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RESUMEN

Hoy en dia, el cancer es una de las principales causas de mortalidad en el mundo. Del
conjunto de enfermedades que lo engloban, el que afecta al colon se encuentra entre los
mas comunes.

Se han establecido distintas estrategias para su tratamiento, como el uso de metales,
siendo el cisplatino su principal exponente. Sin embargo, sus inconvenientes
promovieron la busqueda de analogos y el estudio de otros metales como el oro. Por otro
lado, los agentes antibacterianos derivados de sulfonamidas se han sugerido también
como un tratamiento Gtil para el cancer, por su capacidad de inhibir la enzima anhidrasa
carbonica. En el presente trabajo se han estudiado diez complejos de oro (I) con unidades
bencenosulfonamida y ligandos del tipo fosfinas y carbenos frente a la linea celular de
adenocarcinoma de colon humano Caco-2 (clon TC7) y a fibroblastos. Se comprob6 que
los més selectivos sobre células cancerosas de cada familia eran el complejo 1
([AUu(S2CNHS0,CeHs)(PPh3)] vy el complejo 8 ([AU(S2CNHSO2-p-Me-CsH4)(NHC)];
NHC = 1-metil-3-(2-propin-1-il)-imidazol), teniendo éste Gltimo una actuacion mas lenta.
También fueron capaces de provocar apoptosis, a traves de la activacion de la caspasa 3
en ambos casos y la modificacion del potencial mitocondrial para el complejo 1. El estrés
que indujeron en la célula fue capaz de activar a p53, lo que detuvo el ciclo en fase G
para el complejo 1y G para el 8.

El complejo 8 generd un incremento de ROS, lo que se correlacionaria con la inhibicion
de enzimas implicadas en el equilibrio redox, como la tiorredoxina reductasa. Ambos
compuestos también demostraron una reduccion in vitro de la actividad de la enzima
recombinante anhidrasa carbonica AC IX.

ABSTRACT

Nowadays, cancer is one of the leading causes of death in the world. The one that affects
colon is between the most common types.

There are several treatment strategies established, like the use of metals, being cisplatin
the most remarkable example. However, their disadvantages promoted the search of
analogues and the study of other metals, like gold. On the other hand, antibacterial agents
derived from sulphonamides have been suggested as a useful cancer treatment, due to
their ability of provoking inhibition of carbonic anhydrase enzyme.

In this research, ten gold (I) complexes with bencenesulphonamides units and phosphine
and carbene ligands have been assayed in Caco-2 (clone TC7) colon cancer cell line and
fibroblasts. Complexes 1 ([Au(S2CNHSO2C¢Hs)(PPhs)] and 8 ([Au(S2CNHSO;-p-Me-
CeH4)(NHC)]; NHC = 1-methyl-3-(2-propyn-1-yl)-imidazole), were the most selective to
cancer cells over normal cells, the latter being much slower. They were able to provoke
apoptosis through caspase 3 activation in both cases and modification of mitochondrial
potential for complex 1. Their treatment in cells induced stress that activated p53, which
arrested cell cycle in phase G; for complex 1 and G for 8. Complex 8 increased ROS
levels, which would be related with redox enzymes inhibition, like thioredoxin reductase.
Both complexes also proved to reduce in vitro the activity of recombinant enzyme
carbonic anhydrase CA IX.



Palabras clave

Céncer, complejos de oro (1), sulfonamidas, estrés oxidativo, anhidrasa carbonica.

Abreviaciones

AC Anhidrasa carbonica
Cdk Quinasa dependiente de ciclina

DCFH-DA Dicloro-dihidroacetato de fluoresceina

DilC1 Yoduro de 1,1°,3,3,3’-hexametiléndicarbo-cianina
DMEM Medio minimo esencial de Eagle Dulbecco modificado
DMSO Dimetilsulfoxido

DTNB Acido 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzoico)

dUMP Desoxiuridin monofostato

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico

FITC Isotiocianato de fluoresceina

HIF-1 Factor inducido por hipoxia 1

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
NHC Carbeno N-heterociclico

4-NPA 4-nitrofenil acetato

PABA Acido p-aminobenzoico

PBS Tampodn fosfato salino

Pl Yoduro de propidio

PPhs Trifenilfosfina

Ym Potencial mitocondrial

ROS Especies reactivas de oxigeno

SFB Suero Fetal Bovino

TPPTS Trifenilfosfina trisulfonada de sodio

TrxR Tiorredoxina reductasa

VEGF Factor de crecimiento endotelial



1. Introduccién

1.1. Cancer de colon

El c&ncer es una enfermedad caracterizada por una progresion celular incontrolada, que
comienza localizada en una zona concreta y con el tiempo puede migrar a otros tejidos y
6rganos del cuerpo en un proceso denominado metéstasis. Concretamente, el que afecta
al colon es el tercero que presenta una mayor incidencia a nivel mundial y la cuarta causa
de muerte mas comin®?,

La mayoria de los canceres de colon comienzan a generarse a partir de una anomalia en
las criptas que recubren el epitelio intestinal, que evoluciona hacia una lesion neoplasica
denominada pdlipo. Su origen se encuentra en células madre de dicho epitelio que
acumulan una serie de mutaciones, lo que provoca la activacion de oncogenes como K-
Ras y la desactivacion de genes supresores de tumores como APC y TP53. Estos mismos
son los que mas habitualmente acumulan dichas mutaciones en cancer de colon.
Concretamente este tipo de cancer puede presentarse en dos formas: esporadica y
hereditaria, siendo la primera de ellas la méas habitual, en la que un tumor benigno o
adenoma evoluciona hacia un tumor maligno o adenocarcinoma. Las células de los tejidos
afectados adquieren la capacidad de movilizarse hacia otras zonas del organismo en el
estado de metastasis®*.

Entre los factores de riesgo para la aparicion del cancer de colon en su forma esporadica
se encuentran la edad, sobre todo a partir de los 50 afios. También los antecedentes de
poliposis adenomatosa son la causa del 95% de los casos esporadicos de cancer de colon
desarrollados a partir de adenomas. Del mismo modo, aquellas personas que presenten
patologias intestinales como la poliposis adenomatosa o la enfermedad inflamatoria
intestinal (dentro de la que se engloban la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa)
incrementan las posibilidades de padecer cancer de colon en su forma hereditaria. La
diferencia entre ambas reside en que en la primera la localizacion de la inflamacion es el
colon y recto, mientras que en la enfermedad de Crohn la inflamacion puede afectar a
cualquier tramo del tubo digestivo®.

Por otro lado, los factores genéticos hereditarios también influyen, pero en menor medida,
siendo la causa de entre el 5y 10% de los casos totales de este cancer. Las enfermedades
de transmisidn hereditaria mas frecuentes son la poliposis adenomatosa familiar debida a
la mutacién del gen APC y el sindrome de Lynch, con mutaciones presentes en los genes
MLH1y MSH2, los cuales codifican para proteinas implicadas en la reparacion del DNA.
Otros factores de riesgo adicionales que inducen su aparicion son aquellos relacionados
con el ambiente y muchas veces debidos un estilo de vida concreto: dieta rica en grasas,
falta de ejercicio fisico, obesidad y elevado consumo de alcohol y tabaco®®.

Actualmente, la primera estrategia que se sigue para evitar la progresion del tumor, en el
caso de que este se encuentre localizado en una zona concreta, es su extirpacion mediante
cirugia. Segun el grado de extensién del tumor alrededor del organismo se puede utilizar
radioterapia o quimioterapia para disminuir la cantidad de células cancerosas. Es
posible llevar a cabo este procedimiento antes del proceso quirdrgico, con la terapia

5



neoadyuvante o posteriormente a él con la terapia adyuvante. Entre los agentes
quimioterapicos que se administran para evitar la progresion de las células tumorales, el
mas utilizado en cancer colorrectal es el 5-fluorouracilo. Este provoca dafio en el DNA
mediante la inhibicidn de la enzima timidilato sintasa, debido a que compite con la unién
de su sustrato desoxiuridin monofosfato (dUMP). Ademas de individualmente, existe
también la posibilidad de su administracion junto con oxaliplatino (FOLFOX) o
irinotecan (FOLFIRI) en la denominada terapia combinada®. Como alternativa a este
tratamiento, es comun el uso de agentes biolégicos basados en la Inmunologia mediante
anticuerpos. Estos tienen como objetivo la unién a proteinas claves para el crecimiento
tumoral, como bevacizumab dirigido al factor de crecimiento endotelial VEGF y
cetuximab, dirigido al receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR. Por tanto, de
esta forma se detienen procesos clave para la progresion de las células tumorales como
son la angiogénesis y el crecimiento celular descontrolado, respectivamente’.

1.2. Uso de metales en quimioterapia

El primer derivado metalico utilizado en quimioterapia fue el cisplatino (cis-
diclorodiamina platino (Il), figura 1a), cuyos efectos inhibitorios sobre la proliferacion
celular fueron descubiertos por primera vez en los afios 60 por Rosenberg®®. Es utilizado
en el tratamiento de diversos canceres como el de pulman, cabeza y cuello, vejiga, ovario
y testicular. Concretamente su efecto citotoxico reside en la capacidad de union al DNA
que presenta, generando entrecruzamientos con las bases nitrogenadas. Este hecho,
sumado a la dificultad de las enzimas reparadoras para revertir dicha unién desencadena
finalmente la muerte celular programada por apoptosis de las células sobre las que act(ia®.

o
H, o
(o] N (o]
H3N S /Cl H3N . W S
Pt » Pt ,Pl’\
s N .
H3N Cl H3N \o / N (0]
H, o
O

a) b) c)

Figura 1. Estructura quimica de compuestos derivados de Pt (1) utilizados en clinica: cisplatino
(a) y sus analogos carboplatino (b) y oxaliplatino (c). Fuente: Ghosh. Biooorg Chem (2019)

El principal problema que presenta dicho mecanismo de accion es la falta de especificidad
de unidn sobre células cancerosas respecto a las sanas, lo que se encuentra unido a una
serie de efectos secundarios derivados de su administracién, como nefrotoxicidad y
hepatotoxicidad. Debido a ello, se estan investigando gran cantidad de analogos, unos
pocos de ellos han entrado en ensayos clinicos y solo dos estan autorizados actualmente
para su uso terapéutico: carboplatino y oxaliplatino. Concretamente la menor toxicidad
del primero es ventajosa, aunque su reducida potencia respecto al cisplatino requiere la
administracion de dosis cuatro veces mayores para lograr el mismo efecto®. Por otro lado,
el oxaliplatino permite superar la resistencia celular al cisplatino debido a la menor



formacion de entrecruzamientos con el DNA, lo que facilita su aplicacion en distintos
tipos de canceres como el de colon®®.

Por todo ello, en los Gltimos afios se han buscado nuevas alternativas al cisplatino y
derivados que presenten un mecanismo de accion diferente, con el fin de evitar sus efectos
secundarios por la falta de selectividad sobre células cancerosas. Las més utilizadas son
aquellas en las que se utilizan complejos que contienen otros metales entre los que se
encuentran rutenio, titanio y oro'!. Concretamente, los compuestos de oro en estados de
oxidacion +1 'y +111 han demostrado su eficacia como antitumorales, mostrando ser méas
selectivos por su afinidad por los grupos tiol de las cisteinas y selenol de la selenocisteina

de la enzima tiorredoxina reductasa, con actividad incrementada en células tumorales*'-
12

1.3. Usos terapéuticos del oro

Los primeros usos del oro en medicina datan de hace siglos en la medicina tradicional
india y egipcia donde se utilizaban como tratamiento de varias enfermedades como la
sifilis'. Su uso era comin también en China, donde se relacionaba con la longevidad. Sin
embargo, el momento clave para su uso en medicina fue en el siglo XIX cuando Robert
Koch demostro por primera vez las propiedades antibacterianas del complejo de oro (I11)
(K[Au(CN)2]) sobre cepas de Mycobacterium tuberculosis. En los afios 20 del pasado
siglo, se propuso la utilizacion de estos compuestos para el tratamiento de la artritis
reumatoide por su similitud de sintomas con la tuberculosis*®. El hecho de que estos
complejos metalicos poseyeran propiedades antiinflamatorias e inmunosupresivas
permitio la creacion de los primeros farmacos derivados de oro con aplicaciones en
medicina en la denominada crisoterapia. Compuestos como aurotioglucosa (solganol) y
aurotiomalato de sodio (miocrisina), son algunos ejemplos de ellos*.

O Au
) o) s o) HO
P e Y Y Y MO s

A
=% 3\ U\P/\\ Na* 0, ont HO "

a) b) c)

Figura 2. Compuestos derivados de oro utilizados en crisoterapia: a) auranofin, b)
aurotiomalato de sodio (miocrisina) y c) auratioglucosa (solganol). Fuente: Casini et al.
Met lons Life Sci (2018).

En 1972 Sutton estudiaba posibles candidatos de farmacos antiinflamatorios orales para
el tratamiento de la artritis reumatoide, lo que llevo a la aparicion del compuesto conocido
como auranofin (Figura 2a), que es un complejo de oro (I) con una molécula de
tioglucosa y la fosfina trietilfosfina. Mas tarde se observaron las propiedades
anticancerigenas de dicho compuesto sobre los pacientes a los que se le administraba, lo



que permitié su estudio como agente quimioterapico. Hoy en dia, es la referencia en
cuanto a farmacos derivados de metales para el estudio en el tratamiento del cancer®®.

