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RESUMEN

El cancer es en la actualidad uno de los trastornos mas investigados debido a su alta incidencia
y al desconocimiento que todavia existe acerca de su aparicidon y desarrollo. Dentro de los
distintos tipos de tumores que el organismo humano puede desarrollar, el tercero con mayor
incidencia a nivel mundial es el cancer de colon.

Los efectos secundarios que el uso de los tratamientos convencionales, la radioterapia y la
guimioterapia, acarrean en el paciente, junto a su escasa efectividad, propicia la busqueda de
nuevos tratamientos.

En esta linea aparecieron los complejos metdlicos, entre los que se encuentran los complejos
de oro(l) y de oro(lll). En el presente trabajo se ensayo el efecto de cuatro complejos de oro(lll)
sobre la linea celular Caco-2/TC7 (células de carcinoma de colon humano) para determinar
tanto su actividad citotdxica como las posibles dianas y vias de actuacion.

Se ha visto que todos los complejos estudiados son capaces de inducir la muerte celular en
células anticancerigenas, aunque el complejo 4 carece de selectividad y también afecta a los
enterocitos normales. La induccidn de la necroptosis mediante la activacién de proteinas como
la quinasa RIP1, parece ser la causa del efecto citotéxico de estos complejos de oro(lll). Por
ultimo, la enzima tiorredoxina reductasa se presenta como una de las dianas del complejo 2,
que romperia la homeostasis redox en las células, aumentando los niveles de ROS y
favoreciendo la muerte celular.

ABSTRACT

Nowadays, cancer is one of the most investigated disorders due to its high incidence and the
ignorance that still remains about its occurrence. In particular, colorectal cancer is the third
most common cancer in the world and one of the leading causes of cancer mortality
worldwide.

The standard treatment for most types of cancer currently compromises radiotherapy and
chemotherapy. However, the adverse reactions caused by this traditional treatment, together
with its low efficacy, set the basis for the search of new treatments.

In an attempt to overcome these drawbacks, new metal complexes appeared and started to be
used in chemotherapy. Among these complexes, we can find gold(l) and gold(lll) derivatives. In
the present work, four different gold (Ill) complexes were tested in Caco-2/TC7 cells (human
colon carcinoma cell line) in order to evaluate their cytotoxic effect, as well as their most likely
targets and mechanism of action.

As a result, | have found that every tested complexes can induce cancer cells death, although
complex 4 also presented significant effect on non-carcinogenic cells. Activation of RIP1 kinase
by these gold(lll) complexes seems to be the cause of cytotoxic effect, promoting necroptosis.
Finally, the enzyme thioredoxin reductase is reported to be one of the targets of complex 2.
Interaction of complex 2 with the enzyme would disrupt redox homeostasis in cells, leading to
anincrease in ROS levels and, consequently, death.



1. INTRODUCCION

El cdncer es un trastorno que clinicamente se define como el resultado de dos procesos. El
primero de ellos es la divisién incontrolada de las células, que van perdiendo su morfologia
normal, dando lugar a un tumor. El segundo de los procesos es la adquisiciéon de la capacidad
de invadir otros tejidos, es decir, de producir metdastasis.

Existen diferentes tipos de cancer, ya que estos pueden aparecer en la practica totalidad de los
tejidos y drganos, aunque son las células epiteliales las mas susceptibles de sufrir estas
transformaciones. El cancer de colon es un adenocarcinoma propio de las células epiteliales,
mds concretamente de la mucosa, del intestino grueso®.

Las causas por las cuales se origina el cdncer aun son en gran medida desconocidas. Existen
una gran cantidad de factores de riesgo, desde el estilo de vida (tabaquismo, dieta o
exposicién a radiaciones) hasta los virus, pasando por el historial familiar, que pueden
aumentar la posibilidad de desarrollar la enfermedad.

Las bases moleculares del cancer son alteraciones a nivel genético. Concretamente,
mutaciones en los oncogenes, genes implicados en la division celular. Se diferencian dos tipos
de oncogenes, por un lado, aquellos que controlan vias proliferativas y de diferenciacion
celular, y cuya sobreexpresién dara lugar a tumores por una continua entrada en ciclo y el
crecimiento descontrolado de las células. Por otro lado, encontramos los genes supresores de
tumores que tienen un efecto contrario, promoviendo apoptosis, entrada en fase GO vy
evitando la replicacién de material genético dafiado y cuya expresidn se vera disminuida en los
tejidos cancerosos.

Sin embargo, los importantes avances en la biologia y genética del cancer contrastan con la
escasa revolucion terapéutica en oncologia. El cancer sigue siendo una de las principales
causas de mortalidad a nivel mundial debido a una elevada incidencia y a la inexistencia de un
tratamiento eficaz.

En el caso del cancer de colon (cancer en el que hemos centrado el presente trabajo), como en
la mayoria de los tumores en estados poco avanzados y de facil acceso, la cirugia es el principal
tratamiento. Sin embargo, cuando el cancer ya ha evolucionado a etapas mas avanzadas, la
radioterapia y la quimioterapia son las armas principales para combatir la enfermedad?.

La mayoria de los agentes empleados en quimioterapia son moléculas organicas, sin embargo,
tras el descubrimiento accidental del comportamiento anticancerigeno de un complejo
metalico de platino (cis-[PtCl2(NHs)2]), mas conocido como cisplatino en la década de los afios
60, se han multiplicado el nimero de compuestos metalicos empleados en una variedad de
tipos de céncer®. La actividad del cisplatino se debe principalmente a su actuacién como
inhibidor del crecimiento celular al generar cambios conformacionales en la doble hélice del
DNA que impiden la replicacién®. A partir de su descubrimiento, mds concretamente a
principios del siglo XXI, el cisplatino ya era uno de los tres agentes quimioterapéuticos mas
utilizados para el tratamiento del cancer®.

Sin embargo, el cisplatino presenta dos problemas importantes, como son la presencia de
graves efectos secundarios tras su tratamiento y el desarrollo de algunas lineas de células de
cancer resistentes al mismo®*. Los complejos también de platino desarrollados como segunda y



tercera generacion de anticancerigenos basados en este metal: carboplatino (cis-
diamino(ciclobutano-1,1-dicarboxilato-O,0')platino(ll)) y oxaliplatino (cis-[oxalato(trans-1-1,2-
diaminociclohexano)platino(ll)]) (Figura 1), surgieron con la idea de mejorar los efectos
secundarios de cisplatino. En la actualidad es el derivado denominado como oxaliplatino el que
se emplea en el tratamiento de primera linea contra el cdncer de colon metastdsico en
combinacidn con 5-fluorouracilo y leucovorina como coadyuvantes®®.
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Figura 1. Algunos de los principales farmacos basados en platino empleados en quimioterapia.

