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RESUMEN

Dado el constante crecimiento del nimero de casos de cancer de colon a nivel
mundial, es necesario el desarrollo de nuevas terapias mds seguras y eficaces para
mejorar la calidad y la esperanza de vida de los pacientes de este trastorno. Los
derivados de oro(l) se han postulado como una interesante alternativa a los actuales
farmacos de platino, puesto que sus dianas terapéuticas son, en su mayoria, proteinas
sobreexpresadas en las células tumorales. Esto los convierte en farmacos
presumiblemente mas seguros, al tiempo que mantienen la eficacia terapéutica de sus
predecesores de platino.

La presente Tesis Doctoral se ha centrado en el estudio de nuevos complejos de oro(l)
frente a un modelo celular de cancer de colon, la linea Caco-2. Se ha profundizado en la
influencia de los ligandos de coordinacion en el efecto biolégico de la molécula
resultante, llevando a cabo para ello diversos ensayos entre los que se encuentran el
estudio de las poblaciones apoptdticas, la medida de los niveles de especies reactivas
de oxigeno y el analisis de la actividad de diversas enzimas y proteinas, entre otros.
Asimismo, se ha desarrollado una nueva formulacién compuesta por un alquino
derivado de oro(l) y un extracto vegetal, se ha evaluado la capacidad antibacteriana de
una serie de derivados de oro(l) siguiendo la filosofia del drug repurposing y se ha
estudiado la influencia del centro metdlico en cuanto a la accién biolégica del complejo
frente al cancer de colon mediante la sustitucion del oro(l) por plata(l). La memoria se
ha estructurado en cuatro capitulos que se detallan a continuacién.

En el primer capitulo, se ha comparado el efecto antitumoral frente a la linea Caco-2
de tres alquino derivados de oro(l) coordinados con fosfinas solubles en agua:
[Au(C=CPh)(PTA)], [Au(C=CPh)(DAPTA)] y [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)]. Se observé que
cambios aparentemente minimos en el disefio de la molécula pueden dar lugar a
grandes diferencias en cuanto al mecanismo de accidn causado por un farmaco
antitumoral. Asi, el complejo [Au(C=CPh)(PTA)] inhibe a la enzima redox tiorredoxina
reductasa y causa un incremento en los niveles de especies reactivas de oxigeno,
produciendo la muerte de las células tumorales por apoptosis intrinseca. Por su parte,
el complejo [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] no muestra afinidad por la tiorredoxina reductasa
e induce necroptosis en lugar de apoptosis. Se cree que este cambio en el mecanismo
de accidn podria estar motivado por la formacién de agregados de varios complejos en
la mitocondria, lo que provocaria un gran aumento en los niveles de especies reactivas
de oxigeno, causando como consecuencia la activacion de la proteina RIP-1, responsable
de la necroptosis.

En el segundo capitulo, se estudié el efecto combinado del complejo [Au(C=C-2-
NCsH4)(PTA)] y un extracto de polifenoles acidos del fruto de la Rosa canina sobre la
linea Caco-2. La interaccion entre ambos farmacos resultod ser de tipo aditivo, de modo
que suponia un incremento de la actividad antitumoral respecto al efecto de cada
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componente por separado. Dicha combinacién produce un bloqueo de la necroptosis
causada por el complejo metdlico; en su lugar, desencadena la muerte por apoptosis,
presumiblemente debido a un bloqueo del flujo autofdgico provocado por la
alcalinizacidén de los lisosomas, que parece estar causado a su vez por una disrupcion de
la funcion normal mitocondrial. Dado que estos efectos no se han descrito al tratar el
cultivo con los componentes aislados de este nuevo cdctel, se puede concluir que los
resultados observados parecen ser debidos al efecto conjunto de ambos.