Las propiedades del oro (1) como &cido de Lewis blando, le confieren alta afinidad por
ligandos facilmente polarizables como S-dadores y P-dadores. Su estructura de
configuracion electronica d'° le permite establecer distintas geometrias de coordinacion
tales como tetraédrica, trigonal o lineal. De todas ellas, la tltima es la mas relevante para
la utilizacion de compuestos derivados de oro(l) con fines médicos'**°. Su mecanismo de
accion es independiente de la union al DNA, ya que se dirige a otras dianas especificas
de células tumorales inhibiendo su actividad, tal es el caso de la enzima tiorredoxina
reductasa (TrxR). Esto permite solventar los problemas de falta de selectividad que
existen en el caso del cisplatino y sus derivados.

Con anterioridad se ha demostrado la efectividad de la coordinacion de centros de oro(l)
a una serie de ligandos del tipo fosfinas, tiolatos, ditiocarbamatos y carbenos N-
heterociclicos (NHC), entre otros, que proporcionan una elevada estabilidad a los
complejos finales y que han mostrado actividad anticancerigena en una gran diversidad
de células cancerosas'®. De entre ellos, destacamos los fosfino y los carbenos NHC
derivados, ya que son el tipo de complejos empleados en este estudio. Tanto las fosfinas
como los carbenos N-heterociclicos han sido ampliamente empleados como ligandos en
complejos de oro(l) dando lugar a potenciales agentes antitumorales!’2?,

1.4. Sulfonamidas, compuestos derivados de ellas y su combinacién con
metales

Las sulfonamidas son farmacos que contienen el grupo sulfonamida (R-SO2NH>) y que
presentan gran diversidad de actividades bioldgicas, entre las que se incluyen:
propiedades anticancerigenas, bactericidas, antiparasitarias o antidiuréticas??-°,

Su desarrollo comenz6 tras la observacion de las propiedades antibacterianas del
profarmaco Prontosil (Figura 3), que contenia dicho grupo.

NH,
O WEN. ?
NQﬁ'NHz HQNO§—NH2
o o)
a. Prontosil prodrug b.Sulfanilamide

Figura 3. Estructura quimica del profarmaco Prontosil (izquierda) y su forma biol6gicamente
activa sulfanilamida (derecha). Fuente: Apaydin S et al. Bioorg Med Chem Lett (2019).

Tras ello, numerosos derivados de sulfonamidas se utilizaron debido a sus propiedades
antibacterianas y antifungicas. Concretamente, su mecanismo de accién antibacteriano
reside en la inhibicién competitiva de la sintesis de acido fdlico por parte de la enzima
dihidropteroato sintetasa?. Ello se debe a que, compiten por unirse a ella a causa de la
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analogia estructural que presentan con su sustrato: el acido p-aminobenzoico (PABA).
Una destacable ventaja a la hora de su aplicacion en el tratamiento de diversas patologias
es la ausencia de efectos secundarios sobre las células eucariotas humanas ya que en este
caso el &cido folico se adquiere de la dieta, como en el resto de los mamiferos, por lo que
no se sintetiza de novo.

Posteriormente, se descubrio su capacidad de inhibir la enzima anhidrasa carbénica, que
se encuentra implicada en la regulacién del pH celular. La sulfanilamida, la forma activa
del profarmaco Prontosil antes mencionado (Figura 3), fue el primer compuesto basado
en sulfonamidas capaz de inhibir la anhidrasa carbonica que se utilizé en clinica. El hecho
de que se encontrase esta nueva diana para estos farmacos permitié extender sus
aplicaciones al tratamiento de enfermedades complejas: comenz6 su utilizacién para el
glaucomay como diuréticos, siendo en este caso la acetazolamida el primero en utilizarse
en los afios 50%’. Maés tarde, la gran cantidad de funciones y localizaciones que presenta
dicha enzima permitieron ampliar el rango de enfermedades donde se podia utilizar:
hipertiroidismo, epilepsia, diabetes o cancer?.

Existen notables ejemplos de inhibidores de la anhidrasa carbonica cuya eficacia se ha
demostrado en los ultimos afios, como el compuesto SLC-0111 o también denominado
U-104 [(4fluorofenil)amino]carbonil]lamino] bencenosulfonamida, utilizado en el
tratamiento del cancer de mama siendo objetivo la inhibicion de la isoforma AC 1X?'.
Otro inhibidor de tipo sulfonamida es el indisulam o E7070 (N-(3-cloro-7-indolil)-1,4-
bencenodisulfonamida), cuyos efectos antitumorales residen en la inhibicion de la
isoforma AC IX junto con la AC XIl. Ademas, actla sobre las quinasas dependientes de
ciclina (CDK), por lo que acaba deteniendo el ciclo en fase G1/S con el fin de impedir la
progresion celular descontrolada®.

i i of
f//"\\ N.LTI/N._“'////’K / ;\S
L ”/ 0] \\J\ 0] “ ﬁ
F7o "s?
5 NH, SO,NH,

Figura 4. Estructura del compuesto SLC-0111  Figura 5. Estructura del compuesto indisulam
que presenta afinidad por la anhidrasa (E7070). Presenta alta afinidad por las

carbénica IX y XII. Fuente: Krasavin et al. J  isoformas IX'y XII de la anhidrasa carbonica
Enzyme Inhib Med Chem (2020) Fuente: Abbate et al. Bioorg Med Chem Lett

(2003)

En la bibliografia cientifica se recogen diversos ejemplos de derivados metalicos con
ligandos derivados de sulfonamidas, activos frente a células de cancer y capaces de inhibir
la enzima anhidrasa carbonica. Entre los mas estudiados destacan principalmente los
complejos de rutenio?-33, por representar una alternativa atractiva a los farmacos basados
en platino. Muchos de sus complejos en agua muestran cinéticas de intercambio de



ligandos similares a los complejos de platino, y también pueden utilizar la proteina
transferrina transportadora de hierro para facilitar su absorcion en las células tumorales,
ya que esta proteina se encuentra sobreexpresada en muchos tumores®4. Ademas de
rutenio se conocen ejemplos de complejos metélicos con ligandos del tipo sulfonamida
con otros metales tales como osmio, platino, rodio, titanio, cobre, plata y cinc entre otros.
Sin embargo, solo en algunos de dichos ejemplos se ha estudiado su capacidad de
inhibicion de alguna de las isoformas de la enzima AC3*-*°, Hasta la fecha, no se conocen
complejos de oro con sulfonamidas que puedan actuar como inhibidores de AC.

1.5. Dianas celulares de los complejos de oro(I) con bencenosulfonamidas

1.5.1. Inhibicién de la enzima tiorredoxina reductasa

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), cumplen un importante papel en varios procesos
celulares como la sefializacion, activacion de factores de transcripcion nucleares o
reacciones enzimaticas®. Sin embargo, una excesiva produccion podria ser perjudicial,
debido a la alteracion de funciones bioldgicas que pueden desencadenar. Ejemplo de ello
serian la oxidacion de cisteinas proteicas, que alterarian su funcion biologica por la
formacion de puentes disulfuro®®4! o la induccion del proceso de apoptosis 0 muerte
celular®. Por ello, existen distintos mecanismos celulares que ayudan a mantener el
equilibrio redox, como es el sistema tiorredoxina. Este consta de la enzima tiorredoxina
reductasa (EC1.8.1.9), que cataliza la reduccion dependiente de NADPH de la
tiorredoxina*. La tiorredoxina reductasa pertenece a la familia de piridina nucleétido
disulfuro oxidorreductasas y posee un grupo prostético FAD, un sitio de union para el
NADPH y un centro activo con un motivo disulfuro. Inicialmente, la forma activa de la
tiorredoxina es la reducida ditiol Trx-(SH).. Esta interacciona con diversas proteinas
oxidandose y pasando a la forma disulfuro Trx (S)2 que seré reducida de nuevo gracias a
la tiorredoxina reductasa con gasto de NADPH*!. En mamiferos, la tiorredoxina reductasa
se encuentra presente en dos isoformas, con distinta localizacion celular: la TrxR1 en el
citosol y la TrxR2 en la mitocondria.

Las células cancerosas generan una elevada cantidad de ROS debido a su metabolismo
incrementado y excesiva proliferacion. Para hacer frente a ello, el sistema
tiorredoxina/tiorredoxina reductasa se encuentra sobreexpresado en muchos tumores
solidos para permitir la reduccion del H20- y refleja un crecimiento tumoral agresivo, por
lo que indica un mal pronostico*'. Ademas, se encuentra relacionada con el proceso
apoptotico ya que regula las caspasas que participan en él, evitando desencadenar su
muerte*®*3, Por ello, el desarrollo de inhibidores dirigidos a esta diana es una (til
estrategia en el tratamiento.

Se conoce que metales nobles como oro*, plata, platino, paladio o rutenio, son capaces
de inhibir dicha enzima ya que actGan como acidos blandos. Estos tienen tendencia hacia
los 4&tomos de sulfuro/selenio que se comportan como bases blandas. Estos atomos se
encuentran presentes en residuos claves para la actividad enzimatica, como los de
selenocisteina localizados en el extremo C-terminal que conforman el sitio activo®47,
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1.5.2. Inhibicién de la enzima anhidrasa carbénica

Las enzimas anhidrasas carbonicas (EC 4.2.1.1) pertenecen a 5 familias genéticas
distintas (o, B, v, 8 y €) de las que las Unicas que se encuentran expresadas en humanos
son las a. Llevan a cabo la reaccién de hidratacion reversible de CO2; a HCO3z y H*, lo
que permite establecer una precisa regulacion del pH celular. Existen unas 15 isoformas
distintas en humanos. De todas ellas, 12 son cataliticamente activas debido al &tomo de
Zn?* localizado en su centro activo. Este se encuentra coordinado a tres residuos de
histidina en disposicion tetraédrica y una molécula de agua?’.

Con anterioridad ya se ha demostrado que entre las dianas de este enzima se encuentran
compuestos como las sulfonamidas y sus isoésteres (sulfamatos, sulfamidas) y las
coumarinas. La especificidad de union de los inhibidores de tipo sulfonamida viene
conferida por la interaccion del nitrgeno presente en el grupo funcional (R-SO2NH>) con
el ion Zn?* localizado en el centro activo de la anhidrasa®.

El diseio de inhibidores

ﬁ ACVI . . .
especificos de una isoenzima
1 implica un desafio por el gran
Ly, ACIV . : .
L, numero de isoformas existente y
S el elevado grado de homologia
J & % \’x ACIX que presentan entre ellas, sobre
£ ) = e %
i B2 an £ . todo en la estructura del centro
fi f’-‘ACVB BTl Gl ! activo. Debido a ello, ante un
F3 AL - = i AUti
= oo = . posible uso terapéutico la falta de
",= /Acxi ) ; selectividad sobre la isoforma
1 1 J :
¥ - . afectada en una enfermedad
L7 , .
£ / podria  derivar en efectos
! "fAC - secundarios no deseados. Un
................. -:./, ejemplo de ello es la relativa
A o

homologia entre las isoformas IX
y XI1, incrementadas en tumores y
la Il, presente en eritrocitos. Todo
el conjunto de isoformas se
encuentra distribuido en variadas

Figura 6. Distribucion de las distintas formas de
anhidrasa carbonica cataliticamente activas en
células eucariotas. Se muestran las presentes en el
citosol (verde), las transmembranales (azul), la L
isoforma secretada (naranja) y las de localizacion localizaciones  celulares  como

mitocondrial ~ (rojo).  (Imagen  creada en CItf)SOI,membrana0m|tocondr|as
Biorender.com) (Figura 6). En ellas cumplen

funciones en procesos fisioldgicos
tan diversos como la ureagénesis, gluconeogénesis, balance acido-base o el transporte de
CO; en forma de bicarbonato de los tejidos a pulmones®.

Debido a las importantes funciones que cumplen, la alteracién de los niveles de actividad
0 expresion de determinadas isoformas se encuentra relacionada con diversas
patologias®®. De entre todas ellas, el incremento del nimero IX y XII se encuentra
relacionado con el cancer. Ello se debe a que células cancerosas las requieren para
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mantener el pH intracelular tamponado gracias a la produccién de bicarbonato.
Simultaneamente, acidifican el pH extracelular por la produccion adicional de protones.
Este hecho provoca un aumento de la acidez en el entorno, favoreciendo la invasion y
metastasis de las células tumorales y dificultando enormemente la supervivencia de las
células sanas a causa de las condiciones de bajo pH®L.