A pesar del uso del oxaliplatino como agente quimioterapico, el cancer de colon sigue siendo
el tercero que mas mortalidad causa en Estados Unidos y el cuarto a nivel mundial con 690.000
defunciones anuales?®. Por lo tanto, visto que la terapia con farmacos basados en platino tiene
algunos efectos adversos, asi como una eficacia relativa, en los Ultimos afios se han intentado
buscar nuevos complejos metdlicos con menos efectos secundarios para el paciente. Dentro de
estas posibles alternativas han ido surgiendo complejos de rutenio, rodio y oro, asi como
combinaciones de estos”.

En la antigliedad, el oro ya era considerado un farmaco con multiples efectos beneficiosos
sobre la salud. Por ejemplo, la cultura China usaba compuestos de oro en el siglo Il para tratar
desde convulsiones hasta infecciones de la piel’. Ya en el siglo XX, se empezé a utilizar el oro
de una manera racional para tratar la tuberculosis cuando se descubrié que presentaba un
efecto bacteriostatico. Ademas, en los ultimos 80 afos, distintos complejos metdlicos de oro
han sido usados para tratar la artritis reumatoide, ya que se ha visto que los iones de oro
podrian actuar sobre el sistema inmune reduciendo la inflamacidn y consecuentemente el
dolor en las articulaciones’.

Por lo tanto, el efecto terapéutico que los iones de oro parecen tener sobre diversas
enfermedades, junto con el efecto inhibitorio del crecimiento celular que presentan los
compuestos de platino (con el que guarda semejanzas en lo que se refiere a comportamiento
guimico), hizo que se empezasen a desarrollar distintos complejos de oro (Figura 2) con un
potencial efecto anticancerigeno®.
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Figura 2. Primeros complejos de oro usados en crisoterapia, derivados con ligandos del tipo
tiolato.

Se descubrié asi, en los afios 80, que el auranofin (1-tio-B-D-glucopiranosa-2,3,4,6-
tetraacetato-S-trietilfosfina oro(l)), uno de los derivados de oro(l) mas estudiados, ademas de



poseer efectos antiartriticos’ presentaba unas propiedades anticancerigenas muy similares al
cisplatino®. Sin embargo, su actividad antitumoral in vivo es muy limitada y solo presenta un
efecto destacado en el caso de la leucemia P388°.

El oro se puede presentar en dos estados de oxidacién distintos: Au(l) y Au(lll). Aunque los
complejos de oro(l) han sido los mas estudiados a raiz del auranofin, el oro(lll) suscita un gran
interés debido a la analogia que existe entre estos complejos y los de platino(ll), ya que ambos
son isoelectrénicos (configuracidon electrénica d®) e isoestructurales (geometria plano-
cuadrada)®. Esto ha hecho que en los ultimos afios hayan ido surgiendo una enorme variedad

de complejos de oro(lll) con actividad anticancerigena®19-12,

A la hora de buscar posibles anticancerigenos basados en metales, es importante la eleccién
de los ligandos que acompanan al metal, para por un lado dar estabilidad a la molécula, y por
otro conseguir un balance entre el elevado efecto citotdxico y unos leves efectos secundarios.
Por ejemplo, se han usado con frecuencia ligandos de tipo pirimidina o heterociclos con
nitrégeno como la porfirina para la estabilizacidon del atomo de oro mediante enlaces con el
N2 También en los complejos de oro han sido muy usados ligandos de tipo ditiocarbamato
(Figura 3) como agentes protectores frente a la nefrotoxicidad del cisplatino®.

Esta ultima singularidad, junto con la estabilidad que los enlaces Au-S ofrecen en condiciones
fisioldgicas®, ha propiciado su eleccién como ligandos de oro(lll) para el desarrollo del trabajo
fin de Grado.
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Figura 3. Ligandos del tipo ditiocarbamato: a) N,N-Dimetilcarbamato (DMDT); b) S-Metil-N,N-
dimetilditiocarbamato (DMDTM); c) Etilsarcosinaditiocarbamato (ESDT)

Por lo tanto, en este estudio se van a llevar a cabo diferentes ensayos in vitro en los que se
evaluara la citotoxicidad de cuatro complejos de oro(lll), asi como un estudio de algunas vias
de posible actuacion.



2. OBJETIVOS

Con todos estos antecedentes, y teniendo en cuenta que el nimero de complejos de oro(lll)
con propiedades anticancerigenas es mucho menor que el de complejos de oro(l) y su
desconocimiento del mecanismo de actuacidn, en el presente trabajo se plantean dos
objetivos principales:

-El estudio de la citotoxicidad de diferentes complejos metalicos de oro(lll) con ligandos
ditiocarmabamato para asi determinar sus propiedades anticancerigenas.

-El estudio de los posibles mecanismos de actuacién de estos complejos metalicos.

Para el desarrollo de estos objetivos se han utilizado cuatro complejos de oro(lll) (Figura 4),
cuya actividad anticancerigena ha sido testada en células de cancer de colon humano Caco-
2/TC7. Esta linea celular presenta la particularidad de que al alcanzar un estado de confluencia
pasan de ser células tumorales a células diferenciadas (enterocitos normales).

Los estudios que se han llevado a cabo para la consecucidn de los objetivos planteados son los
siguientes:

- Estudios farmacodinamicos realizados mediante ensayos de viabilidad celular (MTT) tanto en
células indiferenciadas como en células diferenciadas.

- Estudios de interaccion con DNA, posible diana de los complejos, y con proteinas plasmaticas,
concretamente con la albumina sérica bovina (BSA).

- Estudios de dafio oxidativo mediante la determinacién de las especies reactivas de oxigeno,
asi como estudios de actividad enzimatica de la tiorredoxina reductasa y del potencial
mitocondrial (Wm).

-Determinacion de la via de muerte celular mediante estudios de apoptosis y necroptosis.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Preparacion de las disoluciones madre

Los complejos de oro(lll) empleados en este trabajo son derivados de 3 ditiocarbamatos
diferentes ("S;CNR;, con R = Me, Et, CH,Ph) junto con ligandos tiolato (metilpirimidina tiolato y
dimetilpirimidina tiolato) que proporcionan elevada estabilidad al complejo resultante. En la
figura 4 se recogen las estructuras de los mismos, asi como la numeracién que seguiremos en
la descripcion de los resultados.

Se parte de los productos obtenidos directamente de la sintesis, es decir, de los complejos en
forma solida. Para poder realizar los diferentes ensayos, los complejos se deberan afiadir en
disolventes organicos, obteniendo una disolucion de concentracidon conocida (disolucion
madre) de la que se partird para elaborar todas las que se requieran posteriormente.
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Figura 4. Complejos de oro (Ill) utilizados cuyo estudio se ha abordado en este trabajo.

