenamiento paralelo de los 

anillos aromáticos de modo que éstos se hallan superpuestos, estando 

comprendida la distancia entre los planos de mínimos cuadrados de los anillos 

entre 3,3 y 3,8 Å. Este caso está enérgicamente desfavorecido, ya que las 

interacciones entre los electrones π de ambos anillos tienen carácter repulsivo. 

 

b) Ordenamiento tipo T. En este tipo de disposición, los planos medios de los anillos 

forman un ángulo comprendido entre 40º y 90º, siendo las fuerzas de interacción 

C-H···π que se establecen entre un dador C-H y un aceptor π las principales 

responsables de esta estructura. Normalmente, estas interacciones tienen lugar 

entre dos de los hidrógenos de uno de los anillos y la nube aromática del otro. 
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c) Apilamiento desplazado. Puede describirse como una disposición paralela en la 

que ocurre un desplazamiento relativo de los planos medios de los anillos, dando 

lugar a solapamiento parcial. La separación entre los planos de los anillos está 

comprendida entre 3,3 y 3,8 Å. Es energéticamente favorable, ya que minimiza la 

repulsión entre electrones π y maximiza las fuerzas atractivas entre el esqueleto σ 

de uno de los anillos y la nube π del otro. 

 

Figura 4.26. Tipos de interacciones aromáticas entre anillos. 

 

En el complejo [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] se detecta apilamiento facial o 

π-π stacking entre anillos de benzeno cuyos planos medios son paralelos y están separados 

a 3,486 Å, siendo esta interacción la responsable de la estructura supramolecular del 

compuesto. Como se puede apreciar en la Figura 4.27., los anillos de benceno actúan a la 

vez como dadores C-H y aceptores π, siendo el átomo de hidrógeno implicado C(5)-H. 

En la Tabla 4.10., se indican los parámetros calculados para esta interacción. 

 

Tabla 4.10. Interacciones de apilamiento en [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)]. 

C-H···π D(ci-cj) (Å) ANG (º) DZ (Å) DXY (Å) Hi···cj (Å) C-Hi···cj (º) 

C(5)-H···π 3,869 0,0 3,486 1,51 4,027 69,24 

D(ci-cj): Distancia entre centroides; ANG: ángulo formado por los planos de mínimos cuadrados 

de los anillos de benceno interaccionantes; DZ: distancia entre dichos planos; DXY: distancia 

entre las proyecciones de los centroides sobre uno de los planos; Hi···cj: distancia entre el 

hidrógeno interactuante del benceno dador C-H y el centroide del benceno aceptor π; C-Hi···cj: 

ángulo definido por el grupo C-H del benceno dador y el centroide aceptor. 
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Figura 4.27. Apilamiento facial o π-π stacking del complejo [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)]. 

 

 La coordinación de un ligando a un ion metálico da lugar a la aparición de 

enlaces metal-ligando y a variaciones en la energía de los enlaces del ligando original. 

Estos cambios se traducen en la aparición de nuevas bandas de absorción en el espectro 

IR debido a los enlaces metal-ligando, y a desplazamientos de las bandas 

correspondientes a los enlaces del ligando que sufren modificaciones energéticas como 

consecuencia de la coordinación. Por este motivo, del estudio comparativo de los 

espectros de absorción en la zona del IR del ligando libre y de la especie compleja puede 

extraerse información sobre qué átomos del ligando están implicados directamente en la 

coordinación al metal. 

En la Figura 4.28. se muestra el espectro IR de [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3) 

en el intervalo de 4000 y 400 cm-1. Las principales bandas detectadas y asignaciones 

realizadas se indican en la Tabla 4.11., de acuerdo con la bibliografía (Dotes et al., 1986; 

Spectral Database for Organic Compounds (SDBS)., 2024). 

 

Figura 4.28. Espectro de absorción de [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] entre 4000 y 400 cm-1.  
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Tabla 4.11. Posición y asignación de las bandas del espectro de absorción IR de [PtCl2(3,4-

dicloroanilina)(NH3). 