Aungue cumplen una funcién similar, existen diferencias entre las dos isoformas
relacionadas con cancer, principalmente en la expresion segun los tejidos. Por un lado, en
el caso de la IX su expresion se encuentra estimulada en tumores de mama, rifion y
colon®%3 por factores de transcripcion, como el inducido por hipoxia (HIF-1). Este
aparece en condiciones de baja concentracion de Oz que son caracteristicas de los
tumores, y se encuentran relacionadas con condiciones de pH extracelular bajo. Sin
embargo, la isoforma XII se encuentra presente en condiciones normales en gran variedad
de tejidos ademas de sobreexpresarse en tumores como mama, ovario, pancreas, colon o
pulmoén. Esta isoforma se regula por un mecanismo distinto al de la IX, aunque se cree
que también en situaciones de hipoxia?’*8. Por ello, la expresion mas especifica en tejidos
tumorales de la isoforma 1X en comparacion con la X11, hace de ella una diana interesante
para disefiar quimioterapicos con el fin de aumentar la selectividad sobre las células
tumorales sin alterar el correcto funcionamiento del epitelio intestinal. Esto, sumado a su
baja expresion en células sanas, evitaria los efectos secundarios no deseados que pudieran
causar los inhibidores inespecificos dirigidos a todas las isoformas de anhidrasas®’.

1.6. Mecanismos de muerte celular

La existencia de un balance entre progresion celular y muerte es de vital importancia para
el organismo, con el fin de mantener la homeostasis celular. Ello se debe a que un
desequilibrio en este aspecto podria desencadenar patologias, como el cancer o
autoinmunidad.

Para mantener los niveles celulares estables, principalmente existen dos tipos de muerte
celular: apoptosis y necrosis, aunque también se han descubierto otras formas que siguen
distintos mecanismos como la catastrofe mitética, ferroptosis y necroptosis®.

En primer lugar, el proceso apoptotico provoca una serie de modificaciones en las células,
como fragmentacion de la cromatina, pérdida de volumen y formacién de vesiculas
denominadas cuerpos apoptoticos o ‘blebs’ (Figura 7).

Concretamente las sefiales que la desencadena se pueden activar por dos vias: extrinseca,
que es inducida por la activacién de receptores de muerte (TNFR1, Fas o TRAIL-R1/2
son algunos de ellos) y la intrinseca o mitocondrial que es independiente de receptores y
se activa por estrés celular®*.
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En Ultimo término ambas vias

convergen la activacion unas Yy .

enzimas cistein-proteasas '.__\\'__.___ DN e
denominadas caspasas iniciadoras / Célula f@.?\
(8y9). Ellas a su vez, se encargan g N

de activar por hidrélisis los ||f"f : '.‘@._\I; ‘

precursores de las caspasas LN
ejecutoras (3, 6 y 7). En GItiM0  rupturade | by Formacién
, . , membrana 5[@ g de cuerpos
término estableceran una  plasmatica QPR cpopoticos
sefializacion que acabard con la
destruccion de la célula®.

®
La via mitocondrial es la forma de o w
muerte celular mas comudn en Necrosis [T
vertebrados. Se desencadena ante Apoptosis

laexposicion de la célulaadiversos g ra 7. Pprincipales tipos de muerte celular

tipos de estrés como dafio en el (apoptosis y necrosis) y las alteraciones en su
DNA, estrés  del reticulo morfologia que provocan. (Imagen creada en
endoplasmico debido a la presencia  Biorender.com)

de proteinas mal plegadas y

escasez de factores de crecimiento®. Una de sus principales consecuencias es que la
membrana de dicho organulo pierde su integridad. Esto tiene como consecuencia la
alteracion del potencial mitocondrial (ywm) que activa proteinas pro-apoptoticas como Bax
y Bak. Estas forman poros en la membrana mitocondrial a través de los cuales se libera
citocromo c al citoplasma. Este se une a las proteinas Apaf-1, provocando su
oligomerizacion hasta formar el apoptosoma. Este Ultimo se encargara de activar las
caspasas iniciadoras y ejecutoras que provocaran la  apoptosis®®®’.

Por otro lado, y a diferencia de la apoptosis que se produce de forma controlada, el
proceso de necrosis ocurre de forma incontrolada ante un dafio celular externo, como el
generado en una situacion de hipoxia o inflamacion®®. Este implica el aumento de
volumen, lo que provoca la ruptura de la membrana plasmatica y la pérdida de funcion
de los organulos ya que se vierte el contenido celular al exterior (Figura 7).

Un aspecto destacable en la ausencia de inflamacién tras el proceso apoptético, debido a
que las células muertas son retiradas por los macréfagos circundantes®’. A diferencia del
anterior, en el proceso necrético se vierte el contenido celular al medio externo,
provocando la liberacion de citoquinas que inducen dicho proceso inflamatorio®. Por
ello, a la hora de seleccionar candidatos a farmacos lo deseable es que provoguen la
muerte celular por apoptosis y no necrosis, para evitar efectos secundarios asociados a la
inflamacion.
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2. Objetivos

Como se ha visto en la introduccion, entre las posibilidades que ofrecen los derivados de
sulfonamidas incluyen su capacidad de inhibir la actividad de la anhidrasa carbdnica, a lo
que se une la capacidad de inhibir la actividad de la tiorredoxina reductasa por parte de
complejos de oro. Esto planted como principal objetivo de este Trabajo fin de Master, la
combinacion en una misma molécula de dos unidades: sulfonamida y complejo de oro (I)
con la intencion de disefiar un posible farmaco multidiana. Para ello se emplearon dos
tipos de derivados previamente sintetizados en el grupo de oro y plata del departamento
de Quimica Inorganica y que consisten en complejos de oro () con ligandos fosfina o
carbeno N-heterociclico (NHC) y un ditiocarbamato con la unidad benceno sulfonamida
(Figura 8).

En el presente trabajo nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

e Estudio de las propiedades fisicoquimicas: demostrar si presentan caracter
hidrofobo o hidrofilo y si son capaces de mantenerse estables a lo largo del tiempo
en un medio acuoso similar al fisiologico de un organismo

e Evaluar su citotoxicidad en la linea celular de cancer de colon humano,
Caco-2 (clon TC7) y en modelos de células humanas sanas: fibroblastos
epiteliales y Caco-2/TC7 diferenciadas. La ausencia de efecto en las células
diferenciadas nos permite descartar un posible efecto “per se” de los compuestos
utilizados y, por tanto, aconsejar su utilizacion.

e Determinacion del tipo de muerte que causan dichos complejos y procesos
relacionados con este hecho, como son la apoptosis por activacion de la proteina
Caspasa 3 y la alteracién del potencial mitocondrial (ym).

e Estudiar si los compuestos afectan a la progresion del ciclo celular y si en este
efecto esta implicada la activacion de la proteina p53.

e Estudiar si estos compuestos modifican el equilibrio redox de las células
cancerosas.

e Estudio de la interaccion con posibles dianas de los complejos de oro(l) con
bencenosulfonamidas.

Con el fin de alcanzar los objetivos mencionados anteriormente, se realizaron los
siguientes ensayos:

1. Determinacién de las propiedades fisicoquimicas de los complejos en estudio:
estabilidad en un medio fisiologico y caracter lipofilo o hidrofilo.

2. Ensayos de viabilidad celular (MTT) en células indiferenciadas cancerosas
(Caco-2/TC7) y en modelos de células sanas (fibroblastos epiteliales y Caco-
2/TC7 diferenciadas).

3. Determinacion por citometria de flujo del tipo de muerte que producen estos
complejos metalicos, evaluando la posible detencion del ciclo, los cambios en el
potencial de membrana mitocondrial y la actividad de las proteinas caspasa 3 y
p53.
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4. Cuantificacion de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) para evaluar

el estrés oxidativo.

5. Ensayos de actividad de las enzimas tiorredoxina reductasa y anhidrasa carbonica

como posibles dianas terapéuticas.

3. Materiales y métodos

3.1. Complejos de oro (I) y preparacion de disoluciones madre
Los complejos con centro metélico de oro(l) se sintetizaron inicialmente en el laboratorio
de la Dra. Elena Cerrada en el departamento de Quimica Inorgénica de la Facultad de

Ciencias.
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Figura 8. Representacion estructural de los complejos utilizados en este trabajo: complejos
ditiocarbamato de oro(l) con la unidad bencenosulfonamida y con ligandos trifenilfosfina
(PPhs3) (complejos 1-3), trifenilfosfina-trisulfonada (TPPTS) (complejos 4-6) y carbenos NHC
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En la figura 8, se recogen las estructuras quimicas de dichos compuestos, junto con el
namero asociado a ellos que los identificara al exponer los resultados obtenidos.

Inicialmente, se partia de los productos sintetizados en estado solido y para realizar los

distintos ensayos, se disolvieron en DMSO hasta una concentracion de 20 mM. Estas
constituyeron las disoluciones madre, a partir de las cuales, se elaboraron otras
disoluciones diluidas con la concentracion requerida para cada ensayo.

3.2. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas de los compuestos

3.2.1. Medida de estabilidad de los compuestos

En primer lugar, los compuestos en forma solida se disolvieron en el volumen necesario
de DMSO para alcanzar una concentracion de 10 mM. Se tomaron 50 pL de dicha
disolucién y se afiadieron a 10 mL de disolucion acuosa (PBS + NaCl 0,9% pH 7,4). Estas
muestras se mantuvieron en todo momento en un bafio termostatizado a 37 °C.
Inicialmente, y a una serie de intervalos se midié el espectro UV/visible de cada
compuesto a unas longitudes de onda de entre 200 y 650 nm en una cubeta de cuarzo con
ayuda de un espectrofotometro. Los espectros obtenidos a lo largo del tiempo se
analizaron para determinar la existencia de degradacion de los compuestos en
nanoparticulas de oro, lo que se reflejaria en un pico de absorcion a 500 nm.

3.2.2. Medida del coeficiente de reparto agua-octanol (logP7,4)

El célculo de este parametro permite dilucidar si los compuestos de estudio son de
caracter hidréfilo o hidréfobo. Esto es importante con el fin de asegurar que poseen la
suficiente hidrofobicidad para atravesar la membrana lipidica y asi ejercer su efecto
citotoxico en el interior celular. Para ello, se llevo a cabo el denominado método ‘shake-
flask’ mediante el cual se puede determinar la afinidad de un compuesto en una mezcla
constituida por una fase organica hidrofébica y otra fase acuosa.

Para llevar a cabo dicha determinacién se afadio cada complejo en forma solida en un
tubo Falcon. Posteriormente, este se disolvio en 4 ml de octanol saturado con la disolucion
acuosa de PBS y 4 ml de disolucion acuosa (PBS + NaCl 0,9 % pH 7,4) saturado con la
disolucion de octanol, con el fin de generar dos fases en las que permanecera cada
compuesto en funcion de su caracter hidrofobo o hidréfilo. Tras mantenerse 10 minutos
en incubacion con ultrasonidos, se realiz6 una centrifugacion durante 3 minutos, lo que
permite distinguir la separacion de las dos fases: el octanol queda en la parte superior y
la disolucion acuosa de PBS en la inferior. De cada muestra para cada uno de los
compuestos, se recuperaron la fase de octanol y la acuosa por separado con ayuda de una
pipeta Pasteur y se midid su espectro UV/visible a unas longitudes de onda de entre 200
y 650 nm con ayuda de un espectrofotometro. El valor del parametro logP7.4 se calculo
con las concentraciones del compuesto en cada fase, correspondientes a los picos
maximos de absorcién. Cuanto mayor es el valor de pardmetro mayor sera su caracter
hidr6fobo y viceversa.

[CompueStO]octanol _ Absmaxoctanol

logP,, = log = log .
' [CompueStO]fase acuosa Absmaxfase acuosa
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3.3. Cultivo celular
Los estudios biologicos se llevaron a cabo en el laboratorio de la Dra. M? Jests Rodriguez
Yoldi en la Unidad de Fisiologia de la Facultad de Veterinaria.

Con el fin de estudiar el efecto de dichos complejos metalicos sobre las células, se utilizd
la linea celular de adenocarcinoma de colon humano Caco-2 como modelo de la barrera
intestinal. En concreto se trata del clon TC7 que proviene de pasajes tardios, lo que
garantiza una mayor homogeneidad y estabilidad a lo largo de los pasajes. Dicha linea
celular tiene la capacidad de diferenciarse espontaneamente al alcanzar la confluencia
hacia enterocitos normales, que presentan las uniones adherentes y expresan las enzimas
caracteristicas del epitelio intestinal®®->°, Por tanto, pueden utilizarse como modelo de la
barrera instestinal.

Por otro lado, para determinar el efecto de los compuestos sobre células normales y
determinar su indice de selectividad, se utilizaron fibroblastos epiteliales humanos de
adulto (NHDF-Ad, Lonza®) cedidas por la Dra. Gracia Mendoza (CIBA). Estas células
fueron suplementadas tanto en el cultivo como en el tratamiento con los compuestos con
Suero Fetal Bovino, debido a que su ausencia afectaba en gran medida a su crecimiento.

Las celulas se mantienen en una estufa de CO (Phcbi MCO-170AIC), en un ambiente a
37 °C, 95% de O, y 5% de CO. Estas se encuentran en botellas de 25 cm? suplementadas
con un medio de cultivo Dulbecco modificado (DMEM) que contiene suero fetal bovino
(SFB) al 20%, penicilina (1000U/ml) al 1%, estreptomicina (1000 pg/ml) al 1%,
aminoacidos no esenciales al 1%, L-glutamina (200mM 100X) y anfotericina (250 U/ml)
al 1%.