1: [Au(SMePirimidina),(S.C=NBz;)]. Disolucién madre: 5mM (en DMSO). PM: 715,50 g/mol.

2: [Au(SMe;Pirimidina).(S2C=NEt)]. Disolucion madre: 5mM (en DMSO). PM: 621,42 g/mol.

3: [Au(SMe;Pirimidina).(S.C=NMe;)]. Disolucion madre: 9mM (en acetonitrilo, clorometano y
acetona). PM: 595,38 g/mol.

4: [Au(SMePirimidina),(S.C=NMe;)]. Disolucién madre: 20mM (en DMSO). PM: 567,53 g/mol.

3.2. Cultivo celular

Se denomina cultivo celular al mantenimiento de células viables en un entorno controlado, con
objeto de que conserven sus caracteristicas bioldgicas propias de proliferacion, diferenciacion
y envejecimiento. Se trata por lo tanto de una de las principales herramientas utilizadas en
biotecnologia, ya que proporcionan un modelo primario para el estudio de la biologia de las
células, permitiendo, por ejemplo, conocer su respuesta y comportamiento frente a
determinados productos quimicos.

Para este trabajo se han utilizado células Caco-2, una linea celular adherente procedente de
carcinoma de colon humano. Esta linea presenta la peculiaridad de que, al alcanzar la
confluencia a los 7 dias de haber sido sembradas, las células sufren la diferenciacion a
enterocitos normales de manera espontdnea. Ademas, la cepa utilizada, TC7, procede de
pasajes tardios (140-150), hecho que se refleja en su estabilidad y homogeneidad.

El cultivo se ha realizado en una estufa de incubacién (Haeraeus BB16) a una temperatura de
372C y con una atmésfera humidificada que contiene un 95% de O, y un 5% de CO,. Para el
crecimiento celular se empleé el medio de cultivo Dulbecco modificado (DMEM)



suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 20%, aminodacidos no esenciales al 1%,
estreptomicina (1000 pug/ml) al 1%, penicilina (1000U/ml) al 1% y anfotericina (250 U/ml) al
1%. Para el cultivo de células tratadas con los complejos se ha utilizado el mismo medio sin el
suplemento de FBS. Ademas, el cultivo debe permanecer siempre en condiciones estériles, por
lo que su manipulacién se llevard a cabo siempre con material estéril y en una campana de
flujo laminar vertical de clase Il (Telstar AV-100).

Con el objeto de evitar la confluencia, cada 5 6 6 dias se deberd realizar un subcultivo. Este se
lleva a cabo mediante la técnica de la tripsinizacidn, en la cual, tras lavar el cultivo con PBS, se
trata con una solucién de la proteasa tripsina, que permite separar las células del sustrato
solido sobre el que crecen. Tras centrifugar 5 minutos a 3.900 rpm, se afiade medio nuevo al
pellet obtenido y se realiza el contaje en un microscopio 6ptico, ayudandose para ello del
colorante vital azul trypan y de la cdmara Neubauer.

Una vez determinada la concentracién celular se procede a la siembra de 300.000 células en
una nueva caja de 25 cm?. Para la siembra de las placas de 96 pocillos y de las botellas de 75
cm? necesarias para llevar a cabo los diferentes experimentos se procede del mismo modo,
sembrando finalmente 4.000 células/pocillo y 500.000 células/botella.

3.3. Ensayo de viabilidad celular (MTT)

El MTT es un ensayo colorimétrico que permite medir la actividad celular de un determinado
cultivo y determinar el estado de un cultivo tras ser sometido a un tratamiento que haya
podido ejercer un efecto citotéxico sobre éste. Este método se basa en la reduccidn
metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la
enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul
(formazan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. La
cantidad de células vivas serd proporcional a la cantidad de formazan producido, que se
medird por absorbancia con un espectrofotémetro (TECAN).

Para el desarrollo de esta prueba se siembran las células en una placa de 96 pocillos. Tras 24
horas de crecimiento, se afiaden diferentes concentraciones de cada uno de los complejos en
los diferentes pocillos, asi como los disolventes organicos (DMSO, acetonitrilo, clorometano y
acetona) que actuaran como control. La incubacién con los complejos se realizard tanto a 24
como a 72 h, después de las cuales se afiaden 10 pl de reactivo MTT (5mg/ml) y se incuban a
379C durante 3-4 horas. Posteriormente, se procede a la adicion de DMSO para solubilizar los
cristales de formazan y se lee la absorbancia de la placa a 540 nm.

3.4 Interaccion con BSA

Se prepara una disolucién con 0,5 gramos de BSA (de Sigma Aldrich) en 100 ml de PBS a pH=
7,4. La concentracion real se confirma mediante espectroscopia visible ultravioleta (UV-vis)
(€280 nm= 43824 M cm?) siendo ésta de 540 uM. Se utiliza el espectrofotdmetro Termo
Scientific, con lampara de Deuterio A < 325 y ldmpara de Wolframio A > 325 y se mide en el
rango de 200-500 nm. A partir de la disolucién obtenida, se prepara otra de 50 uM.



Se prepara una disolucién del complejo de oro en DMSO 2,5 uM. Cada 4 minutos, se afiaden 3
pl de la solucién 2,5 uM del complejo de oro sobre 3 ml de la solucién BSA 50 uM en una
cubeta de cuarzo de longitud de paso éptico de 1 cm. De esta manera las concentraciones
finales de cada uno de los complejos después de cada adicion y a las cuales se realizaran las
medidas son: 5, 10, 15, 20, 25 y 30 uM. El espectro de fluorescencia se mide con el
espectrofotémetro Jobin-Y von-Horiba fluorolog FL-3-11, que excita las muestras a 295 nm,
recogiendo el espectro de emisién en el rango entre 210-450 nm. Las intensidades de
fluorescencia de PBS y los complejos de oro son irrelevantes en las condiciones descritas.

Los datos se analizan usando la ecuacion de Stern-Volmer: Fo/F = 1 + Ky [Q] = 1 + +Kq'To-[Q],
donde Fo y F son las intensidades de fluorescencia de la BSA antes y después de la adicién del
complejo, respectivamente; Ky, es la constante de quenching (desactivacion) de Stern-Volmer;
Kq es la constante bimolecular de desactivacion; [Q] es la concentracidn del agente
desactivador (en este caso, el complejo de oro); y 1o es el tiempo de vida de fluorescencia de la
especie emisora. La grafica de Fo/F vs [Q] nos dara el valor de Ks,. La constante de enlace (Ky) se
determina usando la ecuacidon modificada de Stern-Volmer: log{(Fo/F)/F} = log K, + n-log [Q],
donde n es el nimero de sitios de unién.

3.5. Interaccion con DNA

Para estudiar si los complejos de oro tienen la capacidad de unirse al DNA, se lleva a cabo un
ensayo que consiste en el estudio de la interaccidn de los complejos con el plasmido pIRES2-
EGFP. Este plasmido, de 5308 pb, es de la casa comercial Clontech.