Asignación Numero de onda (cm-1) Asignación Numero de onda (cm-1) 

νas(NH3) 

νas(NH2) 
3286 γ(NH2) 1040 

νs(NH3) 3217 ν(anillo 

fenilo) 

1034 

νs(NH2) 3176 γ(C-H) 950 

ν(C-H) 3104 γ(C-H) 892 

δ(NH2) 1633 γ(C-H) 883 

ν(C-C) 1589 γ(C-H) 825 

ν(C-C) 

δ(NH3) 
1562 r(NH3) 782 

ν(C-C) 1469 ν(C-Cl) 693 

ν(C-C) 1415 ν(Pt-NH2) 660 

δ(NH3) 1385 r(NH2) 606 

ν(C-N) 1317 ν(Pt-NH3) 522 

δ(C-H) 

1258 γ(anillo 

fenilo) 

465 

1227 γ(anillo 

fenilo) 

443 

δ(C-H) 1200 

δ(C-H) 
1147 

1131 

ν stretching o tensión; δ bending, deformación o flexión en el plano; γ bending, deformación o 

flexión fuera del plano; r rocking o balanceo; as modo antisimétrico; s modo asimétrico. 

 

Como hechos más destacables, en lo que se refiere a la zona del IR cercano, cabe 

mencionar la aparición de dos bandas a 3286 cm-1 y 3217 cm-1 asignables a los modos de 

vibración de tensión asimétrico y simétrico, respectivamente, de la molécula de amoniaco 

presente en el complejo (Lippard & Ziegler, 2004; Muir et al., 1988; SDBS, 2024). Estas 

bandas de tensión aparecen a menor número de onda respecto del amoniaco libre (3444 

y 3337 cm-1) (Lide, 2005), lo que indica la coordinación del ligando ammina al centro 

metálico. 
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Otros modos de vibración del ligando ammina como los modos de vibración de 

flexión o deformación (bending), se detectan a 1562 cm-1 y 1385 cm-1, mientras que un 

modo de vibración de balanceo (rocking) se encuentra a 782 cm-1 (Nakamoto, 1997). 

Asimismo, en relación con el grupo amino del ligando 3,4-dicloroanilina que se encuentra 

en el complejo estudiado, las bandas de vibración de tensión asimétricas y simétricas son 

asignables, de acuerdo con la bibliografía (Craciunescu et al., 1985), a 3286 cm-1 y 3176 

cm-1. Estas bandas se registran a 3420-3419 cm-1 y 3323-3321 cm-1 para el ligando libre, 

pudiéndose comprobar un desplazamiento a frecuencias más bajas que confirma la 

coordinación a través del átomo de nitrógeno del grupo amino. En cuanto a otros modos 

de vibración del grupo NH2, se han registrado tres bandas a 1633 cm-1, 1040 cm-1 y 606 

cm-1, asignables a una banda de vibración de flexión en el plano, una banda de vibración 

fuera del plano y a una banda de balanceo, respectivamente.  

En lo que se refiere a las vibraciones de los enlaces metal-ligando, cabría esperar 

la aparición de cuatro modos de tensión (Pt-ligando). Así, la banda que aparece a 660 cm-1 

es asignable a la vibración ν(Pt-NH2) de acuerdo con la bibliografía consultada 

(Craciunescu et al., 1985). La banda registrada a 522 cm-1 puede asignarse a la vibración 

ν(Pt-NH3) que se encuentra en el CisPt a 510 cm-1 (Nakamoto, 1997). Por último, las dos 

bandas de vibración ν(Pt-Cl) no se han registrado por quedar fuera del rango del equipo. 

La caracterización estructural del complejo en disolución se realizó mediante 

espectroscopia de 1H-RMN usando DMF-d7 como disolvente. El estudio de las 

asignaciones de los protones en el complejo se ha realizado a partir del espectro del 

ligando libre 3,4-dicloroanilina en DMF-d7 que se muestra en el Anexo (Figura A.13.).  

En dicho espectro se registran entre 6,5 y 7,3 ppm dos dobletes y un doble 

doblete correspondientes a los tres hidrógenos del anillo de 3,4-diclorobenceno. El valor 

de las integrales indicando un hidrógeno por cada señal confirma esta suposición, así 

como el hecho de que en esta zona aparezcan los hidrógenos aromáticos. Las asignaciones 

de estos hidrógenos aromáticos se recogen en la siguiente Tabla 4.12. 
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Tabla 4.12. Desplazamientos químicos (δ) y asignaciones del espectro de 1H-RMN de 3,4-

dicloroanilina para los átomos de hidrógeno aromáticos (J en Hz). 