Para realizar los ensayos, se comprueba mediante un microscopio invertido que las células
han llegado a la confluencia y se separan de la botella de cultivo mediante el proceso de
tripsinizacion, en el que rompen las uniones que se han establecido con el soporte de
plastico de la botella. Cada vez que se tripsiniza, se siembra una nueva botella de
mantenimiento de 25 c¢cm? con 300.000 células. Una vez separadas, se siembra una
cantidad de 400.000 células en placas de 96 pocillos, con el fin de conseguir una densidad
de 4000 celulas por pocillo. Tras 24 horas de crecimiento en dichas placas, se lleva a cabo
su tratamiento con los complejos metalicos. Para ello, el medio completo de cultivo se
retira mediante una pipeta de vidrio conectada a una bomba de aspiracion y se afiaden
disoluciones de los compuestos preparadas en medio DMEM sin SFB para evitar
interferencias con los compuestos metalicos.

Todas las manipulaciones se realizaban en una campana de flujo laminar (Telstar AV-
100), con el fin de mantener las condiciones de esterilidad en todo momento. Del mismo
modo, cada material que se introduce en ella es tratado con etanol al 70% para evitar
posibles contaminaciones.

3.4. Estudio de viabilidad celular mediante ensayo MTT y calculo de ICso
Con el fin de determinar la toxicidad que ejercen los compuestos sobre las células, se
realiza el ensayo MTT. Este se basa en la capacidad que tienen las células para reducir el
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compuesto bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a azul
formazan. Esta reaccion la llevan a cabo las enzimas succinato-deshidrogenasa
mitocondriales. Por tanto, en el caso de que las células sean viables, su actividad
mitocondrial normal les permitira llevar a cabo dicha reaccién, con la consiguiente
formacion de unos cristales coloreados. Asi, se pueden distinguir cualitativamente las
células capaces de proliferar, que serdn proporcionales a la intensidad de color azul
obtenida.

Inicialmente, se sembraron 400.000 células en una placa de 96 pocillos, dejandolas crecer
durante 24 horas. Pasado este tiempo, se procedid con el tratamiento de cada compuesto
a las concentraciones deseadas. Como control negativo, se utiliz6 DMSO disuelto en
medio sin SFB, con el fin de evitar interacciones con los complejos metélicos. A
continuacion, la placa se mantuvo en incubacion con los compuestos metélicos durante
72 horas.

Para realizar el ensayo, se afiadio en cada pocillo 10 ul de MTT (5 mg/ml) disuelto en
PBS y se incubd en estufa durante 3 horas a 37 °C. Por ultimo, se elimind el medio
mediante inversion de la placa y se afiadian 100 pul de DMSO por pocillo para disolver
los cristales de azul formazan. Se leyd la absorbancia a una longitud de onda de entre 570
y 690 nm en un espectrofotometro (SPECTROstar Nano, BMG LABTECH).

Con los datos de absorbancia obtenidos, y tomando como referencia la del control
negativo (100% viabilidad), se calculd el porcentaje de viabilidad para cada compuesto
en su rango de concentraciones. Mediante una representacion grafica de la viabilidad
respecto a concentracion se calculo el valor de 1Cso, que correspondia a la concentracion
de compuesto a la que la viabilidad celular se reduce al 50%.

3.5. Estudio de apoptosis. Doble tinciéon con Anexina V y PI

Con el fin de determinar el tipo de muerte producida en las células por los compuestos,
se llevaron a cabo técnicas de citometria de flujo. Para ello, se utilizé por un lado un
marcaje con Anexina V unida al fluorocromo FITC para su deteccion. Esta presenta
afinidad de union por la fosfatidilserina, que en el proceso apoptético se transloca a la
membrana externa. Ademas, se lleva a cabo un marcaje adicional con el colorante
fluorescente yoduro de propidio (PI), que posee afinidad por el ADN y gque penetrara en
células cuya membrana se encuentre dafiada porgue se encuentren en apoptosis 0 necrosis.

Inicialmente, se sembraron células Caco-2/TC7 en botellas de 75 cm? a una densidad de
600.000 células por botella y se mantuvieron en cultivo durante 48 h. Pasado ese tiempo
se trataron con los compuestos a la concentracion deseada durante 48 h. Tras el
tratamiento, las células se recogieron y tifieron con Anexina V-FITC seglun las
instrucciones del fabricante. Después se afiadieron a tubos de citometria de flujo y se
lavaron con PBS dos veces, se resuspendieron en 100 pL de buffer de union a Anexina V
(20 mM Hepes/NaOH pH 7,4, 140 mM NacCl, 2,5 mM CacCl) y se adicionaron 5 pL de
Anexina Vy 5 uL de PI a cada 100 puL de muestra. A continuacion, se dejaron incubando
15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y se afiadieron 400 pL de buffer de union

18



a Anexina V. La intensidad de fluorescencia se midi6 durante una hora con el citémetro
de flujo FACSARIA BD vy la sefial obtenida se analiz6 mediante el software FACSDIVA
BD.

3.6. Determinacion de la activacion de caspasa 3y p53

Como paso inicial, se sembraron 600.000 células en botellas de 75 cm? y se mantuvieron
en cultivo durante 48 h. Después, se trataron con los complejos metalicos a la
concentracion deseada durante 48 h.

A continuacion, las células se pusieron en formaldehido al 0,01% durante 5 minutos y se
centrifugaron a 300 g a temperatura ambiente. El pellet celular obtenido se resuspendio
en una solucion de digitonina 0,5% v/v en PBS y se incub6 en oscuridad durante 15
minutos. Después, se lavd con PBS con digitonina al 0,1%. Se afiadi6 5 pL de anticuerpo
anti-caspasa 3 (Novus, Clone C92-605) y anti-p53 (Miltenyi Biotec) en 100 pL de
suspension celular y se mezclo e incubo 1 hora a temperatura ambiente.

Seguidamente, se centrifugd 5 minutos a 3000 rpm y se lavd dos veces con PBS. Tras
esto, las celulas se resuspendieron en PBS. El analisis de la fluorescencia se realizo con
un citometro de flujo BECKMANN COULTER GALLIOS (Brea California) equipado
con un laser solido de diodo azul (488nm) y un laser solido de diodo rojo (635nm). Para
la determinacion de caspasa 3 se fijo la longitud de onda en 488 nm y emision a 525 nm
y para el analisis de p53 una longitud de onda de 635 nm para excitacion y 660 nm de
emision.

3.7. Estudio de ciclo celular. Tincion de DNA con yoduro de propidio

Este ensayo va a permitir determinar si los complejos derivados de bencenosulfonamidas
ejercen su efecto antitumoral deteniendo en ciclo celular en fase Go/G1 0 G2/M. Para ello,
se cuantifica mediante citometria de flujo, la cantidad de colorante fluorescente yoduro
de propidio, que las células incorporan al DNA celular debido a su especificidad de unién.
La fluorescencia de dicho colorante es detectable gracias a que emite a una longitud de
onda de 620 nm. El grado de proliferacion celular y, por tanto, el avance en las fases del
ciclo sera mayor cuanta mas sefial de fluorescencia emitan las células.

En primer lugar, se sembraron 600.000 células Caco-2/TC7 en botellas de 75 cm? y se
mantuvieron en cultivo durante 48 h. Posteriormente, se trataron con los complejos de
estudio durante 48 h. A continuacion, las células se fijaron en etanol 70% enfriado con
hielo y se almacenaron a 4°C durante 24 h. Después, se realiz6 una centrifugacion y
rehidratacion con PBS, previa a la tincién con yoduro de propidio (50 pg/ml; solucion
final con RNasa a 100 pg/ml). El contenido de las células se analiz6 con un
FACSARRAY BD equipado con un laser de iones de argdn. El porcentaje de células
presentes en cada fase se determind mediante el software de verificacion MODIFIT 3.

3.8. Determinacion de potencial mitocondrial ({m)

El ensayo se llevo a cabo sembrando células Caco-2/TC7 en botellas de 75 cm? a una
densidad de 600.000 células por botella y se mantuvieron en cultivo durante 48h. Pasado
ese tiempo se trataron con cada uno de los compuestos de interés a la concentracion
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deseada durante 48 horas. Después, se lavaron las células con PBS atemperado dos veces
y se resuspendieron en PBS a una concentracion de 10° células/mL. Tras esto, se procedid
a la adicion de la sonda cationica yoduro de 1,1°,3,3,3’-hexametiléndicarbo-cianina
(DilC1 10 uM) y se incubé 15 minutos a 37°C con 5% de CO,. A continuacion, se afiadio
400 pL de PBS a la muestra y se analizo la fluorescencia mediante citometria de fujo con
un FACSARRAY BD a una longitud de onda de excitacion de 633 nm y emision de 658
nm.

Desde el apartado 3.5 hasta el 3.8, los ensayos de citometria de flujo se llevaron a cabo
en el Servicio de Citometria del Centro de Investigaciones Biomédicas de Aragon
(CIBA).

3.9. Determinacioén de los niveles intracelulares de ROS

Con el objetivo de determinar si los compuestos en estudio estaban alterando el equilibrio
redox celular, se procedié a determinar los niveles de especies reactivas de oxigeno
mediante un ensayo basado en la emision de fluorescencia.

Primero, se sembraron las células en una placa de 96 pocillos, donde se dejaron en
crecimiento durante 48 horas. A continuacion, se incubaron los compuestos en estudio
durante un periodo de 1y 3 h a 37 °C. Se retird el medio por aspiracion y se lavo con PBS
con el fin de eliminar cualquier resto que pudiera interferir en las medidas de
fluorescencia. Las células se incubaron en oscuridad con la sonda fluorescente
diclorofluoresceina (DCFH-DA) durante 35 min, para permitir su paso a través de la
membrana celular. En el interior celular dicha sonda es degradada por la enzima esterasa,
uniéndose posteriormente al H>O>. Se retir6 el contenido de los pocillos por aspiracion y
se lavo 2 veces con PBS para eliminar los restos de sonda que no hayan penetrado en las
celulas. Por ultimo, se determinaron los niveles de fluorescencia en unidades arbitrarias
en un espectrofotometro (FLUOstar Omega, BMG Labtech) con filtros de 485 nm
(excitacion) y 520 (emision). Tomando como referencia los datos de fluorescencia de un
control no tratado con los complejos, se determina el tanto por ciento de ROS generado
por los complejos de estudio.

3.10. Medida de la actividad tiorredoxina reductasa en lisado celular

Con el fin de estudiar la inhibicion de dicha enzima se sembraron las células en botellas
de 75 cm? y se trataron durante 24 horas con los compuestos de interés a la concentracion
deseada. Las botellas se tripsinizaron y se centrifug6 su contenido con el fin de obtener
un pellet celular. A continuacion, se afiadio a cada pellet 450 pL de buffer de lisis que
consta de tampon Tris-EDTA-NaCl (pH 7,6, H.0, NaCl 0,15 M), y que contiene un
inhibidor de proteasas. Posteriormente, con el fin de proceder a su lisis, las células se
sometieron a sonicacion durante 5 ciclos de 10 segundos, dejando 30 segundos de
descanso entre cada ciclo para evitar sobrecalentamiento. Ello tiene la finalidad de romper
las membranas y liberar el interior del contenido celular. Después, se centrifugdé 1 minuto
a 13000 rpm. En el sobrenadante quedan los componentes celulares menos pesados, como
las proteinas. Este se transfirié a otro eppendorf y se llevo a cabo la determinacion de la
cantidad de proteinas presentes en dicho lisado mediante el método de Bradford.
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Una vez obtenidas las muestras, se utilizo un kit para la determinacién de actividad de la
enzima tiorredoxina reductasa (Sigma® CS0170).

En una placa de 96 pocillos, se utilizo como control positivo enzima tiorredoxina
reductasa diluida en un tampdén de ensayo. Se afiadid, por un lado, las muestras
procedentes del lisado por si solas y junto con un inhibidor especifico de dicha enzima.
A todos los pocillos se afiadio buffer de trabajo que contiene el NADPH que seré reducido
por la actividad enzimética de la tiorredoxina. Por ultimo, se afiadié6 como sustrato de la
enzima 6 nL. de DTNB 100mM (&cido 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzoico). Para determinar la
actividad, se mide la absorbancia a 412 nm cada 30 segundos, durante 22 minutos.

3.11. Interaccién in vitro con la enzima tiorredoxina reductasa

Con el fin de determinar como afectaba la interaccion de los complejos metélicos en
estudio a la actividad de la enzima tiorredoxina reductasa in vitro se utilizé un kit (Sigma®
CS0170). Se realizaron ligeras modificaciones en el protocolo para adaptarlo a la
interaccion con la enzima humana recombinante TrxR1 (Sigma® SRP6081), que se trata
de la isoforma citosolica.

La prueba se llevo a cabo en placas de 96 pocillos, que contenian un tampon de ensayo
(PBS 500 mM pH 7.0, 50 mM EDTA) y un tampon de reaccion de la misma composicion
que el anterior, con el afiadido de NADPH. Los compuestos de estudio se incubaron a
concentracion de 1Cso con 2 pL de enzima (0,5 mg/mL) a 25°C. El contenido de cada
pocillo se completo con 180 puLL de tampon de reaccion. Por ultimo, para iniciar lareaccion
se afiadid como sustrato de la enzima 6 pL de DTNB 100 mM (en DMSO puro). Para
determinar la actividad, se midid la absorbancia a 412 nm en ciclos de 30 segundos
durante 22 minutos.