Para realizar este experimento, en primer lugar, se afiade el volumen necesario de la
disolucién del metal recién preparada en agua miliQ. A continuacion, el plasmido ([3 nM]) se
incuba 24 horas a 372C con los complejos de oro a distintas relaciones plasmido/complejo, asi
como con el cisplatino (que se usara como control positivo). Por Ultimo, se analiza la movilidad
de las muestras de pIRES-EGFP tratadas con los complejos con la adicion de Sybersafe
mediante electroforesis de gel de agarosa al 1% con tampon TBE (0,5%) (Tris-Borato/EDTA) 90
minutosa 50 V.

3.6. Determinacion del nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Para comprobar si los complejos son capaces de romper el equilibrio redox de la célula e
inducir asi la muerte causando un estrés oxidativo, se va a determinar el nivel de ROS
mediante ensayos de fluorescencia.

Para llevar a cabo este estudio, las células son sembradas en una placa de 96 pocillos y se
dejan crecer durante 24 horas. Pasado este tiempo, se incuban con los compuestos de oro
durante 1 hora a 372C. Posteriormente, se absorbe el medio y se lavan las células con PBS; a
continuacién, se incuban con 100 pl de DCFH-DA (diacetato-diclorofluoresceina) 20 mM a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Tras este tiempo, las células se vuelven a lavar 2
veces con PBS para, finalmente, medir la fluorescencia. La produccién de ROS se expresara por
lo tanto en unidades arbitrarias de fluorescencia, expresadas en tantos por cien con respecto
al control.



3.7. Evaluacion in vivo de la actividad enzimatica de la tiorredoxina reductasa (TrxR)

Para estudiar una posible interaccion directa de los compuestos con la enzima TrxR, se siembra
una placa de 96 pocillos y se trata con los complejos. Tras dejar incubar durante 24 horas, se
procede a la lisis celular utilizando un buffer de lisis, y al lisado se le afiaden 25 pl de PBS pH 7
en el que se han disuelto diferentes concentraciones del complejo a estudiar. Se incuba con
agitacién a 372C durante 75 minutos. A continuacion, se afiaden a cada pocillo 25 ul de mezcla
de reaccion (500 pl PBS ph 7; 80 ul EDTA 100mM pH 7,5; 20 ul BSA 0,05%; 100 pl NADPH 20
Mm; 300 pl H,O destilada). Finalmente, se afiaden 25 pl de disolucién DTNB para dar comienzo
a la reaccidn, se agita y se comienza a monitorizar la absorbancia a 405 nm durante 6 minutos
en intervalos de 10 segundos.

3.8. Estudios de apoptosis

Para determinar el tipo de muerte celular se ha recurrido a la técnica de la citometria de flujo,
empleando un marcaje con anexina V conjugada al fluorocromo FITC para permitir su
deteccién y yoduro de propidio.

En primer lugar, las células son lavadas dos veces con PBS, posteriormente se resuspenden en
100 pl de anexina V-FITC y 5 ul de yoduro de propidio (Pl) a cada muestra. Se incuban 15
minutos a temperatura ambiente en oscuridad y se afiaden 400 pl de buffer de unién a
anexina V 1X. Se mide la intensidad de fluorescencia durante una hora con un FACSARIA BD. La
intensidad de sefal se analiza con FACSDIVA BD.

3.9. Estudios de ciclo celular

Con el objetivo de conocer en qué punto del ciclo celular se produce la muerte de las células,
se hace uso de la citometria de flujo, para determinar las células tefiidas con un colorante
fluorescente que se une al DNA, el ioduro de propidio (Pl), que emite fluorescencia a 620 nm.

El procedimiento consiste en fijar las células en etanol al 70% enfriado con hielo vy
almacenarlas a 42C durante 24 horas. Se centrifugan y se rehidratan con PBS, para después
tefirlas con PI (50 pg/ml; la solucién contiene RNasa A 100 pg/ml). El contenido de DNA de las
células se analiza con un FACSARRAY BD equipado con un ldser de iones de argdn. El
porcentaje de células en cada fase del ciclo celular se determina usando el software de
verificaciéon MODIFIT 3.0.

3.10. Evaluacion del potencial mitocondrial

Las células Caco-2/TC7 se sembraron en botellas de 75 cm? y se incubaron durante 24 horas
bajo las condiciones de cultivo estandar. A continuacidn, se expusieron a la concentracion del
ICso de los compuestos de oro durante 24 horas. Posteriormente, las células se lavaron dos
veces con PBS atemperado y después se resustendieron en PBS a una concentracion de 1-10°
cél/ml. Se anadieron a cada muestra 5 pl de la sonda catiénica yoduro de 1,1’,3,3,3’-
hexametilindodicarbo-cianina (DilC1, 10 uM) y se incubd 15 minutos a 372C con un 5% de CO,.
Tras este tiempo se afiadieron 400 pl de PBS a cada muestra y la fluorescencia se analizé por
citometria de flujo (FACSARRAY BD) a 633 nm (excitacion) y 658 nm (emision).



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Ensayos de viabilidad celular (MTT)

Mediante la realizacidn de este experimento vamos a poder evaluar la citotoxicidad de los
diferentes complejos ensayados, determinando pardmetros como el ICso. En este caso, el ICso
se define como la cantidad de una sustancia que es necesaria para reducir en un 50% a la
poblacién celular, es decir, es una medida de la efectividad a la hora de inhibir el crecimiento
celular.

En este trabajo no solo se persigue conocer la citotoxicidad de los compuestos sobre las células
cancerosas, sino que también se pretende conseguir algunos datos primarios sobre la
seguridad de los mismos. Por lo tanto, la evaluacién de la citotoxicidad se realizara tanto en
células Caco-2 indiferenciadas (Tabla 1), como en células que ya han alcanzado la confluencia y
se han diferenciado a enterocitos normales (Tabla 2).

En primer lugar, se lleva a cabo el ensayo sobre células indiferenciadas como se ha descrito en
la parte experimental. La incubacién de las células con los diferentes complejos se ha realizado
tanto durante 24 horas como a 72 horas y se ha determinado el ICso en ambos casos.

Por lo general, se busca conseguir compuestos que sean capaces de actuar y llevar a cabo su
accién a concentraciones bajas, ya que esto con casi total probabilidad implicaria unos
menores efectos secundarios sobre el organismo. Por tanto, nos van a interesar aquellos
complejos que presenten un menor ICso.

Tabla 1. Porcentaje de células cancerosas viables con respecto al control (100%), asi como el
IC50 correspondiente a cada complejo tras ensayar tanto a 72 horas.