 

H(5) H(2) H(6) 

7,24d (J=8,5) 6,91d (J=3) 6,70dd (J=8,5; 2,5) 

 

Estas asignaciones se han llevado a cabo teniendo en cuenta los valores de las 

constantes de acoplamiento entre los hidrógenos orto, meta y para del benceno (Pretsch 

et al., 2001) (Tabla 4.13). 

 

Tabla 4.13. Valores de las constantes de acoplamiento entre los hidrógenos orto, meta y para 

del benceno (J en Hz). 

Jorto Jmeta Jpara 

6,5 - 8,5 1,0 - 3,0 0,0 - 1,0 

 

De estos valores se deduce que la señal que aparece en el espectro de 3,4-

dicloroanilina como un doble doblete debe corresponder al átomo H(6) del anillo 

aromático, el cual se acopla con el hidrógeno orto H(5) con una constante de acoplamiento 

de 8,5 Hz y el hidrógeno en posición meta H(2) con un valor de J de 2,50 Hz.  

Además, como el grupo amino de la 3,4-dicloroanilina no cede carga al centro 

metálico induce un efecto apantallante en las posiciones orto que compensa en parte el 

efecto desapantallante del cloro 3. Como resultado de esta compensación de efectos, las 

señales de los hidrógenos 2 y 6 aparecen en el ligando a campo más alto que la señal del 

hidrógeno 5 afectado solo por el efecto desapantallante del cloro 4. 

Por último, en el espectro de 3,4-dicloroanilina también se registra una señal a 

5,69 ppm que se integra por dos protones asignables a los dos hidrógenos del grupo 

amino. Este valor es coherente con el valor encontrado en el espectro 1H-RMN de 

cloroformo deuterado (CDCl3) de otras cloroanilinas en la (SDBS, 2024), en la que los 

hidrógenos del grupo amino se registran a campo alto entre 3,7 y 4,75 ppm.  

La coordinación de un ligando a un ion metálico da lugar a la aparición de 

enlaces metal-ligando, lo que provoca variaciones en los desplazamientos químicos de 
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las señales de RMN con respecto al ligando libre. En la Figura 4.29., se muestra el 

espectro 1H-RMN del complejo [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)]. 

 

Figura 4.29. Espectro 1H-RMN de [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] disuelto en DMF-d7 . 

Señales numeradas del ligando 3,4-dicloroanilina y NH3. 

 

Las asignaciones de los hidrógenos aromáticos del anillo de benceno del ligando 

orgánico se han hecho en coherencia con los realizados para el ligando libre teniendo en 

cuenta las constantes de apantallamiento y se muestran en la siguiente Tabla 4.14. 

 

Tabla 4.14. Desplazamientos químicos (δ) y asignaciones del espectro de 1H-RMN de 

[PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] para los átomos de hidrógeno aromáticos (J en Hz). 

 

H(2) H(5) H(6) 

7,70 (J=2) 7,60 (J=9) 7,46 (J=8,5; 2,5) 

 

La señal ancha que se registra a 4,29 ppm y que se integra por 3 protones es 

asignable al ligando ammina. Esta asignación está de acuerdo con la forma y la posición 

a la que aparece la señal de este ligando en complejos con esferas de coordinación 
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similares. Así, en [PtCl2(ciclohexilamina)(NH3)] (Giandomenico et al., 1995), la señal de 

la molécula de amoniaco aparece a 4,20 ppm, en [PtCl2(isobutilamina)(NH3)] 

(Giandomenico et al., 1995), la señal aparece a 4,25 ppm y, en [PtCl2(2-amino-3-

picolina)(NH3)] (Nakamoto, 1997), la señal se registra a 4,40 ppm. 

Finalmente, a 7,74 ppm se observa una señal ancha que se integra por dos 

protones correspondientes al grupo amino del ligando orgánico. 