En el tercer capitulo, se estudié el efecto de la unidad 3-hidroxiflavona como ligando
de coordinacion en cuatro series de alquino derivados de oro(l): [Au(L2a-d)PPhs],
[Au(L2a-d)PTA], [Au(L2a-d)(IMe)] y [Au(L2a-d)(IPr)]. Mientras que los fosfino complejos
mostraron un interesante efecto antitumoral, asi como una buena selectividad, los
carbeno complejos fueron descartados como potenciales agentes quimioterapéuticos
por su escaso potencial antitumoral en comparacidén con otros complejos de oro(l). No
obstante, se observd que algunos de ellos poseian un considerable efecto
antibacteriano, al mostrar una capacidad antibacteriana moderada frente a especies
Gram negativas y Gram positivas.

Por su parte, los fosfino complejos fueron ensayados no solo frente a la linea Caco-2,
sino que se incluyeron dos modelos tumorales adicionales (lineas MCF-7 y HepG2,
adenocarcinoma de mama y hepatocarcinoma respectivamente) para determinar una
posible selectividad frente a cancer colorrectal, observandose una mejor respuesta
frente al modelo de cancer colorrectal. Un estudio en profundidad del mecanismo de
accion de los complejos mas activos [Au(L2b)PPhs] y [Au(L2c)PTA], revelé que el
complejo [Au(L2b)PPhs] es capaz de inhibir a las enzimas tiorredoxina reductasa y
ciclooxigenasa 2, causando una ruptura del equilibrio redox y la muerte por apoptosis,
mientras que el complejo [Au(L2c)PTA] bloquea la accidn de las enzima redox glutation
reductasa y tiorredoxina reductasa, asi como la enzima ciclooxigenasa 1, siendo también
capaz de inducir la muerte por apoptosis; no obstante, su efecto pro-apoptotico es mas
reducido que el del complejo [Au(L2b)PPhs] durante las primeras 24h de incubacidn, lo
que podria estar mediado por un aumento de la autofagia citoprotectora en respuesta
al tratamiento. En cualquier caso, ambos derivados se han revelado como complejos
multidiana y aparentemente selectivos frente al cancer colorrectal, lo que seria de gran
interés de cara a sustituir al oxaliplatino.

En el cuarto capitulo, se han ensayado una serie de derivados de oro(l) y plata(l)
coordinados con ligandos derivados de la 2-anilinopiridina. Al estudiar en profundidad
el efecto terapéutico de los complejos [Au(L1)(PPh3)](TfO) y [Ag(TfO)(L1)(PPhs)], se
observd que no compartian dianas moleculares, al menos al ser ensayados en una
concentracion equivalente a sus ICso. El derivado de oro [Au(L1)(PPh3)](TfO) resulté ser
capaz de inhibir a la enzima redox tiorredoxina reductasa y a la subunidad 20S del
proteasoma, de modo que se trata de un complejo multidiana, mientras que el
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mecanismo de accién del complejo de plata [Ag(TfO)(L1)(PPh3)] no pudo ser
identificado, si bien los datos obtenidos sugieren que podria causar un fallo mitocondrial
que daria lugar a una activacién de la apoptosis, siendo este proceso independiente del
nivel de especies reactivas de oxigeno. Por su parte, el tratamiento de las células Caco-
2 con el complejo [Au(L1)(PPh3)](TfO) tuvo como consecuencia un aumento en la
activacion de la caspasa 8, lo que sugiere que los derivados de oro(l) podrian activar no
solo la via intrinseca de la apoptosis, sino también la extrinseca. La ausencia de un
mecanismo de accién compartido entre los derivados de oro(l) y plata(l) podria indicar
gue no existirian resistencias cruzadas entre ambos. Por ultimo, en este caso concreto
se concluye que el complejo de oro [Au(L1)(PPh3)](TfO) podria ser de mayor interés que
el andlogo de plata [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] frente al tratamiento del cancer colorrectal, dado
que, aunque muestran valores comparables en cuanto a su eficacia, el derivado de oro(l)
parece mostrar una mayor selectividad que su andlogo de plata(l).