Complejo 1 Complejo 2 Complejo 3 Complejo 4
IC50 (uM) 72h 2,42+1,1 2,1+1,15 5,31+ 3,54 1,17 £1,07

Aunque los complejos de oro(l) ejercen su efecto a 24 horas, los complejos de oro(lll) parecen
ser mas lentos a la hora de actuar. Tras incubar durante 24 horas se obtienen resultados poco
fiables, con 1Cso variables para todos los complejos (el error es muy grande), ademas de ofrecer
una viabilidad muy elevada (para determinados ensayos ni siquiera se pudo determinar el
ICs0), lo que sugiere que aun no han hecho su efecto sobre las células. Sin embargo, al cabo de
72 horas, los compuestos parecen actuar de forma mas coherente y los resultados obtenidos
nos permiten establecer algunas conclusiones:

- Los complejos 1, 2 y 4 tienen un ICsp bajo, por lo que, podrian ser usados en quimioterapia, ya
que, a priori, no seria necesario usar altas concentraciones, que pudiesen tener efectos toxicos
sobre el organismo, para que ejerciesen su efecto anticancerigeno. De todas formas, no es el
Unico factor influyente a la hora de elegir un farmaco apropiado.

-El Complejo 3 tiene un ICsp mas elevado que sus companferos de estudio, por lo que, en un
principio, seria menos interesante como agente terapéutico. Ademas, los resultados obtenidos
son muy heterogéneos, ya que, en todos los experimentos dio problemas para algunas de las
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concentraciones ensayadas. Esto sugiere que este complejo puede ser mas inestable que los
homdlogos de la serie ensayada, y se comporta de forma distinta segun las condiciones, siendo
muy susceptible a cambios en el entorno.

Una vez conocido el ICso de cada uno de los cuatro complejos, se procede a la evaluacidn de la
citotoxicidad sobre células normales. Para ello se incuban estas células Caco-2 diferenciadas
(enterocitos normales) con la concentracion ICsp de cada uno de los productos durante 72
horas.

Con esta segunda parte del experimento, se pretende hacer una primera confirmacién de la
ausencia de efectos secundarios graves, ya que a veces, aunque la concentracién a la que el
compuesto actla sea baja, esta puede inhibir también el crecimiento en el resto de células no
patoldgicas del organismo. Es decir, nos interesan compuestos selectivos, que actien de forma
especifica sobre las células cancerosas y no tengan efecto también sobre células normales, lo
gue seria contraproducente.

Tabla 2. Porcentaje de células normales viables tras incubar 72 horas con cada uno de los

complejos.
Control Complejo 1 Complejo 2 Complejo 3 Complejo 4
100 94,33 102,60 90,21 35,60

A la vista de los resultados recogidos por la Tabla 1, podemos concluir que el complejo 4 no
podria usarse con fines terapéuticos, ya que también inhibe la proliferacién de las células en
condiciones fisioldgicas normales. Sin embargo, los complejos 1, 2 y 3 no tienen efecto per se,
por lo que solo afectan a las células cancerigenas.

Debido a estos resultados, se selecciond el complejo 2 para llevar a cabo los siguientes
experimentos, pues se considerd que reunian las mejores condiciones, es decir, un bajo ICso y
una alta especificidad por las células cancerigenas. Ademas, también se hicieron experimentos
con el complejo 4, para ver si se podia determinar alguna diferencia en su modo de actuacion
que explicase su carencia de especificidad por células cancerigenas.

4.2. Interaccion con BSA

La albumina sérica es la proteina mas abundante en el plasma sanguineo, capaz de unirse de
forma reversible a diferentes sustancias, tanto del propio organismo como exdgenas,
permitiendo su transporte en sangre desde un tejido determinado hasta otro drgano alejado
del de origen. Algunos iones metdlicos son capaces de interaccionar con la proteina,
permitiendo asi su transporte por el torrente sanguineo.

Todo esto hace a la albumina sérica una proteina de gran interés para este trabajo, pues le
confiere la posibilidad de unirse al oro y transportar asi a los complejos en la sangre,
permitiendo su distribucidn por el organismo!* y su llegada al tejido cancerigeno, actuando
posteriormente sobre la diana de cada caso. Esto cobrard aun mayor importancia si van a ser
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administrados via intravenosa, como suele ocurrir con la mayoria de los farmacos utilizados
para tratar el cancer. La interaccién con diferentes proteinas séricas como la albimina, no solo
sera importante para la distribucion del farmaco, sino que también determina otros aspectos
del metabolismo del farmaco como la eliminacidn, asi como diferencias en eficacia, actividad y
toxicidad.

Nos interesa que la BSA (albumina sérica bovina) interaccione con los complejos para permitir
su distribucidn. Sin embargo, una unién irreversible impediria que el complejo se soltase
cuando llegase al érgano diana, ademas de suponer graves problemas al saturar a la BSA y
comprometer sus diferentes funciones fisioldgicas como la regulacién del pH sanguineo o la
proteccion frente al estrés oxidativo.

Se estudia la interaccidén con la BSA por su homologia estructural con la HSA (Figura 5)*. La
BSA estd formada por una cadena de 580 aminoacidos organizados en tres dominios. Cabe
destacar la presencia de dos residuos triptéfanos en posiciones 134 y 212 que muestran
fluorescencia intrinseca (Figura 5). Estos residuos son altamente sensibles a su entorno,
pudiendo observarse cambios en su espectro de emisidon si la proteina sufre cambios
conformacionales que modifican el entorno aminoacidico de estos triptéfanos?®®.

HSA BSA

Figura 5. Estructura de la BSA y la HSA. En verde se indican los triptofanos implicados en la
florescencia de la proteina.

Por lo tanto, en primer lugar, para confirmar la interaccion de la proteina con los complejos
metalicos, se mide el espectro de fluorescencia en el rango 310-450 nm como se ha explicado
en el desarrollo de la metodologia.

El fendmeno de desactivacion de fluorescencia o quencheo, hace referencia a procesos que
provocan una disminucidn de la intensidad de fluorescencia de una sustancia dada, como
ocurre con los triptéfanos de la BSA®™. Esta desactivacion puede ser resultado de diversos
mecanismos que incluyen reacciones de los estados excitados, transferencia de energia,
formacién de complejos y desactivacion por colisiones y se clasifican en: “desactivacion
colisional o dindmica”, cuando la desactivacién es resultado de los choques entre moléculas y
“desactivacién estatica”, cuando es el resultado de formacién de complejos®*. El proceso de
desactivacién es por tanto un método que permite estudiar las interacciones de una proteina
con diferentes sustratos gracias a su alta sensibilidad y rdpida respuesta.
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Cuando se recoge el espectro de emision de la BSA tras ser excitada a 295 nm, se observa una
banda de emisién en torno a 350 nm procedente de los triptéfanos mencionados
anteriormente. La reduccién de la intensidad de emision conforme se aumenta la
concentracién de complejo, es decir, la desactivacion de la fluorescencia, nos va a permitir
determinar experimentalmente la interaccion de la proteina con los complejos.
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Figura 6. (A) Desactivacion de la sefial de la BSA tras sucesivas adiciones de complejo 2. (B)
Desactivacion de la sefial de la BSA tras sucesivas adiciones de complejo 4.