La coordinación del ion Pt(II) produce desplazamientos de las señales de 1H-

RMN a valores más altos de ppm del complejo con respecto al ligando sin coordinar. El 

mayor desplazamiento se produce en la señal del grupo NH2, lo que es coherente con la 

coordinación a través del átomo de hidrogeno de la 3,4-dicloroanilina. 

En este sentido, como se puede comprobar en el espectro de 1H-RMN del 

complejo (Figura 4.29.), las señales de los hidrógenos 2 y 5 se encuentran intercambiadas 

respecto a las posiciones a las que aparecen estos mismos hidrógenos en el espectro de la 

3,4-dicloroanilina libre en el Anexo (Figura A.13.). 

Este intercambio en la posición de estas señales se produce como resultado de la 

coordinación del grupo amino al centro metálico, lo que provoca que las posiciones de 

las señales de los átomos de hidrógeno 2 y 6 sufran un doble efecto desapantallante, a 

saber, el que inducen tanto el átomo de cloro en posición 3 como el grupo amino 

coordinado. 

Este doble desapantallamiento resulta en que el desplazamiento a campo bajo de 

las señales de los hidrógenos 2 y 6 sea algo más del doble que el que sufre el protón unido 

al carbono 5 respecto a estas señales en el ligando, de manera que el orden de las señales 

de los átomos 2 y 5 se intercambian. 

Todo lo indicado en el apartado de IR y RMN está de acuerdo con la estructura 

obtenida para este complejo por DRX.  

 

 

 

Por otro lado, una vez caracterizado el complejo [PtCl2(3,4-

dicloroanilina)(NH3)], se realizó el estudio de su actividad biológica. Así, se evaluó el 
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efecto citotóxico del complejo de Pt(II) y de su ligando en células de cáncer de mama 

MDA-MB-231, cáncer cervicouterino HeLa y leucemia promielocítica HL-60 en 

comparación con el efecto del CisPt. La Figura 4.30. muestra el efecto citotóxico de CisPt, 

3,4-dicloroanilina y [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] en las diferentes líneas celulares. La 

estimulación de las células tumorales con concentraciones crecientes (0-100 µM) de 

[PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] durante 24 horas indujo una notable disminución dosis-

dependiente de la viabilidad celular, alcanzando un valor mínimo de viabilidad con la 

dosis de 2,5 µM, 25 µM y 100 µM en células HL-60, HeLa y MDA-MB-231, 

respectivamente (Figura 4.30. A, B, C).  

Las concentraciones inhibitorias medias IC50 del complejo [PtCl2(3,4-

dicloroanilina)(NH3)] fueron menores en todas las líneas celulares comparadas con 

aquellas del CisPt, siendo unas 10 veces más efectivo en la línea celular HL-60 y 

aproximadamente 2 veces más efectivo en las células MDA-MB-231 y HeLa (Figura 

4.30. D). Además, el ligando libre (3,4-dicloroanilina) no produjo efectos significativos 

en la viabilidad de las diferentes células, excepto para las dosis más altas (Figura A.14.). 

Estos resultados están de acuerdo con las actividades citotóxicas encontradas para 

complejos de Pt(II) que contienen cloroanilinas (valores de IC50 que oscilan entre 0,14 y 

1,6 μM) en una línea celular de carcinoma de epitelio uterino (células KB).  Además, 

estos mismos complejos presentan resultados prometedores in vivo en ratones portadores 

de leucemias P388 y L1210 (Craciunescu et al., 1985).  
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Figura 4.30. Curvas dosis-respuesta del complejo de Pt(II) sobre la viabilidad celular. Las líneas 

celulares MDA-MB-231 (A), HL-60 (B) y HeLa (C) fueron tratadas con concentraciones 

crecientes (0-100 µM, según se indica) del complejo [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] o el 

vehículo (0,2% DMF (v/v), control) durante 24 horas. Los datos representan la media ± D.E. de 

6 experimentos independientes y se expresan como porcentaje en comparación con los valores 

del control. (D) Valores de IC50 (media ± DE) de CisPt, 3,4-dicloroanilina, [PtCl2(3,4-

dicloroanilina)(NH3)] frente a las líneas celulares MDA-MB-231, HL-60 y HeLa. *P < 0,05 en 

comparación con sus correspondientes valores de control (test de Dunnett). 