3.12. Interaccion in vitro con la enzima anhidrasa carboénica

El fundamente de este ensayo reside en la medida de la actividad esterasa de la enzima
anhidrasa carbonica, siguiendo la transformacion del sustrato 4-paranitrofenilacetato (4-
NPA) a nitrofenol. El producto de esta reaccion presenta absorbancia a 405 nm, por lo
que mediante un espectrofotometro se puede cuantificar el grado de inhibicién que los
compuestos de estudio ejercen sobre dicha enzima.

Con el fin de estudiar la posible interaccion in vitro de los compuestos en estudio con la
enzima anhidrasa carbdnica se utilizo la isoforma X recombinante (Sigma® SRP6483).
El ensayo se llevo a cabo en placas de 96 pocillos, a los que se afiadieron 4 pL de los
compuestos en estudio y 4 puL. de enzima (50 pg/mL). Se completo el volumen hasta 90
pL con tampén PBS pH 7,35 (Sigma® D1408). Los compuestos se mantuvieron en
incubacion junto con la enzima durante 5 minutos a 25 °C y se inicié la reaccion con la
adicion de 10 uL 4-NPA (0,5 mM en metanol). Se midio la absorbancia a una longitud
de onda de 405 nm en ciclos de 30 segundos durante 1h.

Ademas, se utilizé como el estandar de referencia un inhibidor denominado indisulam
(E7070) (N-(3-cloro-7-indolil)-1,4-bencenodisulfonamida) (Sigma® SML1225). Este

21



esta dirigido a las isoformas IX y XII, cuyo incremento de actividad esté relacionado con
los procesos tumorales.

3.13. Analisis estadistico

Todos los ensayos se llevaron a cabo un minimo de 3 veces y en las placas de 96 pocillos
se utilizaron como minimo 4 pocillos por condicién. Con los datos obtenidos se calcul6
la media y desviacion estandar, que aparece representada graficamente. Para determinar
la significancia estadistica se realizd la prueba t de Student de dos colas, donde se
consideraron significativos valores iguales o menores a 0,05.

4. Resultados

4.1. Estudios de las propiedades fisicoquimicas de los compuestos

4.1.1. Estabilidad en un medio fisiol6gico (PBS)

Como se ha comentado anteriormente en el apartado de materiales y métodos, este ensayo
es de gran utilidad en el descubrimiento de nuevos farmacos, ya que permitira comprobar
si los complejos en estudio se mantienen estables en disolucion a lo largo del tiempo. Para
ello se analizaron disoluciones de los complejos en una solucién acuosa con PBS
(Phosphate Buffered Saline) por espectroscopia UV-visible a lo largo del tiempo, tras su
incubacion a 37 °C. La medida de los correspondientes espectros de absorcion UV/visible
a diferentes tiempos nos podra determinar si el complejo sufre algun tipo de reaccion en
las condiciones de medida, por la aparicion o desaparicion de bandas de absorcion, asi
como la posibilidad de su degradacion en forma de nanoparticulas de oro. El hecho de
conservar su estructura le permitira actuar de forma eficaz tanto con las enzimas in vitro,
como en el ambiente celular®®.

La figura 9 recoge un ejemplo de espectro por cada familia de complejos estudiados,
mientras que el resto se incluyen en el anexo (Figuras Anly 2).

En dichos espectros no se aprecia ningan cambio significativo en las bandas de los
complejos, el perfil de las bandas de absorcion no se modifica y no aparecen bandas
nuevas. La descomposicidn de estos complejos haria que apareciese una banda en torno
a 500 nm correspondiente a la formacién de nanoparticulas de oro. La ausencia de esta
banda, incluso tras 24 horas de incubacion en medio pseudofisiologico, demuestra la
estabilidad de estos complejos en las condiciones experimentales del experimento. La
disminucion de la intensidad de la absorbancia a lo largo del tiempo puede indicar una
disminucion de la solubilidad del compuesto en estas condiciones.
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Figura 9. Graficas de UVlvisible obtenidas tras el estudio de estabilidad de los
complejos 2, 6 y 7 en PBS. Se recoge la evolucidn de la absorbancia con el tiempo en
un rango de longitud de onda entre 200 y 650 nm.

4.1.2. Coeficiente de reparto (logP74)

La determinacion del coeficiente de reparto es una forma sencilla de evaluar el caracter
hidrofilo o hidrofobo de un compuesto quimico. Esto es asi porque el valor de este
parametro puede ser de utilidad para seleccionar aquellos candidatos que mejor atraviesen
las membranas celulares para ejercer su accion.

Con el fin de lograr una adecuada absorcion gastrointestinal, los farmacos deberian
presentar un caracter moderadamente lip6filo, lo que se corresponde con un valor de
logP74 comprendido entre 0 y 3. Valores por debajo de este rango o por encima
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dificultarian su paso a través de las membranas celulares debido al excesivo caréacter
hidrofilo o hidréfobo®:.

Como se puede observar en la tabla 1, todos los miembros de la familia de compuestos
con ligando trifenilfosfina (complejos 1 al 3) tienen valores de logP74 positivos que se
encuentran dentro del rango ideal. Tanto el complejo 1 como el 2 presentan valores
similares de este pardmetro y en el complejo 3 es ligeramente mayor. Puede que el cloro
como sustituyente en la bencenosulfonamida incremente su lipofilicidad. Por tanto, los
miembros de esta familia de ligandos serian adecuados candidatos a futuros farmacos.

En cambio, todos los compuestos que portan la fosfina hidrosoluble trifenilfosfina-
trisulfonada (TPPTS) (complejos 4 al 6) presentan valores negativos de logP74, lo que
denota su hidrofilicidad. EI complejo 6 es el miembro que posee el mayor caracter
hidrofilo (logP74=-0,83), siendo ademas el que posee esta caracteristica mas marcada de
todos los compuestos ensayados.

Tabla 1. Valores del coeficiente de reparto agua-octanol (logP7 )
obtenidos para cada uno de los complejos en estudio.

Compuesto logP74

Complejo 1 0,75
Complejo 2 0,71
Complejo 3 0,91
Complejo 4 -0,40
Complejo 5 -0,78
Complejo 6 -0,83
Complejo 7 0,35
Complejo 8 -0,13
Complejo 9 0,42
Complejo 10 0,36

Respecto a la familia de compuestos con ligando carbeno, se obtienen valores similares
de logP7 4 para tres de ellos (Complejos 7, 9 y 10) que se corresponden con un caracter
moderadamente lipofilo y dentro del rango ideal para lograr una adecuada absorcion.
Destaca el caso del complejo 8 cuyo valor de logP74, ligeramente negativo (-0,13), indica
un cierto balance entre caracter lipofilo e hidroéfilo.

4.2. Estudio de viabilidad celular mediante ensayo MTT y calculo de ICso

Con el objetivo de determinar si los compuestos en estudio ejercian un efecto citotéxico,
se evalud la concentracién que era necesaria para disminuir la viabilidad celular al 50 %,
mediante el célculo del pardmetro denominado ICso. Para llevar a cabo dicho ensayo, se
trataron células Caco-2/TC7 indiferenciadas con cada uno de los complejos metalicos y
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se mantuvieron en incubacién con ellos durante 72 h. Los resultados obtenidos quedan
reflejados en las tablas 2, 3y 4 segun el ligando que porta cada uno de los compuestos.

s
o
R SO, —NH—C_
S—Au—PPh;

R =H (1) Me (2); CI (3)
Figura 10. Estructura principal de los complejos con PPhs como
ligando y sus distintos sustituyentes en la unidad bencenosulfonamida.

Tabla 2. Valores de 1Csp obtenidos tras el tratamiento durante 72 h para los complejos de
oro (I) que portan trifenilfosfina como ligando. Los complejos 1, 2 y 3 se ensayaron a
concentraciones de: 2,5-2-1,5-1-0,5 uM.

Complejo 1 Complejo 2 Complejo 3
I1Cs0 (uM) 1,14+0,25 1,25+0,35 1,7040,15
SO;Na
S
7
R—@—SO;-NH-C\ I
S—Au—PQ
S04 Na

R = H (4); Me (5); CI (6) NaO,S

Figura 11. Estructura principal de los complejos con TPPTS como
ligando y sus distintos sustituyentes en la unidad bencenosulfonamida.

Tabla 3. Valores de 1Cso obtenidos tras 72 h de tratamiento con los complejos de oro (1) que
portan TPPTS como ligando. EI complejo 4 se ensayd a concentraciones de 40-35-30-20-15
uM. El complejo 5 se ensayo en el rango de concentraciones 60-50-45-40-35 uM. El complejo
6 se probo a concentraciones 50-40-30-20-10 uM.

Complejo 4 Complejo 5 Complejo 6
1Cs0 (M) 46,7145,61 31,81+6,05 33,68+2,74
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Figura 12. Estructura principal de los complejos con NHC como ligando y
sus distintos sustituyentes en la unidad bencenosulfonamida y en el carbeno.

Tabla 4. Valores de 1Cso obtenidos tras 72 h de tratamiento con los complejos de oro (1)
que portan carbenos N-heterociclicos como ligando. El complejo 7 se ensay6 en el rango
40-35-30-25-20 uM. EI complejo 8 se probd a las concentraciones 7,5-5-3,75-2,5-1,25
uM. EI complejo 9 se trat6 en el rango de concentraciones 12,5-10-7,5-5-2,5 uM. Por
altimo, el complejo 10 se tratd con el rango 20-10-5-2,5-1,25 uM.

Complejo7  Complejo 8 Complejo9  Complejo 10
ICso (uM)  33,2715,01 7,22+0,38 8,56+1,68 13,15+3,34

De entre todos los complejos ensayados, la combinacion de la unidad
bencenosulfonamida los ligandos de trifenilfosfina (Tabla 2) parece ser la mas efectiva
desde el punto de vista de su citotoxicidad. Ello queda reflejado en que requieren la
adicion de menores concentraciones para reducir la viabilidad celular a la mitad. ElI mas
efectivo de todos es el complejo 1, seguido del resto de la familia que portan sustituyentes
cloro y metilo en la unidad bencenosulfonamida (complejos 2 y 3, respectivamente).
Precisamente estos complejos son los que presentan mayor caracter lipofilo con valores
de log P74 proximos a 1. Entre estos tres miembros de la familia no se observan
diferencias significativas en los valores de ICso, lo que podria sugerir que la presencia de
los sustituyentes metilo y cloro no incrementa su capacidad citotdxica.

Por otro lado, destaca el hecho de que la familia con la fosfina hidrosoluble trifenilfosfina-
trisulfonada (TPPTS) presentan valores de ICso mucho mayores, del rango 30 a 50 uM.
(Tabla 3). De todos ellos, es el complejo 4 el que posee un ICso significativamente mas
alto, y no existen diferencias significativas entre el resto de los miembros de la familia
(complejo 5y 6).

En el caso de los complejos carbeno bencenosulfonamida, se observa que la presencia del
sustituyente bencilo en anillo NHC (complejo 9) en lugar de metilo (complejo 7) mejora
su citotoxicidad, como se puede observar en la tabla 4. Sin embargo, la combinacién del
sustituyente metilo tanto en el ligando bencenosulfonamida como en el carbeno
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(complejo 8) es més efectiva que con la combinacion metilo en la molécula de
sulfonamida y bencilo en el carbeno (complejo 10). Ello se traduce en que se observen
diferencias significativas de toxicidad entre estos compuestos. Otro aspecto por destacar
es que el valor de ICso del complejo 7 (33,27 uM) es significativamente mayor al resto
de los miembros de la familia, a pesar de la similitud en su estructura.

Uno de los problemas que presentan los agentes quimioterapicos derivados de metales
(como el cisplatino) y también muchos sin metales, es la falta de selectividad sobre células
cancerosas respecto a las sanas, 1o que puede derivar en efectos secundarios. Por ello, una
vez determinados los valores de 1Csp en células Caco-2/TC7 indiferenciadas, se comprobd
también su toxicidad en dos modelos de células sanas: fibroblastos epiteliales humanos y
Caco-2/TC7 diferenciadas.

En primer lugar, se trataron fibroblastos humanos a la concentracion de 1Cso obtenida
anteriormente en Caco-2 indiferenciadas, incubandolas durante el mismo tiempo (72 h).

Fibroblastos tratados con ICs,

2

(=]

100
100
80 %

= 60
=

= 40
3

0

H Control ®m Complejo1 ®m Complejo3 ® Complejo 8 = Complejo 9

Figura 13. Porcentajes de viabilidad obtenidos tras el tratamiento de
fibroblastos epiteliales con los complejos 1 (1,14 uM),3 (1,7 uM),8 (7,22 uM)
y 9 (8,56 uM).