Se puede observar en la Figura 6 que, al aumentar la concentracidon de sustrato con cada
adiciéon de complejo, disminuye la sefial de intensidad de fluorescencia sin producirse
modificacion alguna en la forma del espectro de emisién. Esta desactivacion de Ia
fluorescencia indica que el entorno del croméforo de la proteina BSA cambia al afadir los
complejos de oro(lll), lo que nos confirma la existencia de interacciéon de la BSA con el
complejo 2 (Figura 6.A) y con el complejo 4 (Figura 6.B).

Sin embargo, ahora se ha de comprobar que esta interaccidn es reversible. Con este propdsito
se hard uso de las ecuaciones de Stern-Volmer y la ecuacién Stern-Volmer modificada para
analizar la fluorescencia y calcular la constante de desactivacién de Stern-Volmer (Ks) vy la
constante de unidn (Kp)**.

El valor de la constante de unién (Kp) observado para el cisplatino con la alblimina sérica
humana es de 8,52-102 (M)!®. Este es un valor de referencia adecuado, ya que el cisplatino es
utilizado como farmaco y esta K, le permite ser distribuido via hematdgena siendo liberado
cuando es necesario. Por lo tanto, buscamos obtener unos valores del orden de 10%-10° que
permiten la unién adecuada de los complejos a la proteina para ser distribuidos por el cuerpo,
a la vez que una liberacidn sencilla en su diana. Por ejemplo, diferentes complejos de
paladio(ll) y platino(ll) presentan una unién no covalente con la BSA, determinada por una Kp
del orden de 10° (M1)Y,

En la bibliografia cientifica se recogen ejemplos de complejos oro(l) y de oro(lll), cuyos valores
estan en el rango de 103-10* (M)®8.29,

13



2 1 -0,2 -
15 — 04 -
S~
T 06
- &
= -0,8
2 y = 27466x + 1,0211 w
0.5 R?=0,9943 - -1 y =0,9504x + 4,2288
' 17 R? =0,9958
O T T T -1,4 T T T T
0,00E+00 1,00E-05 2,00E-05 3,00E-05 54 52 5 48 46
[Complejo 2] (mol/L) log[Complejo 2]

Figura 7. Grdficas de Stern-Volmer para el quencheo de la BSA tras adiciones del complejo 2.
(A) (Fo/F) = [complejo 2]K... (B) log[(FO-F)/F] = log Kb + n log[complejo 2].
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Figura 8. Grdficas de Stern-Volmer para el quencheo de la BSA tras adiciones del complejo 4.
(A) (Fo/F) = [comlejo 4]Ks.. (B) log[(FO-F)/F] = log Kb + n log[complejo 4].

De las graficas anteriores, se obtienen los valores recogidos en la Tabla 3

Tabla 3. Valores de K, Ky y n para los complejos 2 y 4.

Ksv (M?) Ko (M?) n
Complejo 2 27466 1,70-10* 0,9504
Complejo 4 29740 2,71-10° 1,2162

En la Tabla 3 se observa que los valores de las constantes de unién para el complejo 2 y el
complejo 4 se encuentran en el rango similar a otros ejemplos publicados, por lo que su
interaccion con la BSA no es muy fuerte y podrian ser liberados si se requiere. El valor de n
hace referencia a las posiciones de posible interaccidon, por lo que en este caso, valores de n
cercanos a 1 indican que hay aproximadamente un solo sitio de unién de la BSA con ambos
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complejos de oro (lll). En el caso del complejo 4, el valor de la constante es ligeramente
superior, pero sin embargo su diferencia no explica el comportamiento diferente que han
mostrado ambos complejos frente a las células diferenciadas, es decir los enterocitos
normales.

Tras analizar los resultados obtenidos en este experimento se puede concluir que ambos
complejos tienen en la albumina sérica un posible medio de transporte y distribucion por el
organismo, lo que es importante a la hora de ser administrado como farmaco.

4.3. Interaccion con DNA

Una de las posibles dianas de los complejos de oro(lll) es el DNA%, por lo que en este
experimento se va a tratar de confirmar o descartar esta posibilidad para los dos complejos de
estudio. Para ello, se incubd cada uno de los complejos con el plasmido pIRES2-EGFP vy se llevé
a cabo una electroforesis (Figura 9) donde se observara si existe interaccién de estos con el
DNA segun la movilidad de las muestras.

1,2 3 AnSubaZals.. 10 11 12 13 14 15 16 1718
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Figura 9. Gel de electroforesis. Carriles: 1. Complejo 4/pldsmido (1:2). 2. Complejo 4/pldsmido
(1:1). 3. Complejo 4/pldsmido (1:0,5). 4. Complejo 3/pldsmido (1:2). 5. Complejo 3/pldsmido
(1:1). 6. Complejo 3/pldsmido (1:0,5). 7. Complejo 2/plasmido (1:2). 8. Complejo 2/pldsmido
(1:1) 9. Marcador de peso molecular. 10. Complejo 2/pldsmido (1:0,5). 11. Complejo
1/plésmido (1:2). 12. Complejo 1/pldsmido (1:1). 13. Complejo 1/pldsmido (1:0,5). 14.
Cisplatino/pldsmido (1:2). 15. Cisplatino/pldsmido (1:1). 16. Cisplatino/pldsmido (1:0,5). 17.
Control (pldsmido + H,0). 18. Marcador de peso molecular.

Al analizar la Figura 9, se puede comprobar que en el carril control (17) aparece una banda que
corresponde al plasmido. En los carriles que corresponden a los 4 complejos de oro(lll), se
puede observar esta misma banda a la misma altura, independientemente de la proporcion de
plasmido/complejo. En algunos de ellos también puede aparecer una banda inferior menos
definida que corresponderia a la forma superenrollada del plasmido y que en el pldsmido no
puede detectarse con tanta claridad. En el cisplatino (carriles 14-16), sin embargo, aparece una
modificaciéon en las bandas tanto en posicién como en intensidad y nimero, lo cual era de
esperar ya que este compuesto si que interacciona con el DNA.