En definitiva, los datos obtenidos sugieren que los derivados de oro(l) ensayados
podrian tener un interesante futuro como agentes quimioterapéuticos frente al cancer
de colon, ya que se trata de complejos mds selectivos que los fdrmacos de referencia
utilizados, siendo también su efectividad mayor que la de estos en algunos casos.
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ABSTRACT

Given the incessant growth in colorectal cancer cases worldwide, the development
of novel, safer and more effective therapeutic strategies is needed to improve both
quality-of-life and life expectancy of patients. Gold(l) derivatives have arisen as a
promising alternative to current platinum-containing drugs due to their affinity for
proteins that are overexpressed on tumor cells. Therefore, this kind of drugs are
supposed to be safer but to maintain the therapeutic efficacy of platinum-based
metallodrugs.

This Thesis has been focused on the evaluation of novel gold(l) complexes towards a
model of colorectal cancer, Caco-2 cell line. The influence of coordination ligands on the
biological effect of the resultant molecule has been in depth studied with a variety of
assays that includes analysis of apoptotic populations, measurement of reactive oxygen
species levels and analysis of certain enzymatic and proteic activities among others.
Moreover, a novel drug combination containing an alkynyl gold(l) derivative and plant
extracts has been developed, the antibacterial activity of a series of gold(l) derivatives
has been evaluated according to drug repurposing philosofy and the replacement of
gold(l) by silver(l) in regards to anti-colorectal cancer activity has been studied. Text has
been structured on four chapters detailed below.

On the first chapter, the antitumor effect of three alkynyl gold(l) derivatives
coordinated with water soluble phosphines has been evaluated on Caco-2 cell line:
[Au(C=CPh)(PTA)] (1a), [Au(C=CPh)(DAPTA)] (1b)y [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a). It was
observed that apparently minimal changes on molecule design might lead to great
differences regarding to the mechanism of action of an antitumor drug. Complex
[Au(C=CPh)(PTA)] inhibited redox enzyme thioredoxin reductase and induced an
increase in reactive oxygen species levels, thus leading to intrinsic apoptotic cancer cells
death. On the other hand, complex [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] did not show any affinity for
this enzyme and triggered necroptosis instead of apoptosis. This swicht on the
mechanism of action might be explained by complex aggregation on mitochondria,
which would lead to a high increase in reactive oxygen species levels that triggered
protein RIP-1 activation, one of the main responsibles of necroptosis.

On the second chapter, the combined effect of complex [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a)
and acidic polyphenols extract from the rosehip of Rosa canina on Caco-2 cell line was
studied. The additive pharmacological interaction was responsible of an increase in
antitumor activity in comparison to the effect of each agent individually. Drug
combination induced a blockage of necroptosis triggered by the metallodrug; instead,
drug combination lead to apoptotic cell death, probably due to an impairment of the
autophagic flux triggered by lysosomes alkalization, which was caused by mitochondrial
normal function disruption, was observed. Since the observed effects were not noticed
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upon cell culture treatment with the single agents, the obtained results might be a direct
consequence of the concomitant addition of both of them.

On the third chapter, the influence of the molecule derived from 3-hydroxyflavone
unit as ligand in four series of alkynyl gold(l) derivatives, namely [Au(L2a-d)PPhs],
[Au(L2a-d)PTA], [Au(L2a-d)(IMe)] and [Au(L2a-d)(IPr)], was evaluated. Whereas the
phosphine derivatives showed a promising antitumor effect as well as adequate
selectivity as will be detailed below, carbene derivatives were discarded as potential
chemotherapeutic agents due to their low antitumor potential compared with the
phosphine analogues. However, some of them showed certain antibacterial effect
towards both Gram positive and Gram negative strains.