Como resultado se obtuvo que, de todos los compuestos ensayados, solamente el
complejo 9 era capaz de disminuir significativamente la viabilidad (aproximadamente un
23%). Ademas, los complejos 1 y 3 eran los que mantenian los niveles mas altos. En

cuanto a la familia con ligandos carbenos, el complejo 8 era el que mayor viabilidad
mantenia.

Para reafirmar la ausencia de toxicidad de los complejos sobre células sanas, se optd de
nuevo por el modelo de células Caco-2/TC7, pero en este caso aprovechando su capacidad
de diferenciarse una vez que ha llegado a la confluencia. Cuando llegan a estas
condiciones, adoptan la morfologia y caracteristicas propias de los enterocitos®-*°.

En este sentido, y con el fin de comprobar la toxicidad de los complejos en células sanas,
se trato las células Caco-2/TC7 diferenciadas con las concentraciones correspondientes
al 1Cso obtenidas en indiferenciadas. De esta forma, se pretendid comprobar que, la
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concentracion obtenida en células cancerosas no seria capaz de afectar a la viabilidad de
celulas sanas localizadas en tejidos circundantes al tumor.

Caco-2 diferenciadas tratadas con ICs,
120 * X%

* %

E Control m Complejo 1 m Complejo 3 m Complejo 8 m Complejo 9

100

80

60

% viabilidad

40

20
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Figura 14. Porcentajes de viabilidad obtenidos tras el tratamiento de células
Caco-2 diferenciadas con los complejos 1 (1,14 uM),3 (1,7 uM),8 (7,22 uM) y 9
(8,56 uM). Los asteriscos indican los p-valores obtenidos tras realizar la prueba t
de Student de dos colas a los datos obtenidos. (*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001).

No se observa disminucion significativa de la viabilidad para 3 de los compuestos
ensayados (complejo 1, 3 y 8), incluso esta se encuentra ligeramente incrementada
respecto al control. Por otro lado, en el caso del complejo 9 si se observa un significativo
descenso de aproximadamente un 18% de viabilidad. Esto corrobora los resultados
anteriores obtenidos con los fibroblastos (Figura 13), ya que tampoco disminuia en
exceso la viabilidad.

Los ensayos en células Caco-2 diferenciadas también permitieron el calculo del
parametro denominado indice de selectividad, como el cociente del ICso obtenido en
celulas sanas (diferenciadas) entre el 1Cso obtenido en células cancerosas (Tabla 5). Este
parametro sera de gran ayuda en la eleccion de los mejores candidatos como potenciales
agentes antitumorales, siendo estos los que presenten el valor mas alto de indice de
selectividad. Todo ello se traduce en que, ante un posible uso terapéutico provocaran la
muerte de las células cancerosas sin que esto afecte a las sanas, evitando posibles efectos
secundarios.

Tabla 5. Valores de ICso obtenidos en células Caco-2 diferenciadas junto con el
calculo de su indice de selectividad.

Compuesto  1Cso Caco-2 diferenciadas (uM)  indice de selectividad

Complejo 1 12,72 £ 0,47 11,2
Complejo 3 14,28+0,19 8,05
Complejo 8 46,62+3,26 6,46
Complejo 9 19,54+2,64 2,28
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Por ultimo, se quiso comprobar la toxicidad que presentaban dichos compuestos,
utilizando tiempos de incubacién menores (24 y 48 h). De esta forma, la tabla 6 recoge
los valores de 1Cso obtenidos a estos tiempos. Por otro lado, las curvas dosis-respuesta de
las figuras 15 y 16 recogen la evolucion de la viabilidad celular con respecto a la
concentracion y el tiempo.

Los resultados obtenidos indicaban que en el caso de los complejos 1 y 3 existen
diferencias significativas para los valores de 1Csg obtenidos a 24 h respecto a 48 'y 72 h.
En cambio, no se producen cambios significativos de viabilidad entre el tratamiento a 48
h y su prolongacion hasta 72 h. Por tanto, a las 48 h alcanzan su méxima efectividad y a
partir de ese momento esta deja de ser dependiente del tiempo que esté en contacto el
compuesto con las células.

Como aspecto notable, el complejo 8 es muy ineficaz a menores tiempos de incubacion
(48 h) donde sus valores son aproximadamente 5 veces mayores que para tratamientos de
72 h. Su ineficacia se hizo patente todavia mas al acortar el tiempo a 24 h, donde no fue
capaz de disminuir la proliferacion celular a pesar de las altas concentraciones utilizadas
(mayores de 50 uM).

El complejo 9 guarda similitud con los complejos 1y 3 en el incremento significativo de
24 a48 h'y 24 a 72 h de incubacion. Se diferencia de los anteriores en que la ampliacién
de dicho tiempo de 48 a 72 h si aumenta su toxicidad, lo que se traduce en un valor de
I1Cs0 un 55% menor.

Tabla 6. Valores de ICs obtenidos tras el tratamiento con los complejos 1, 3,8y 9
durante tiempos de incubacién de 24, 48 y 72 h.

Compuesto ICs024 h ICs048 h ICs0 72 h
tratamiento (nM) tratamiento (nM) tratamiento
(LM)
Complejo 1 1,92+0,13 1,38+0,21 1,14+0,25
Complejo 3 2,48+0,14 1,51+0,10 1,70+0,15
Complejo 8 >50 37,41+7,48 7,22+0,38
Complejo 9 31,25+6,85 15,48+1,89 8,56%1,68
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Figura 15. Curvas dosis-respuesta en las que se muestra la
evolucion de la toxicidad de los complejos 1y 3 a tres tiempos de
incubacién distintos (24, 48 y 72 h). La desviacion estandar de
cada dato esta representada con barras de error.

Por otro lado, las curvas dosis-respuesta de la figura 15 reflejan como en el caso del
complejo 1 la viabilidad va disminuyendo progresivamente conforme se van
incrementando los tiempos de incubacion. Ademas, para una misma concentracion se
confirman las ligeras diferencias de viabilidad que se obtienen con un tratamiento de 48
h respecto al de 72 h. Para el complejo 3 el incremento de incubacion hasta 48 h
disminuye notablemente la viabilidad. Es remarcable que, incluso para las mayores
concentraciones ensayadas, su toxicidad es mayor a 48 h que a 72 h de incubacion.
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Figura 16. Curvas dosis-respuesta que muestran la toxicidad de
los complejos 8 y 9 al tratar las células Caco-2/TC7 con tres
tiempos de incubacion (24, 48y 72 h). La desviacion estandar de
cada dato esté representada con barras de error.

La curva dosis-respuesta de la figura 16 para el complejo 8 refleja su ineficacia en el
tratamiento a 24 y 48 h, como ya se veia antes con los altos valores de 1Cso obtenidos en
la tabla 6. También se observa un marcado descenso de viabilidad al incrementar el
tiempo de incubacion hasta 72 h. Esto refleja que su actuacion es la mas lenta de todas, y
requiere un periodo de activacion y de un mayor tiempo en contacto con las células para
disminuir su crecimiento.

Por ultimo, la curva del complejo 9 muestra la progresiva disminucion de viabilidad
conforme aumenta el tiempo de incubacién. En su caso, su toxicidad incrementa de forma
gradual con el tiempo, alcanzando su maximo a las 72 h de incubacion.

Los resultados obtenidos tras todos los ensayos de toxicidad, determinaron que los
compuestos que presentaban mayor indice de selectividad y que mantenian mejor la
viabilidad al tratar con la concentracion de 1Cso en células sanas eran los complejos 1y
3. No obstante, se eligieron aquellos que poseian mayor selectividad de cada familia para
posteriores ensayos (Complejo 1 como fosfina ditiocarbamato y complejo 8 como
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carbeno ditiocarbamato), con el objetivo de comprobar posibles diferencias de efectividad
entre los dos tipos de ligandos trifenilfosfina y carbeno (Figura 17).
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Figura 17. Estructura de los complejos elegidos para profundizar en ellos con estudios
biol6gicos adicionales: complejo 1 (fosfina ditiocarbamato) y 2 (carbeno ditiocarbamato).

4.3. Estudio de apoptosis

Una vez que se ha comprobado la capacidad de los compuestos en estudio de disminuir
la poblacién celular se evaluara el tipo de muerte que estos son capaces de provocar.
Durante el proceso de apoptosis 0 muerte celular programada, las células experimentan
una serie de cambios morfologicos. Uno de ellos es la translocacion de la fosfatidilserina
desde la cara interna de la membrana plasmatica a la externa.

Gracias a la afinidad que presenta la proteina Anexina V hacia la fosfatidilserina, y su
conjugacion con el fluorocromo FITC, es posible determinar el porcentaje de células que
se mantienen viables y aquellas que han entrado en apoptosis. La adicién de yoduro de
propidio (PI) para conseguir un doble marcaje permitira distinguir una segunda sefial de
fluorescencia. Esta se corresponde con aquellas células cuya membrana plasmatica ha
perdido la integridad, por encontrarse en fases tardias de apoptosis 0 en necrosis.

Tipo de muerte celular (48h incubacion)
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Figura 18. Porcentaje de células que se encuentran en la etapa de apoptosis
temprana y tardia o en necrosis tras el tratamiento durante 48 h con el complejo 1
(1,14uM) y 8 (14,44 uM). Dicho porcentaje se compara con un control tratado
durante el mismo tiempo con DMSO. P-valores (*p<0,05 **p<0,01).
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Como se observa en la figura 18, para ambos compuestos existe un incremento
significativo del porcentaje de células en apoptosis temprana y tardia respecto al control
tratado con DMSO. A pesar de ello, mientras que para ello el complejo 1 requiere una
concentracion de 1Cso, el complejo 8 necesita un incremento hasta 21Cso. EI complejo 1
es capaz de mantener en apoptosis temprana aproximadamente 4 veces mas células que
el control y 2 veces mas células en apoptosis tardia. Para el complejo 8 el aumento es de
casi 5 veces mas en temprana y casi 2 veces mas en tardia.

Cabe recalcar que en los dos casos se mantienen unos bajos porcentajes de células en
necrosis, sin observarse diferencias significativas respecto al control tratado con DMSO
(Figura 16). Por tanto, estos resultados son los deseables con el fin de evitar un proceso
inflamatorio, ante una posible aplicacion terapéutica.

Ante estos resultados, se puede deducir que ambos compuestos en estudio (complejo 1y
8) son capaces de provocar la muerte por apoptosis en las células Caco-2/TC7. Para
confirmar este hecho se analizara la activacion de la proteina caspasa 3, que se encuentra
implicada en dicho proceso.

4.4. Activacion de caspasa 3

La enzima cistein-proteasa caspasa 3 ejerce un papel clave en el proceso apoptotico. Ello
se debe a que se encuentra entre las proteinas ejecutoras que, finalmente desencadenaran
todos los cambios morfologicos y estructurales que acabaran con la muerte celular.

Se puede observar en la figura 19 que, tras 48 horas de tratamiento, tanto el complejo 1
como el 8 provocan un incremento significativo de caspasa 3 activada respecto al control.
Dicho aumento se refleja en aproximadamente el triple porcentaje de células con dicha
cistein-proteasa activada en ambos casos.
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Figura 19. Porcentaje de células que poseen caspasa 3 activada tras el
tratamiento durante 48 h con el complejo 1 (/,14uM) y 8 (14,44 uM). Los
valores estadisticamente significativos (p<0,05) obtenidos en la prueba t
de Student se indican con un asterisco.
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4.5. Determinacién del potencial mitocondrial ({m)

En este ensayo se utiliza la sonda fluorescente catiénica DilCl, que es capaz de
acumularse en el interior de las mitocondrias cuyo potencial (ym) Se encuentra inalterado.
En el caso de que se produzca un estrés o dafio celular, como el provocado por los
compuestos en estudio, se desencadena la via intrinseca de la apoptosis. En ella, se activan
proteinas como Bax y Bak que generan poros en la membrana mitocondrial, liberando la
sonda DilC1. Por tanto, la intensidad de fluorescencia determinada por citometria de flujo
sera proporcional a nivel de potencial mitocondrial que se encuentra intacto.
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Figura 20. Porcentaje de células que poseen el potencial mitocondrial
(wm) alterado tras 48h de tratamiento con el complejo 1 (1,14 uM) y el
complejo 8 (14,44 uM). Los valores estadisticamente significativos
(p<0,05) obtenidos en la prueba t de Student se indican con un
asterisco.

Los resultados obtenidos indican que el complejo 1 es capaz de alterar significativamente
el potencial mitocondrial (ym) de las células como una de las vias para provocar su
muerte. Por otro lado, el complejo 8 no solo es incapaz de ello, sino que la tendencia
observada correspondia a niveles menos alterados que los del control. Esta ausencia de
modificaciones en la mitocondria podria indicar que este compuesto sigue una via distinta
a la intrinseca para provocar la muerte celular.

4.6. Activacion de p53

La activacion de la proteina supresora de tumores p53 ocurre ante un dafio externo en el
material genético de la célula (como el que podria provocar un farmaco), con el fin de
detener la progresion del ciclo celular. Por ello, al conseguir su activacién se podria
retener las células cancerosas en alguna fase del ciclo celular, evitando su proliferacion
incontrolada.

En la figura 21 aparecen los resultados que confirman un aumento significativo de la
proteina p53 activada respecto al control, para ambos compuestos. Este es ligeramente
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més notable en el caso del complejo 8 (6 veces mayor que el control) que para el
complejo 1 (aproximadamente 3,5 veces mayor que el control).