 

A continuación, para comprobar el efecto coadyuvante de la melatonina, se 

realizó una coincubación del complejo [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] y la indolamina 

en las células MDA-MB-231 y HeLa, ya que resultaron ser las células más resistentes al 

complejo de Pt(II). Ambos fármacos se emplearon a las dosis y combinaciones indicadas 

en la Tabla 4.15. y 4.16., determinando la viabilidad celular tras 24 horas para calcular 

los valores del IC. 
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Tabla 4.15. Cálculo de los datos del índice de combinación (IC) para la combinación de 

[PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] y melatonina en la inducción de muerte celular en las células 

HeLa. 

[PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] (µM) Melatonina (mM) Efecto (Fa) IC 

1 0,5 0,25 0,95 

5 0,5 0,38 1,30 

10 0,5 0,60 1,17 

1 1 0,37 0,99 

5 1 0,46 1,30 

10 1 0,66 1,11 

1 2 0,52 1,04 

5 2 0,58 1,26 

10 2 0,75 0,98 

 

Tabla 4.16. Cálculo de los datos del índice de combinación (IC) para la combinación de 

[PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] y melatonina en la inducción de muerte celular en las células 

MDA-MB-231. 

[PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] (µM) Melatonina (mM) Efecto (Fa) IC 

5 0,5 0,13 1,46 

10 0,5 0,31 0,87 

25 0,5 0,60 0,82 

5 1 0,15 1,87 

10 1 0,31 1,07 

25 1 0,64 0,76 

5 2 0,21 1,96 

10 2 0,45 0,82 

25 2 0,69 0,70 

 

Los resultados mostraron un efecto aditivo de la administración conjunta de 

[PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] y melatonina en células HeLa al combinar la dosis de 1 

µM del complejo de Pt(II) con las tres concentraciones (0,5, 1 y 2 mM) de melatonina, 

así como la combinación de 10 μM del complejo de Pt(II) con 2 mM melatonina. Por el 

contrario, el resto de combinaciones tuvieron efecto antagonista (Tabla 4.15.; Figura 4.31. 

A). 



4. Resultados y discusión  

131 

Asimismo, como se puede observar en la Figura 4.31. B y la Tabla 4.16., las 

combinaciones de cualquier dosis de melatonina con las dosis altas (10 y 25 μM) del 

complejo de Pt(II) presentaron un efecto sinérgico en las células MDA-MB-231 (excepto 

la combinación 10 μM Pt + 1 mM Mel, que presentó efecto aditivo), a pesar de que a 

dosis bajas (5 μM) del complejo las combinaciones con melatonina tuvieron efecto 

antagonista. Esto sugiere que la capacidad de la melatonina como agente coadyuvante 

junto con el complejo [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] depende del tejido de donde 

procedan las células tumorales. 

 

Figura 4.31. Efecto de la combinación de [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] y melatonina. Se 

muestra un gráfico de estimación del tratamiento combinado mediante los valores del índice de 

combinación (CI, eje y) y la fracción de células afectada (Fa, eje x) en las líneas celulares HeLa 

(A) y MDA-MB-231 (B). Para el cálculo se utilizaron [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] (Pt; 5, 10 

y 25 µM) en MDA-MB-231 o (Pt; 1, 5 y 10 µM) en HeLa y melatonina (Mel; 0,5, 1 y 2 mM) para 

inducir la muerte celular a las concentraciones indicadas durante 24 horas. 
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De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral en la que nos propusimos 

estudiar el efecto coadyuvante de la melatonina en la actividad quimioterapéutica de 

complejos metálicos derivados de CisPt utilizando células procedentes tanto de tumores 

sólidos (MDA-MB-231 y HeLa) como de tumores hematológicos (HL-60), podemos 

concluir que: 

 

1. Los complejos de Pt(II) con ligandos bidentados derivados de heterociclos S, N y 

3,5-difenilpirazol (PtDPhPzTn y PtDPhPzTz) mostraron un mayor efecto 

citotóxico que el fármaco de referencia CisPt y sus homólogos menos lipofílicos 

PtPzTz y PtPzTn en la línea celular MDA-MB-231. El complejo PtDPhPzTn 

presentó la mayor capacidad citotóxica. Además, el tratamiento combinado de 

PtDPhPzTn con melatonina potenció las propiedades pro-apoptóticas, citostáticas 

y/o antimigratorias del complejo de Pt(II) por sí solo en las células de cáncer de 

mama MDA-MB-231.  