The antitumor potential of the phosphine derivatives was evaluated on Caco-2 cell
line and on two additional tumor models (MCF-7 and HepG2 cell lines, breast
adenocarcinoma and hepatocarcinoma respectively) to analyze a likely selectivity
toward colorectal cancer, and the colorectal cancer model showed the best response to
treatment. An in-deep study of the mechanism of action of the most active complexes,
[Au(L2b)PPhs] and [Au(L2c)PTA], revealed that complex [Au(L2b)PPhs] inhibits both
thioredoxin reductasa and cyclooxygenase-2 enzymes, leading to a redox balance
disruption and apoptosis, whereas complex [Au(L2c)PTA] was able to block redox
enzymes glutathione reductase and thioredoxin reductase activities as well as
cyclooxygenase-1, triggering apoptotic cell death; however, its pro-apoptotic effect
seems to be lower than the observed for [Au(L2b)PPhs] on the first 24h of incubation,
which might be a consequence of an increase in cytoprotective autophagy as a response
to treatment. Nevertheless, both derivatives are considered as multitarget complexes
and apparently selective toward colorectal cancer, which might be of great interest in
order to replace oxaliplatin.

On the fourth chapter, a series of gold(l) and silver(l) derivatives with ligands derived
from 2-anilino-pyridine were analyzed. After in-deep analyzing the biological action of
complexes [Au(L1)(PPh3)](TfO) and [Ag(TfO)(L1)(PPhs)], where L1 consists of an
adittional pyridine moitie, it was observed that they did not share molecular targets, at
least when incubated at their ICso values. Gold derivative [Au(L1)(PPhs)](TfO) was found
to be able of inhibiting redox enzyme thioredoxin reductase and 20S proteasome, thus
being a multitarget complex, whereas the mechanism of action of silver complex
[Ag(TfO)(L1)(PPh3)] remains unclear, although the obtained data suggest that
mitochondrial disruption might lead to ROS-independent apoptosis. On the other hand
treatment of Caco-2 cells with complex [Au(L1)(PPh3)](TfO) resulted in an increase of
caspase 8 activation, which suggests that gold(l) derivatives might be able to trigger
extrinsic apoptosis as well as the intrinsic pathway as has been widely reported
previously. The lack of a shared mechanism of action between gold(l) and silver(l)
derivatives might be indicative of an absence of cross-resistance among them. Lastly, in
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this specific case, the gold complex [Au(L1)(PPhs3)](TfO) might be of greater interest than
its silver analogue [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] for colorectal cancer treatment, since the gold(l)
derivative shows higher selectivity than its silver(l) analogue despite of displaying
comparable efficacy.

In summary, collected data suggets that the tested gold(l) derivatives might display a
promising future as chemotherapeutic agents for colorectal cancer therapy, given their
higher selectivity in comparison to reference drugs and even their greater efficacy in
some cases.

18

~
| S—



ABREVIACIONES

AY: potencial de membrana mitocondrial

AECC: Asociacion Espafiola Contra el Cancer

AP: Acidic Polyphenol; polifenoles acidos

Apaf-1: Apoptosis Protease-Activating Factor 1; factor inductor de apoptosis 1
Auranofin: 2,3,4,6-tetra-6-acetil-1-tio-B-D-glucopiranosato-S-trifenilfosfina oro(l)
BSA: Bovin Serum Albumin; albumina sérica bovina

CIMP: CpG Island Methylator Phenotype; fenotipo metilador de las islas CpG
CIN: Chromosomal instability; inestabilidad cromosdémica

Cisplatino: cis-diaminodicloroplatino(ll)

COX: ciclooxigenasa 2

CQ: cloroquina

CRC: Colorectal Cancer; cancer colorrectal

DAPTA: 3,7-diacetil-1,3,7-triaza-5-fosfabiciclo[3.3.1]nonano

DC: Drug Combination; coctel farmacolégico

DHFR: dihidrofolato reductasa

DMARDs: Disease-Modifying Antirheumatic Drugs

DMSO: dimetilsulféxido

DTNB: 5,5-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid)