Los posteriores ensayos de citometria permitiran dilucidar si en efecto se produce una
detencidn del ciclo celular, asi como el porcentaje de células que queda retenida en cada
fase.
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Figura 21. Porcentaje de celulas que poseen p53 activado tras el
tratamiento durante 48 h con el complejo 1 (1,14 uM) y 8 (14,44 uM). Los
valores estadisticamente significativos (p<0,05) obtenidos en la pruebat de
Student se indican con un asterisco.

4.7. Estudio de ciclo celular

Anteriormente se ha visto como otros compuestos que portan unidades de
bencenosulfonamida son capaces de afectar al ciclo en lineas celulares cancerosas?*. Por
ello, se pretende comprobar si los compuestos en estudio que combinan las sulfonamidas
con oro(l) y distintos ligandos, acttan de la misma forma.

Dado que tanto el complejo 1 como el 8 eran los mas eficaces de cada familia en
disminuir la poblacién de celulas Caco-2/TC7, se estudié su capacidad de detener el ciclo
celular. Para ello, se realizé la tincidn con la sonda fluorescente PI que tiene afinidad por
el ADN celular y se llevaron a cabo técnicas de citometria de flujo. EI hecho de que en la
fase S se duplique el material genético permitira distinguir las células que se encuentran
en fase G2/M, ya que presentaran la mitad de fluorescencia que las que se encuentran en
fase Go/G1.
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Figura 22. Grafica de citometria obtenida tras la determinacién del ciclo para el complejo 1.
En ella se indica el porcentaje de células que se encuentran en cada fase del ciclo: G, Sy G..
Las células se mantuvieron en tratamiento con el complejo 1 (1, 14 uM) durante 48 h y se utilizo
como control negativo células tratadas durante el mismo tiempo con DMSO.

Como muestra la figura 22, el complejo 1 fue capaz de detener el ciclo en fase G,
manteniendo aproximadamente el doble de células en esta fase respecto al control, tras
48 h de incubacion. Por otro lado, el complejo 8 parecia que actuaba de forma mas lenta
y a las 48 h de tratamiento no era capaz de detener el ciclo. El incremento de los tiempos
de incubacidn hasta 72 h, reduciendo su concentracion a ICso respecto a los otros ensayos
de citometria, fue suficiente para provocar una detencién de aproximadamente el doble
de células en la fase G2 (Figura 23). De esta forma, no impidio la duplicacion de su
material genético, aunque si evito que se produjera la division por mitosis.
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Figura 23. Grafica de citometria obtenida tras la determinacidon del ciclo para el complejo 8.
En ella se indica el porcentaje de células que se encuentran en cada fase del ciclo: Gi, Sy G..
Las células se mantuvieron en tratamiento con el complejo 8 (7,22 uM) durante 72 hy se utilizo
como control negativo células tratadas durante el mismo tiempo con DMSO.
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4.8. Determinacion de niveles intracelulares de ROS
Una vez evaluados los efectos de los compuestos sobre la muerte celular, se quiso
comprobar si este hecho se encontraba relacionado con un incremento de los niveles de

ROS intracelulares. Para ello, se utiliz6 la sonda fluorescente DCFH-DA, que es capaz
de unirse al perdxido de hidrégeno.

A) Niveles de ROS (1h) 0,5ICs, D) Niveles de ROS (3h) 0,5IC5,
140 140
N
g 120 8 120
< 100 % 100
= 100 < 100
£ o
g 60 S 60
£ E
2 Y
2 20 X 20
0 0
2 Control = Complejo1 =Complejo 8 mControl = Complejol = Complejo8
B) Niveles de ROS (1h) IC;, E) Niveles de ROS (3h) ICy,
*
140 140
*
8 120 8 120
® il % % 100
2 100 =, 100
= 80 £ 80
2 k)
2 60 g 60
3 =
< 2 40
= 40 2
= '
) ¥R
0 0
mControl = Complejo1 = Complejo 8 mControl = Complejol mComplejo 8
C) Niveles de ROS (1h) 2ICy, F) Niveles de ROS (3h) 2ICy, "
140 * 140
é 120 é’ 120
o 100 * < 100
= 100 =
‘5 80 :g 80
E 60 :g: 60
2 40 2 40
& 2
X 20 X 20
0 0
mControl = Complejo1l = Complejo8 u Control u Complejo 1 u Complejo 8

Figura 24. Determinacion de los niveles de ROS intracelulares tras el tratamiento de las células
Caco-2/TC7 con: A) Complejo 1 (0,57 uM) y complejo 8 (3,61 uM) durante 1 hora; B) Complejo 1
(1,14 uM) y complejo 8 (7,22 uM) durante 1 hora; C) Complejo 1 (2,28 uM) y complejo 8 (14,44
uM) durante 1 hora; D), E) y F) Se corresponden con las mismas concentraciones aplicadas en A),
B) y C) respectivamente, pero con su tratamiento durante 3 horas.

En la figura 24 se observa que, para tiempos de incubacion de 1 hora, el complejo 1 no
es capaz de producir un efecto prooxidante en todas las concentraciones ensayadas, ni
siquiera con la concentracion més elevada equivalente a 21Cso (2,28 uM). Incluso al
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incrementar las concentraciones se da el efecto contrario, antioxidante. Por otro lado, en
el caso del complejo 8 si se observa un aumento estadisticamente significativo de ROS
al tratar a una concentracion correspondiente a su ICso (7,22 uM), ocurriendo lo mismo
al incrementarla hasta el equivalente a 21Csp (14,44 uM).

El incremento de los tiempos de incubacion a 3 horas provoca un ligero aumento de la
cantidad de ROS generada por el complejo 1, aunque este nunca llega ser
estadisticamente significativo respecto al control. Esto podria indicar que la generacion
de ROS no se encuentra dentro del mecanismo de accion de dicho complejo de oro(l).

Respecto al complejo 8 se observa una elevacion estadisticamente significativa de ROS
respecto a los tiempos de incubacion de 1 h para las mismas concentraciones, salvo en la
mas baja correspondiente a 0,51Cso (3,61uM). En el caso de las concentraciones de 1Csp
(7,22 uM) y 2ICsp (14,44 uM), se produce un incremento de los niveles significativo
respecto al control. Esto sugiere la posibilidad de que este complejo actle a través del
mecanismo que implica un incremento de ROS, para provocar un desequilibrio redox.
Destaca que para ambos tiempos de incubacion ensayados (1 y 3 h) no hay cambios
significativos entre las concentraciones de I1Cso y 2ICso, por lo que se deduce que su
mecanismo de accidn por esta via no es dependiente de la concentracion.

4.9. Interaccion in vitro con la enzima tiorredoxina reductasa

La enzima tiorredoxina reductasa (TrxR) es una de las enzimas implicadas en el
metabolismo redox. Por ello, su inhibicidn es interesante ya que podria provocar una
elevacion de ROS, y provocar la muerte de las células cancerosas. Ademas, el hecho de
que sea una de las dianas de complejos de oro, suscitd el estudio de su actividad en un
lisado celular. Sin embargo, no se pudieron obtener resultados significativos y por ello se
optd por determinar la interaccion unicamente entre enzima y compuesto in vitro. Ello
permitiria evaluar si los complejos 1 y 8 que se habian seleccionado eran capaces de
inhibir dicha enzima y reducir sus niveles de actividad.
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Figura 25. Determinacion de la actividad reductasa de la TrxR1
recombinante tras la incubacion in vitro con el complejo 1
(1,14uM) y el complejo 8 (7,22 uM) durante 5 minutos.
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Los resultados recogidos en la figura 25, muestran que ambos compuestos son capaces
de interaccionar in vitro con la enzima tiorredoxina reductasa a las concentraciones
correspondientes a su ICso. Ello se traduce en descensos significativos de su actividad:
82,49% para el complejo 1y un 85,86% de disminucién para el complejo 8. Esto era de
esperar debido a la afinidad intrinseca de algunos metales (entre ellos el oro), por la unién
a los residuos de selenocisteina de esta enzima.

4.10. Interaccion in vitro con enzima anhidrasa carbénica IX

El hecho de los complejos de oro(l) en estudio porten unidades de bencenosulfonamida,
sugiere que la enzima anhidrasa carbénica podria ser una diana adicional a la que podran
dirigirse. Concretamente, la isoforma AC 1X es aquella cuya expresion es mas especifica
en tejido tumoral, en comparacién con el tejido normal. Por ello, se quiso comprobar si
los complejos 1y 8 eran capaces de interaccionar in vitro con esta enzima, disminuyendo
su actividad. Ademas, se utilizd como referencia indisulam, que es un inhibidor conocido
de dicha isoforma.
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Figura 26. Determinacion de la actividad esterasa de la enzima anhidrasa
carbonica IX tras 5 minutos de incubacion con el complejo 1y 8 (30uM) e
indisulam (60uM).

Los resultados de la figura 26 indican una reduccion significativa de la actividad esterasa
de la anhidrasa carbdnica para ambos compuestos. EI complejo 1 fue capaz de
disminuirla aproximadamente un 48% a una concentracion de 30 pM, convirtiéndolo en
un mejor inhibidor que el complejo 8, ya que a la misma concentracion este complejo
solo la reducia en un 31%. Destaca que el inhibidor indisulam requirié el doble de
concentracion (60 uM) para lograr una inhibicion similar a la del complejo 8. Por tanto,
ambos compuestos son capaces de inhibir la isoforma AC IX, ademas de conseguirlo a
menores concentraciones que el inhibidor de referencia indisulam.
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5. Discusion

En este trabajo se han testado 10 complejos de oro(l) con dos ligandos diferentes: un
ditiocarbamato derivado de la unidad bencenosulfonamida con una molécula de fosfina
(liposoluble PPhs o hidrosoluble TPPTS) (complejos 1-6) y un ligando del tipo carbeno
N-heterociclico con diferentes sustituyentes (complejos 7-10) frente a células cancerosas
Caco-2/TC7. Ademas, se han estudiado los posibles mecanismos a través de los cuales
son capaces de provocar la muerte de las células cancerosas.

Inicialmente, se llevo a cabo una evaluacién de sus propiedades fisicoquimicas. Estas son
fundamentales en el disefio de futuros farmacos ya que caracteristicas como la
lipofilicidad influirdn en su correcta absorcidn, distribucion y metabolizacion en el
organismo. Para ello, se calculd el coeficiente de reparto LogP-4, basandose en la
diferente afinidad de cada complejo por una bifase constituida por agua y n-octanol. Este
altimo simula la bicapa lipidica de la membrana debido a la analogia de su estructura con
los fosfolipidos. Ademas, el agua y el octanol tienen grupos hidroxilo que permiten
interacciones polares con los compuestos®?.

Los valores de LogP74 obtenidos para los complejos 1-3 y 7-10 indicaban un caracter
ligeramente lipofilo (Tabla 1), siendo los complejos 1-3 los que presentaban los valores
mas altos de este parametro. Destaca que dicho parametro en los complejos 4-6 denotaba
su naturaleza hidrdéfila, impidiendo su correcto paso a travées de la membrana plasmatica.
Una hipdtesis que podria explicar dicho caracter hidréfilo es la presencia del ligando
TPPTS, que se afiade en el proceso de sintesis para favorecer la recuperacion del producto
en fase acuosa.

Adicionalmente, se estudio si los complejos eran capaces de mantener su estabilidad en
un medio fisiolégico sin degradarse. En ninguno de ellos se apreciaba una alteracion de
su espectro UV/visible (Figura 9 y Anly 2), por lo que se podia esperar que en las
disoluciones realizadas para los ensayos no se produjera ni la aparicion de nuevas especies
en disolucion, ni una descomposicion generando nanoparticulas de oro que pudieran
alterar los resultados.

Una vez verificadas las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos, se evalud su
capacidad de inhibir el crecimiento de células cancerosas. Todos los compuestos tenian
valores de ICso del orden de micromolar (Tablas 2-4), siendo los més efectivos la familia
con la fosfina PPhz como ligando (complejos 1 al 3), seguidos de los complejos 8 al 10,
con carbenos N-heterociclicos. Estos ultimos presentan unos valores de 1Csg dentro del
rango micromolar, similares a complejos carbeno NHC de oro (1) previamente publicados
frente a otra linea celular (HT-29) de cancer de colon®. Ademas, la citotoxicidad de estos
compuestos se correlacionaba con que eran los que presentaban los valores de logP74 mas
elevados (Tabla 1), ya que su lipofilicidad les facilitaba la entrada a través de la
membrana celular.

En la bibliografia cientifica se recogen ejemplos de moléculas con la unidad
bencenosulfonamida (sin coordinar a un centro metalico). Algunos de ellos han sido
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ensayados frente a la linea celular de cancer de colon Caco-2, pero es de destacar que los
valores de ICso observados®, son mayores que los obtenidos en los complejos de oro (1)
de este estudio. Esto puede indicar que la combinacion de un grupo sulfonamida junto
con el centro metélico ayuda a incrementar sus propiedades citotdxicas.