 

2. La incorporación de los complejos metálicos PtTdTn y PdTdTn en MSNs se llevó 

a cabo mediante la formación de enlaces covalentes entre los complejos y las 

MSNs, actuando como sistemas no clásicos de liberación de fármacos. Las MSNs 

funcionalizadas con los complejos metálicos no mejoraron su actividad citotóxica 

respecto de los complejos metálicos libres en la línea celular HeLa. Sin embargo, 

los sistemas funcionalizados con el derivado de melatonina 5MT junto con los 

respectivos compuestos de coordinación presentaron una mayor efectividad en 

comparación tanto con las MSNs solo funcionalizadas con los complejos 

metálicos como con los compuestos de coordinación libres. Así, los sistemas 

MSN-5MT-PtTdTn y MSN-5MT-PdTdTn mostraron un mayor efecto apoptótico 

y una mejor acumulación de los materiales en el citoplasma de las células HeLa 

debido a la presencia del derivado de melatonina.  
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3. El complejo de Pt(II) coordinado con la amina aromática 3,4-dicloroanilina se 

caracterizó mediante DRX, IR y 1H-RMN. El complejo [PtCl2(3,4-

dicloroanilina)(NH3)] mostró una potente actividad citotóxica en las líneas 

celulares testadas, siendo los valores de IC50 (HL-60) < IC50 (HeLa) < IC50 (MDA-

MB-231). En general, los IC de la administración conjunta de melatonina y este 

complejo de Pt(II) presentaron un efecto sinérgico a altas dosis de complejo (10 y 

25 μM) en las células MDA-MB-231 y aditivo a bajas concentraciones del 

complejo (1 μM) en las células HeLa. Por tanto, el efecto potenciador de la 

melatonina sobre la capacidad antitumoral de [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] 

parece depender del tejido de donde procedan las células tumorales. 
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Figura A.1. Espectro 1H RMN de PzTz en DMF-d7. 

 

 
 

Figura A.2. Espectro 1H RMN de PzTn en DMF-d7. 
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Figura A.3. Espectro 1H RMN de DPhPzTz en DMF-d7. 

 

 

 
 

Figura A.4. Espectro 1H RMN de DPhPzTn en DMF-d7. 
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Figura A.5. Espectro 1H RMN de TdTn en DMF-d7. 

 

 

 
 

Figura A.6. Espectro 1H RMN de PtPzTz en DMF-d7. 
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Figura A.7. Espectro 1H RMN de PtDPhPzTz en DMF-d7. 

 

 

 
 

Figura A.8. Espectro 1H RMN de PtPzTn en DMF-d7. 
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Figura A.9. Espectro 1H RMN de PtDPhPzTn en DMF-d7. 

 

 

Figura A.10. Espectro 1H RMN de PtTdTn en DMF-d7. 
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Figura A.11. Espectro 1H RMN de PdTdTn en DMF-d7. 

 
 

Figura A.12. Estabilidad por 1H RMN de [PtCl2(3,4-dicloroanilina)(NH3)] en DMF-d7. 
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Figura A.13. Espectro 1H-RMN de 3,4-dicloroanilina en DMF-d7. 

 

Figura A.14. Curvas dosis-respuesta del ligando 3.4-dicloroanilina sobre la viabilidad celular 

en diferentes líneas celulares tumorales. El ligando se incubó durante 24 horas con 

concentraciones crecientes (0-100 µM, según se indica) o el vehículo (0,2% DMF (v/v), control) 

en las líneas celulares MDA-MB-231 (A), HL-60 (B) y HeLa (C). Los datos representan la media 

± D.E. de 6 experimentos independientes y se expresan como porcentaje en comparación con los 

valores del control. *P < 0,05 en comparación con sus correspondientes valores de control (test 

de Dunnett). 



 

 

 