FBS: Fetal Bovine Serum

FDA: Food and Drug Administration

FITC: Fluorescein isotiocyanate

GC: Gold Complex; complejo de oro

GR: glutatidn reductasa

H2DCF-DA: 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate

HSA: Human Serum Albumin; albimina sérica
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IAPs: Inhibitory Apoptosis Proteins; proteinas inhibitorias de la apoptosis
IMe: 1,3-dimetilimidazol-2-ilideno

IPr: 1,3-bis(2,6-di-i-propilfenil)imidazol-2-ilideno

LADME: Liberacidn, Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecidon
MLKL: Mixed Lineage Kinase Domain-Like

MOMP: Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization; permeabilizacién de la
membrana externa mitocondrial

MSI: Microsatellite instability; inestabilidad de los microsatélites
MTT: 3-(4,5-dimethyl-2-thiazoyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
NAC: N-acetil-cisteina

Nec-1: necrostatina-1

NF-kB: Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells
NP: Neutral Polyphenols; polifenoles neutros

PARP-1: poli ADP ribosa polimerasa 1

PBS: Phosphate Buffered Saline

PTA: 1,3,5-triaza-7-fosfaadamantano

RIP-1: Receptor Interacting Protein 1

ROS: Reactive Oxygen Species; especies reactivas de oxigeno
SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia Médica

Sl: Selectivity Index; indice de selectividad

SRB: Sulforhodamine B

TE: Total Extract; extracto total

TNF: Tumor Necrosis Factor; factor de necrosis tumoral

TNFR1: TNF Receptor 1

TrxR: tiorredoxina reductasa

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor; factor de crecimiento del endotelio vascular
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INTRODUCCION: Transformacién tumoral. Aparicion y desarrollo del cdncer colorrectal

1. TRANSFORMACION TUMORAL. APARICION Y DESAROLLO DEL
CANCER COLORRECTAL

El cancer es uno de los mayores retos de la medicina actual. Esta seria amenaza a la
salud publica no solo posee una alta tasa de muerte asociada, sino que, en muchos
casos, los supervivientes sufren una considerable merma de su calidad y esperanza de
vida. Es tal su gravedad que la palabra cdncer se utiliza en el lenguaje popular como
sinénimo de cualquier evento o suceso pernicioso, de acuerdo con la definicién de la
Real Academia de la Lengua Espafiola:

“Cdncer. Nombre masculino. Definicion 4: Proliferacion en el seno de un grupo social de
situaciones o hechos destructivos. Ejemplo: La droga es el cdncer de nuestra sociedad *”.

La Organizaciéon Mundial de la Salud proporciona una definicion de caracter mas
clinico, de acuerdo con la cual el cancer es “un proceso de crecimiento y diseminacion
incontrolados de células?”. Asi pues, un tumor se origina cuando un grupo de células
pierde su fenotipo diferenciado y especializado, retornando a un estadio casi
embrionario en el que poseen la capacidad de proliferar con mucha rapidez. Cuando un
tumor se encuentra localizado en una zona concreta a la que no causa dafios, se
denomina benigno. No obstante, si invade el tejido circundante y altera su
funcionamiento normal, pasa a considerarse maligno. Si, ademas, las células tumorales
son capaces de migrar a zonas alejadas de aquella en la que se generaron y colonizar
otros tejidos, se habla de metastasis?.