Podemos concluir, por lo tanto, que los complejos de oro(lll) analizados en este experimento
no presentan interaccién con el DNA.
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4.4. Determinacion del nivel de especies reactivas de oxigeno (ROS)

En la mayor parte de los tipos de cancer se han detectado niveles elevados de ROS, por lo que
se considera que son responsables de promover ciertos aspectos relacionados con el
desarrollo del tumor y su progresion. También se observan niveles elevados de las proteinas
antioxidantes, lo que sugiere que el nivel de ROS adecuado para la supervivencia de la célula
cancerosa es muy delicado. Debido a esta situacién, muchos de los actuales agentes
anticancerigenos buscan romper este equilibrio para inducir la muerte de la célula?*?2,

Para comprobar si los complejos que se estan ensayando en el presente trabajo afectan al
equilibrio de los ROS se procedid a determinar sus niveles mediante ensayos de fluorescencia
como se ha descrito en la parte experimental, obteniendo los resultados presentados en la
Tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje de fluorescencia obtenido en células cancerosas para cada uno de los
complejos con respecto al control.

Control Auranofin Complejo2 Complejo4
(1C50) (1C50)
100 118,84 136,79 98,90

Al examinar los resultados mostrados en la Tabla 4, se puede advertir como la fluorescencia
aumenta en los pocillos que han sido tratados con el complejo 2 cuando se incuban las células
con una concentracién equivalente a su ICso. Esto quiere decir que se ha producido mas agua
oxigenada, es decir, mas ROS que en las células control. Este aumento de las especies reactivas
de oxigeno era el esperado segun lo descrito en la literatura?®. Ademas, para el complejo 4 los
niveles de ROS se encuentran ligeramente por debajo de los de las células control, lo cual
contradice los resultados esperados. El auranofin se usé como control, ya que se sabe que este
compuesto si que produce un aumento en el nivel de ROS de las células cancerosas.

En resumen, el complejo 2 se comporta como un prooxidante, rompiendo el equilibrio, entre
el nivel de ROS adecuado y las defensas antioxidantes, necesario para que el buen
funcionamiento y la viabilidad de las células cancerosas. El complejo 4, sin embargo, no parece
llevar a cabo su efecto citotdxico mediante el desajuste redox, ya que los niveles de ROS son
muy parecidos a los de células no tratadas, incluso podria presentar un efecto ligeramente
antioxidante.

4.5. Interaccidn con la enzima tiorredoxina reductasa (TrxR)

Tras el andlisis de los resultados descritos en el apartado 4.4. en los que los complejos parecian
ejercer un importante papel en la variacion de los niveles de ROS, llevamos a cabo el estudio
de la posible inhibicion de la tiorredoxina reductasa, que ya habia sido descrita en la

bibliografia como una posible diana de los complejos de oro?%,
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La tiorredoxina reductasa (E.C. 1.8.1.9) es una proteina citoplasmatica que posee actividad
tiorredoxina reductasa y que ademas puede actuar como glutarredoxina. Induce la
polimeriacién de actina y tubulina, llevando a la formacidn de protusiones en la membrana
celular. Debe homodimerizar para poder llevar a cabo su funcidn. Finalmente, existen siete
isoformas distintas, siendo la 1 la isoforma candnica. El sistema tiorredoxina reductasa-
tiorredoxina estd implicado en mantener el ambiente redox en el interior celular, en el
crecimiento de la célula, en la defensa del estrés oxidativo y en el control de la apoptosis???.
En algunos tumores se observa un aumento en la expresién de ambas, por lo que se
consideran importantes objetivos para los farmacos anticancerigenos. El oro y el selenio tienen
una elevada afinidad, por lo que parece que la interacciéon ente el centro metalico del
complejo y el &tomo de selenio del grupo selenocisteina de la enzima podria ser una de las

razones por las que los complejos de oro producen un descenso de la actividad TrxR%.

Para comprobar esta posible interaccion del complejo 2 con la enzima antioxidante
tiorredoxina reductasa, se ha llevado a cabo un ensayo en el que se evalla la actividad
enzimatica de las células tras haber sido tratadas con los complejos (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de actividad tiorredoxina reductasa celular tras tratar las células con el
complejo 2 y el complejo 4.

Control Complejo2 Complejo4
(1C50) (1C50)
100 67,87 83,63

Segun los resultados obtenidos, ambos complejos parecen afectar a la enzima, inhibiendo su
actividad. Esto es lo que cabia esperar para el complejo 2, ya que confirma los resultados del
apartado 4.4. y explica esta subida de los niveles de ROS por la disminucion de la actividad de
una de las mas importantes enzimas antioxidantes, la TxrR.

Por otro lado, la inhibicién que el complejo 4 causa en la TxrR (17%) no parece suficiente como
para provocar un incremento significativo de los niveles de ROS, lo que explicaria los
resultados descritos en el apartado 4.4.

4.6. Estudios de apoptosis

Para estudiar el tipo de muerte producida por los complejos, se recurrié a la doble tincién de
anexina V y yoduro de propidio. Durante los primeros estadios de la apoptosis, el fosfolipido
fosfatidilserina (PS) es traslocado de la parte citosdlica a la extracelular de la membrana
plasmatica. La anexina V, que es conjugada al fluorocromo FITC, es capaz de unirse de manera
especifica a la PS, permitiendo su deteccidn mediante citometria de flujo. En segundo lugar, el
yoduro de propidio (Pl) penetrard en aquellas células cuya membrana se encuentre
considerablemente alterada, uniéndose a los acidos nucleicos y proporcionando una segunda
sefial fluorescente detectable en la citometria de flujo.
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Esta técnica, por lo tanto, nos va a permitir distinguir las células sanas (no incorporan ni Pl ni
Anexina V y no presentaran ninguna fluorescencia), de las células que sufren necrosis (su
membrana se encuentra dafiada e incorporaran Pl) y las células apoptodticas (que uniran la
anexina V a la PS de sus membranas). Tras analizar los datos recogidos por el citémetro y
representados en la Figura 10, se obtuvieron los resultados expuestos en la Tabla 6.
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Figura 10. Estudio del tipo de muerte celular sobre células Caco-2/TC7 incubadas con los
complejos 2 y 4 durante 24 horas. Andlisis por citometria du flujo mediante tincion doble
anexina V-Pl. Q1: necrosis; Q2: apoptosis tardia; Q3: vivas; Q4: apoptosis temprana.

Tabla 6. Resumen del efecto del tratamiento con los complejos 2 y 4 sobre la muerte celular,
tras incubar 24 horas a concentracion ICso.

N2 células Vivas (%) Apoptosis Apoptosis  Necrosis (%)
temprana (%) tardia (%)

Control 2.408 75,6 15,3 8,3 0,9
Complejo 2 1.371 72,1 20,8 6,68 0,5
Complejo 4 4.448 81,3 12,3 5,8 0,5

Se esperaban unos resultados positivos para muerte celular por via apoptotica, ya que esta no
provoca una respuesta inflamatoria, contraindicado en el caso de que se administrase como
farmaco. Aunque esta via no parece ser muy significativa en el complejo 2 y se descarta en el
complejo 4, los complejos tampoco inducen necrosis, que si que causa inflamaciones, lo que
implicaria su descarte como futuro quimioterapico.