Destacan los elevados valores de ICso de los complejos 4-6, lo que podria deberse a su
caracter hidrofilo, reflejado en los valores negativos de logP-4 (Tabla 1). El hecho de que
esta familia posea el ligando TPPTS con este comportamiento hidréfilo podria impedir
su paso a través la membrana celular, evitando la actuacion como agentes
anticancerigenos del oro y el grupo sulfonamida. Otra posible hipétesis en base a
anteriores estudios realizados con complejos de oro (I) que portaban este ligando®,
sugiere que su presencia aumentaba la densidad electronica del enlace Au-P. Esto
dificultaria su rotura, lo cual obstaculizaria la accion del oro para ejercer su actividad
bioldgica.

Los complejos 1y 8 se seleccionaron para los siguientes estudios debido a que se trataban
de los miembros de cada familia que presentaban mayor citotoxicidad sobre células
cancerosas, sin afectar en gran medida a células sanas. Esto se traducia en mayores
valores del parametro indice de selectividad (Tabla 5), Gtil a la hora de seleccionar entre
candidatos a futuros farmacos.

Una vez determinado que estos complejos eran capaces de detener la proliferacion celular,
se quiso comprobar si ello se debia a la induccion de la muerte celular programada o
apoptosis. Se obtuvo un resultado positivo, con la mayoria de las células muertas en
apoptosis temprana (Figura 18), lo que se correlaciona con anteriores estudios en los que
se empleaban derivados de sulfonamidas®®®’. Destaca que para el mismo tiempo de
incubacion (48h) el complejo 1 requeria una concentracion equivalente a su ICso,
mientras que el complejo 8 requeria mayores concentraciones (21Cso). Esto se debe
quizas a que la actuacion de este compuesto era mas lenta, como se vio en las curvas
dosis-respuesta (Figura 16) y su ICso a 48h (Tabla 6). Por tanto, requeria de mayores
tiempos de incubacién o incrementar su dosis para provocar el mismo efecto que el otro
complejo seleccionado.

Para corroborar la induccién de apoptosis se estudié si los complejos eran capaces de
activar la caspasa 3, que desencadena este proceso. Los resultados indicaban un resultado
positivo, con un incremento significativo y similar para ambos complejos (Figura 19).
Este hecho confirmaba la capacidad de los complejos en estudio para inducir la muerte
de las células cancerosas.

El proceso de apoptosis provoca la activacion de proteinas que forman poros en la
membrana mitocondrial, afectando esto a su potencial (ym). Por ello, se determind si los
complejos eran capaces de provocar una despolarizacion en la membrana y alterar los
niveles de potencial. Los resultados de la figura 20 indicaban que el complejo 1 era capaz
de incrementar significativamente el porcentaje de células en las que se encontraba
alterado (39,6%), lo que sugiere que esta provocando apoptosis por via intrinseca. El
tratamiento con el complejo 8 causaba el efecto contrario: un porcentaje de 14,37 % de
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celulas con el potencial alterado respecto al 24,02 % del control. Esto se podria deber a
que estd provocando la apoptosis por una via diferente, como la extrinseca. Para
confirmarlo, seria necesario determinar la activacion de proteinas que inician este
proceso, como la caspasa 8.

Otro aspecto para tener en cuenta es que el tratamiento de células cancerosas con
farmacos puede inducir un estrés en ellas, lo que provoca la activacién de la proteina p53,
que es uno de los supresores de tumores mas importantes. Normalmente se encuentra
mutado en el 50% de los canceres, mientras que para el resto en la mayoria de los casos
esta inactivado por distintos mecanismos®. La activacion de p53 tiene varios efectos: por
un lado, induce la expresion de genes que codifican para proteinas implicadas en distintas
etapas del proceso apoptdtico, como Bax y Bak, receptores de muerte y proteinas
ejecutoras (Apaf-1y caspasa 6)°°. Por otra parte, también provoca una detencion del ciclo
celular para reparar el dafio ocasionado antes de que se produzca la mitosis.
Concretamente p53 se encontraba activado tanto para el complejo 1 como para el 8,
siendo mayor en este ultimo caso (Figura 21).

Los efectos de la activacion de p53 sobre el ciclo celular pueden seguir distintas vias: si
se produce la activacion transcripcional de p21, este se une a Cdk2 y Cdk4 y provoca la
detencion del ciclo en fase Gi. Por otro lado, si p53 actua sobre la proteina 14-3-3c
implicada en regulacion, se induce la detencion del ciclo en fase G2/M®. El complejo 1
es capaz de retener las células en fase G tras un tratamiento durante 48 h (Figura 22) y
el complejo 8 requiere de tiempos mas largos de incubacion (72h) para detenerlo, pero a
diferencia del anterior lo hace en fase G, (Figura 23). Estos contrastes se podrian deber
a que cada compuesto active una via distinta de p53 para detener el ciclo en cada fase.

Otro aspecto que hay que tener en cuenta cuando se buscan nuevos agentes para el
tratamiento del cancer es la alteracion de los niveles de ROS en células tumorales con
respecto a las normales. Por tanto, el uso de farmacos que induzcan la generacion de estas
especies es Util debido a la mayor susceptibilidad de las células cancerosas a ellas,
pudiendo provocar su muerte’ L. Como refleja la figura 24, el complejo 1 no es capaz
de provocar un efecto prooxidante, con las concentraciones y los tiempos de incubacién
ensayados. Sin embargo, no debemos descartar un incremento en la actividad de otras
enzimas redox (como glutation reductasa) en las células cancerosas, para contrarrestar los
altos niveles de ROS y asi permitir su supervivencia. Otra hipotesis plausible podria
basarse en el hecho de que la proteina p53 también puede influir en la respuesta redox,
siendo esta antioxidante o prooxidante segun la persistencia del estrés al que esté
sometido la célula. Si los niveles de estrés son bajos, actla promoviendo una respuesta
antioxidante y deteniendo el ciclo para reparar los dafios causados por el agente en
cuestion. Sin embargo, si un estrés de mayor intensidad es mantenido en el tiempo, p53
desencadena una respuesta prooxidante promoviendo la activacion de proteinas
proapoptoticas como Bax y Bak con el fin de eliminar las células afectadas’® 2.

Por otro lado, el compuesto 8 presenta un efecto prooxidante y este es dependiente tanto
del tiempo como de la concentracion (Figura 24B, C, E y F). Esto se traduce en que,

42



cuando las concentraciones son 1Csp (7,22 uM) y 2ICso (14,44 uM), hay un incremento
significativo de los niveles de ROS entre los tiempos de incubacién de 1y 3 h.

Una vez que se habia comprobado la capacidad que presentaba el complejo 8 para elevar
los niveles de ROS, se determind si esto se podia deber a la inhibicion de la enzima redox
tiorredoxina reductasa en lisado celular. Sin embargo, al llevar a cabo el ensayo no se
observaban diferencias significativas entre el control y el tratamiento con los compuestos.
Esto llevo a estudiar alternativamente la interaccion in vitro con la isoforma citosolica
TrxR1 recombinante. Los resultados recopilados en la figura 25 indican que el complejo
1 tiene la capacidad de reducir un 82,5% la actividad enzimética. Por otro lado, el
complejo 8 es capaz de provocar una inhibicion de actividad reductasa ligeramente
mayor, un 86% aproximadamente. Es sorprendente el hecho de que el complejo 1 sea
capaz de inhibir esta enzima redox, ya que en los ensayos con células no conseguia
incrementar los niveles de ROS. Sin embargo, esta se trata de una interaccién Gnica entre
enzimay complejo metélico en ausencia de cualquier otra interferencia propia del medio
intracelular. Debido a ello, la union in vitro se producird en mayor o menor medida,
debido a la afinidad intrinseca que existe entre los metales nobles como es el oro y los
residuos de selenocisteina de dicha enzima**#®. Por tanto, los bajos niveles de ROS en el
ambiente celular puede que estuviesen asociados a un incremento de actividad de otras
enzimas redox, como glutation reductasa’®. Estos resultados nos llevaron a plantearnos
las hipotesis citadas anteriormente. Futuros estudios en esta linea seran necesarios para
dilucidar este mecanismo.

Finalmente, se evalud la capacidad de inhibir la actividad de la enzima anhidrasa
carbdnica AC IX para confirmar si los potenciales farmacos en estudio tenian un efecto
multidiana. Para llevar a cabo el ensayo, se eligié la isoforma I1X debido a su expresion
especifica en tumores. Los requerimientos de hipoxia para la expresion de esta isoforma
imposibilitaron el analisis de su inhibicion en las condiciones de cultivo en que se
encontraban las células Caco-2. Por lo tanto, se opt6 por estudiar la interaccion in vitro
de los complejos con la enzima humana recombinante.

Como resultado se obtuvo que, el complejo 1 era capaz de reducir significativamente la
actividad esterasa de la anhidrasa carbdnica un 47,93%, mientras que el complejo 8 era
capaz de disminuirla significativamente un 30,87% (Figura 26). La mayor capacidad de
inhibicion del complejo 1 se relaciona con el hecho de que es un complejo este que
presenta mayor citotoxicidad y selectividad sobre las células cancerosas. Ademas, el
inhibidor de referencia indisulam requeria el doble de concentracién para reducir la
actividad hasta un porcentaje similar al complejo 8 (71,14%). De estos datos se puede
deducir que ambos complejos serian capaces de inhibir la anhidrasa carbonica, como ya
se ha confirmado anteriormente para otros compuestos con unidades de
bencenosufonamida’’®. La inhibicion de esta enzima impediria la regulacion del pH,
provocando su muerte debido a la acidez del ambiente en el que se encontrarian. La
ausencia de estas condiciones pudo propiciar que se requirieran mayores concentraciones
de cada compuesto para lograr una correcta inhibicion. Esto se debe a que los inhibidores
solo se pueden unir al sitio activo de la anhidrasa IX en condiciones de hipoxia®’. Por
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tanto, seria interesante comprobar su efecto en las condiciones lo més cercanas posibles
a la realidad, como en lineas celulares que expresaran dicha enzima en hipoxia.

6. Conclusiones

1. Los diez complejos de oro (I) ejercen un efecto citotoxico sobre la linea Caco-2/TC7,
siendo los ditiocarbamato derivados con PPhs (complejos 1-3) los mas efectivos. Destaca
la baja toxicidad de los complejos con la fosfina hidrosoluble TPPTS (complejos 4-6),
debido a que su caracter hidréfilo podria dificultar su paso a través de la membrana.

2. Los complejos 1 ([Au(S2CNHSO.CeHs)(PPhs3)] v 8 ([Au(S2CNHSO:-p-Me-
CsHa4)(NHC)]; NHC = 1-metil-3-(2-propin-1-il)-imidazol), son capaces de desencadenar
el proceso apoptético en células cancerosas, lo que provoca la activacién de la caspasa 3.
El complejo 1 tiene la capacidad de afectar al potencial mitocondrial, lo que sugiere una
muerte celular por apoptosis mediante la via intrinseca. Por otro lado, el complejo 8 al
no ser capaz de alterarlo, es muy probable que actle a traves de la via extrinseca.

3. Ambos complejos seleccionados (1 y 8), generan un estres celular que provoca la
activacion de la proteina p53. Esto desencadena una detencion del ciclo en fase G: para
el complejo 1y G para el complejo 8.

4. El complejo 1 no es capaz de incrementar los niveles de ROS intracelulares,
probablemente debido al incremento de actividad de otras enzimas redox como glutatién
reductasa, de forma compensatoria. Sin embargo, el complejo 8 actua de forma
prooxidante, lo que se relacionaria con la capacidad de inhibir la enzima tiorredoxina
reductasa citosolica (TrxR1).

5. Los complejos 1 y 8 son capaces de interaccionar con la anhidrasa carbonica IX,
inhibiendo su actividad esterasa.

6. Conclusions

1. The ten gold (I) complexes exert a cytotoxic effect on colon cancer cells Caco-2/TC7,
being dithiocarbamates with PPhs (complexes 1-3) the most effective. It is remarkable
the low toxicity of the complexes with TPPTS ligand (complexes 4-6), because their
hydrophilic nature could difficult its crossing through cellular membrane.

2. Complexes 1 ([Au(S2CNHSO2C¢Hs)(PPh3)]  and 8 ([Au(S2CNHSO2-p-Me-
CeH4)(NHC)]; NHC = 1-methyl-3-(2-propyn-1-yl)-imidazole) are capable of exert
apoptotic process, which activates caspase 3. Complex 1 can disrupt mitochondrial
potential due to the triggering of intrinsic apoptosis. On the other hand, complex 8 is not
able to disrupt mitochondrial potential, probably because it activates extrinsic apoptosis.

3. Both selected complexes (1 and 8), provoke a cellular stress that activates p53 protein.
That trigger a cell cycle arrest in G1 phase (complex 1) and G2 phase (complex 8).

4. Complex 1 does not elevate intracellular ROS levels, probably due to an increasing
activity of others redox enzymes like glutathione reductase as a compensatory
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mechanism. However, complex 8 acts in a prooxidant way, which would be related to the
inhibition of cytosolic thioredoxin reductase (TrxR1).

5. Complexes 1 and 8 can interact with carbonic anhydrase IX, inhibiting its esterase
activity.
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