El proceso segun el cual una célula sana pasa a ser una célula cancerigena se define
como transformacion. La transformacion esta causada por alteraciones genéticas, bien
hereditarias bien adquiridas, que afectan a dos clases de genes presentes en el ADN
nuclear: los genes supresores de tumores y los proto-oncogenes. Las mutaciones que
alteran los genes supresores de tumores haran que pierdan su funcién natural, mientras
que los proto-oncogenes pasaran a un estado activado. En cuanto a los tipos de
alteraciones genéticas que pueden causar estos efectos, las mas frecuentes son
amplificaciones, translocaciones y mutaciones puntuales. En cualquier caso, el resultado
sera siempre el mismo: la célula va a perder su sensibilidad a la muerte celular, de la que
se hablard en detalle en el apartado 1.2, y aumentara su capacidad proliferativa. Esto es
debido a que las proteinas que codifican tanto genes supresores de tumores como
oncogenes suelen tener funciones relacionadas con la regulacion del crecimiento*>. La
transformacion celular implica toda una serie de alteraciones para adaptar a las células
a sus nuevas necesidades®®8, segln se recoge en la Figura 1. Conocer en detalle estas
diferencias entre células sanas y tumorales es una de las claves del diseifo de fdrmacos
antitumorales, lo que se discutird en profundidad mas adelante.
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INTRODUCCION: Transformacién tumoral. Aparicion y desarrollo del cdncer colorrectal
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Figura 1. Esquematizacion de los principales cambios que se producen durante la
transformacion tumoral. 1) Cambios morfoldgicos: la deformabilidad de la membrana
plasmatica aumenta a raiz de alteraciones en su composicién lipidica, asi como de la
organizacién de las proteinas que conforman el citoesqueleto, aumentando la capacidad
invasiva de la célula. 2) Cambios metabdlicos: se estimula la captacion de nutrientes para
solventar las necesidades energéticas. Ademas, se induce la formacidn de nuevas mitocondrias.
3) Cambios extracelulares: el microambiente tumoral aparece por la interaccion de la célula
cancerosa con las células sanas adyacentes, asi como por la modificacién de la composicién de
la matriz extracelular; tiene como misiéon favorecer el crecimiento de la masa tumoral.

De acuerdo con los datos recogidos por la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica
(SEOM) y GLOBOCAN, en el aifio 2018 se diagnosticaron en torno a 18,1 millones de
canceres en todo el mundo, siendo los mas frecuentes los de pulmén, mama y
colorrectal en ese orden. Se estima que en nuestro pais se diagnosticaron durante 2019
alrededor de 280.000 casos, estando el cancer de colon en primer lugar, seguido por
prdstata y mama. Existen diferencias entre sexos, ya que los varones sufren con mayor
frecuencia cancer de pulmén, colorrectal y de vejiga, mientras que las mujeres se ven
mas afectadas principalmente por el cdncer de mama y el colorrectal. También la edad
se considera un factor de riesgo, puesto que los mayores de 65 afios se ven por lo
general mas afectados por este trastorno que la poblacion mas joven. Tanto en Espafia
como en el resto del mundo, el nimero de casos diagnosticados cada afio va en
aumento, y se espera que esta alarmante tendencia continte durante los préximos
afios>1%, Segun datos de la Asociacion Espafiola Contra el Cancer (AECC), en la
Comunidad de Aragdn se detectaron un total de 8346 nuevos casos de cancer en 2018,
estando concentrado el mayor nimero de sucesos en la provincia de Zaragoza (5.929
casos), y siendo el principal tipo de tumor diagnosticado el colorrectal (1.166 casos). El
grupo poblacional que registré un mayor nimero de incidencias se correspondié con los
mayores de 75 afios. En cuanto a la tasa de mortalidad, en la comunidad se registraron
2738 muertes debidas al cancer. En este caso, el cancer de pulmdn fue responsable de
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la mayor parte de las mismas (783 casos), seguido por el cancer colorrectal (521 casos)!?.
Los datos aqui expuestos se muestran esquematizados en la Figura 2.

Incidencia mundial 2018 Indicencia Espana 2019 Incidencia Aragon 2018

Pulmén ;
2093876

Prostata; 34394

Prostata; 959

Figura 2. Representacién esquematica de los tres principales tipos de tumor diagnosticados a
nivel mundial, nacional o regional en 2018 6 2019 (se han escogido los datos mas actualizados
disponibles) de acuerdo con informes de la SEOM y la AECC. Se indica en cada caso el nimero
total estimado de incidencias.