4.7. Estudios de ciclo celular

Conocer en qué punto del ciclo celular se produce la muerte de las células puede ser de mucha
ayuda a la hora de determinar la diana sobre la que actuan los compuestos. Uno de los
objetivos de la quimioterapia es atacar a las células cancerigenas durante una o mas fases de
su ciclo reproductivo.
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Figura 11. Andlisis del ciclo celular tras el tratamiento con los complejos 2y 4 a

concentraciones ICsyo durante 24 horas.

Tabla 7. Porcentajes de células presentes en cada una de las fases del ciclo celular.

G1 (%) S (%) G2 (%)

Control 38,19 42,62 19,18
Complejo 2 10,24 39,52 50,24
Complejo 4 16,95 39,47 43,57

Analizando los datos presentes en la Tabla 7, se puede observar que el tratamiento con los
complejos 2 y 4 provoca un arresto celular en la fase G del ciclo, mientras que el porcentaje
de células tanto en fase G; como en S disminuye con respecto al control.

La apoptosis suele iniciarse en muchas ocasiones justo detrds de la fase Gi, por lo que la
muerte por apoptosis implicaria un incremento de células en cualquier fase del ciclo. Este
efecto observado no concuerda con los resultados obtenidos en los experimentos de
apoptosis.

4.8. Evaluacion del potencial mitocondrial (Un)

Como Uultimo ensayo para la verificacion de la ausencia de actividad proapoptdtica de los
complejos 2 y 4, se procedid a la determinacién del potencial de membrana mitocondrial, ya
que se ha visto con anterioridad que los compuestos de oro tienen tendencia a acumularse en
la mitocondria debido a sus propiedades lipofilicas.
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Figura 12. Resultados de la determinacion mediante citometria de flujo de: el numero de

células con un b positivo (izquierda) y el valor medio de este \m por célula (derecha).
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Los resultados representados en la Figura 12 parecen contradecir la hipdtesis de que los
complejos 2 y 4 son capaces de entrar en las mitocondrias y causar la muerte de la célula en
consecuencia, ya que se observa como el potencial mitocondrial no presenta el descenso
esperado. Esto podria terminar de confirmar los resultados de los apartados 4.6 y 4.7 ya que al
no alterar el potencial de membrana mitocondrial se desecha la posibilidad de que los
complejos 2 y 4 causen apoptosis via mitocondrial.

4.9. Estudios de necroptosis

Por ultimo, y debido a las sucesivas confirmaciones de que los complejos estudiados no causan
la apoptosis celular, se pretendié determinar si el complejo 2 podria causar la muerte celular
por necroptosis. Aunque apoptosis y necrosis son las formas mds comunes de muerte celular,
actualmente se sabe que existen otras vias alternativas. La necroptosis es una de ellas y es
considerada como un estadio intermedio entre los dos mecanismos convencionales. Se
encuentra controlada principalmente por la accién de la quinasa RIP1%®, en lugar de por la
activacion de caspasas como ocurre en la apoptosis.

Para realizar este ensayo, se emplea la necrostatina-1 (Nec), un inhibidor de la quinasa RIP1, y
se observa el efecto producido sobre el cultivo. Los resultados obtenidos se muestran en la

Figura 13.
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Figura 13. Estudio del efecto del tratamiento con el complejo 2 a concentraciones ICsp tras
haber incubado las células con Nec (50uM) durante una hora y media.

Al analizar la Figura 13 se observa cémo, al incubar el complejo 2 junto a la necrostatina
(inhibidor de necroptosis), la viabilidad aumenta en un 20% con respecto a la poblacién celular
que solo ha sido tratada con el complejo 2. Por lo tanto, se puede confirmar que el complejo 2
es un inductor de necroptosis.

Debido a las resistencias que aparecen frente a los farmacos clasicos (proapoptdticos), se
necesita buscar nuevos tratamientos que actuen por vias alternativas, como puede ser la
necroptosis. Por lo tanto, esta caracteristica puede hacer al complejo 2 interesante desde el
punto de vista farmacoldgico, de hecho, se ha observado que algunos cdnceres son
especialmente sensibles a la muerte por necroptosis?’.

20



5. CONCLUSIONES

1. Los cuatro complejos de oro(lll) ensayados ejercen un efecto citotoxico sobre células de
carcinoma de colon humano Caco-2/TC7.

2. El complejo 1, el complejo 2 y el complejo 3 son inocuos para las células normales (Caco-
2/TC7 diferenciadas), por lo que se consideran selectivos frente a las células cancerosas.

3. El complejo 4 no es selectivo frente a las células cancerosas ya que disminuye la viabilidad
de los enterocitos normales (células Caco-2/TC7 que han llegado a confluencia).

4. El complejo 2 y el complejo 4 interaccionan con la BSA con una constante de enlace que les
permitira ser transportados a través del torrente sanguineo hasta llegar a su diana.

5. El complejo 2 y el complejo 4 no presentan interaccion con el plasmido pIRES2-EGFP, por lo
qgue no parece que el DNA sea la diana de estos derivados.

6. El complejo 2 produce una ligera apoptosis, mientras que el complejo 4 no presenta ningun
efecto apoptoético. Ninguno de los dos produce muerte celular por necrosis.

7. El complejo 2 y el complejo 4 ejercen su efecto citotdxico a través de la induccién de la
necroptosis, activando enzimas tales como la quinasa RIP1.

8. En base a los ensayos realizados, no existen diferencias significativas entre el
comportamiento del complejo 2 y el complejo 4 para establecer una hipétesis sobre la
ausencia de selectividad del complejo 4.

5. CONCLUSIONS

1. The four gold(lll) complexes tested have shown that they can induce cell death on colon
cancer cells Caco-2/TC7.

2. Complex 1, complex 2 and complex 3 are relatively innocuous on normal cells (Caco-2/TC7
cells that have reached confluence).

3. Complex 4 doesn’t have anticancer properties beside selectivity, as it exerts an effect on
normal cells.

4. Complex 2 and complex 4 interact with BSA. The moderate value obtained for the binding
constant, could indicate that the complexes can be transported in blood stream and released
in the target tissue.

5. Complex 2 and complex 4 don’t interact with pIRES2-EGFP plasmid. DNA isn’t a target in the
mechanism of action of these complexes.

6. Complex 2 has a slightly apoptotic effect on cells, whereas complex 4 doesn’t cause any
apoptosis. Nor complex 2, nor complex 4 cause necrosis.

7. Complex 2 and complex 4 promote RIP1 kinase effect, which leads to necroptosis.

8. The performed assays dind’t set any basis on the difference between complex 2 and
complex 4 mechanism of action that could explain the absence of selectivity of complex 4.
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