De acuerdo con las gréficas de la Figura 2, el cancer colorrectal (Colorectal Cancer;
CRC) es uno de los tipos de tumor mas frecuentes y de los que poseen una mayor tasa
de mortalidad asociada. Ademas, se trata de una de las clases de cancer cuyo numero
de casos ha ido en aumento durante los Ultimos afios, y se espera que esta tendencia
continte durante la proxima década'?>4. Se cree que las principales razones tras este
incremento son el envejecimiento de la poblacidon mundial, ya que segin se mencionaba
anteriormente la edad avanzada es un factor de riesgo, junto con la adquisicion de una
serie de comportamientos inadecuados que conforman el estilo de vida inadecuado que
se ha implantado poco a poco en la sociedad actual. No obstante, los programas de
deteccion temprana y los nuevos métodos de diagndstico han supuesto un gran avance
en la lucha frente a esta enfermedad. En el caso concreto de la Comunidad de Aragon,
el programa de detecciéon temprana de CRC esta orientado a la “poblacion de riesgo
medio”. Este grupo engloba a aquellas personas que, independientemente de su sexo,
tienen mds de 50 afos y carecen de antecedentes familiares, ya que estos ultimos
poseen un plan de seguimiento diferente por ser considerados de alto riesgo. La prueba,
que se realiza cada dos afios en caso de obtenerse resultados negativos, consiste en
detectar sangre oculta en las heces. Si una prueba resultase positiva, la siguiente fase
del diagndstico consistiria en una colonoscopia®®.

Este tipo de tumor se beneficia especialmente de los programas de deteccién
temprana porque su desarrollo es un proceso lento y generalmente asintomatico. En la
mayor parte de los casos, el CRC tiene su inicio en una lesidén precancerosa en forma de
pdlipos intestinales. Los pdlipos no cancerosos son agrupaciones de células del epitelio
intestinal que forman protuberancias hacia la luz del intestino, constituyendo en
principio un tumor benigno. Aunque pueden surgir como consecuencia de procesos
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inflamatorios de la mucosa intestinal o por una maduracion anormal de la misma, en la
mayoria de los pacientes los pdélipos aparecen de manera espontdnea, y la frecuencia de
aparicién aumenta con la edad. Si no se eliminan a tiempo, los pdlipos pueden sufrir una
transformacion maligna'®'’. Al eliminar el pdlipo mediante cirugia, se reducen en gran
medida las posibilidades de desarrollar un tumor. Como esta etapa es asintomatica, sin
los programas de deteccidn precoz seria practicamente imposible encontrar y eliminar
esta amenaza a tiempo. Es por ello que estas estrategias salvan millones de vidas,
ademas de ahorrar grandes sumas de dinero.

Si no son extirpados, los podlipos no cancerosos pueden derivar en podlipos
adenomatosos o pélipos serrados, ambos con un alto riesgo de convertirse finalmente
en un tumor colorrectal. Esto es lo que cominmente se conoce como la secuencia
adenoma-carcinoma (Figura 3), que establece que la transformacion maligna del
adenoma estd mediada por la acumulacién de mutaciones en oncogenes y genes
supresores de tumores a lo largo del tiempo. De las muchas mutaciones que se han
descrito como posibles responsables de la secuencia adenoma-carcinoma, destacan las
que afectan a los genes APC, KRAS, BRAF y TP53, por encontrarse alteraciones en los
mismos en la gran mayoria de muestras analizadas. Existen tres vias principales por las
cuales se adquieren las mencionadas alteraciones genéticas, que son: la via supresora o
de la inestabilidad cromosémica (Chromosomal instability; CIN), la via mutadora o de la
inestabilidad de los microsatélites (Microsatellite instability; MSI) y la via metiladora o
del fenotipo metilador de las islas CpG (CpG Island Methylator Phenotype; CIMP), siendo
esta Ultima de tipo epigenético'?18-20,

La acumulacidon de mutaciones responsables de la secuencia adenoma-carcinoma
puede ser debida a diversos factores, entre los que destacan el estrés oxidativo, la
inflamacidn, la disbiosis (alteracién de la composicion normal de la flora intestinal) y la
exposicidn a compuestos pro-carcindgenos. Estos elementos pueden ser debidos a un
estilo de vida inadecuado, ya mencionado como una de las causas de la alarmante
progresion del CRC a nivel mundial, o bien estar causados por factores enddgenos.
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Figura 3. Representacidon esquematica de los pasos de la secuencia adenoma-carcinoma en la
mucosa intestinal a lo largo del tiempo.

Los factores de riesgo del CRC pueden clasificarse en dos grandes grupos:
modificables y no modificables (Figura 4). Los factores de riesgo no modificables pueden
dividirse, a su vez, en primarios y secundarios. Los primarios son debidos a trastornos
genéticos hereditarios, y son los responsables de solamente una proporcion muy baja
dentro del total de casos de cancer de colon?, mientras que los secundarios son
consecuencia de una enfermedad preexistente, principalmente los trastornos que se

IlI

engloban bajo el término “enfermedad inflamatoria intestinal”. A este respecto es
necesario matizar que, si bien el individuo no tiene control sobre la existencia previa de
estos factores, si puede, hasta cierto punto, retrasar la formaciéon de los tumores y
mejorar su prondstico en caso de que lleguen a aparecer, a través de los factores no
modificables?’. Se planteardn a continuacién dos ejemplos para ilustrar esta

interdependencia entre los factores de riesgo no modificables y los modificables:

- El sindrome de Lynch es un trastorno genético hereditario que se considera
factor de riesgo no modificable de tipo primario, y estd relacionado con la
predisposicion a sufrir diversos tipos de tumores, entre ellos el colorrectal. No
obstante, no todos los pacientes que sufren esta enfermedad acaban
desarrollando CRC, lo que sugiere que debe existir algin factor exégeno que
influencie la aparicion de este trastorno. Estudios epidemioldgicos han puesto el
foco sobre el tabaquismo y la obesidad como los principales factores de riesgo
de desarrollar un tumor colorrectal en personas con la enfermedad de Lynch?%23,

- Eltabaco puede agravar también las lesiones de los pacientes de enfermedades
inflamatorias intestinales y contribuir a la formacién de un adenoma, ya que
incrementa la inflamacién de la mucosa al mismo tiempo que induce disbiosis??
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Figura 4. Factores de riesgo que influyen sobre la apariciéon de un tumor colorrectal. Se clasifican
en no modificables y modificables, los cuales a su vez pueden influir sobre los primeros al
acelerar o frenar el desarrollo de la masa tumoral.

Como ya se habia adelantado, no cabe duda de que el estilo de vida tiene un gran
peso en la aparicién y el desarrollo de los tumores colorrectales. Esta influencia puede
estar mediada por dos vias. Por un lado, determinados factores exdgenos pueden
potenciar una acumulacidn de potenciales carcinégenos en el tracto gastrointestinal. El
tabaquismo es el mejor exponente de este supuesto, ya que entre sus componentes
aparecen diversas moléculas de probado efecto mutagénico, ademas de ser capaces de
inducir disbiosis como se ha mencionado anteriormente?!. Por otro lado, el estilo de vida
también puede alterar la homeostasis redox e inducir procesos inflamatorios en la
mucosa intestinal. Tanto el estrés oxidativo como la inflamacién crénicos pueden dar
lugar a las lesiones intestinales que podrian actuar como precursoras del CRC (Figura 3).

En lo relativo al papel de la dieta, es muy habitual caer en la falacia de suponer que
existen alimentos protectores y alimentos dafinos. Sin embargo, no es tan importante
la contribucién de un Unico alimento concreto sino el computo global de alimentos
consumidos por la persona a lo largo de su vida diaria lo que podria influir sobre la
aparicion de tumores colorrectales. En este aspecto, debe tenerse en cuenta ademas el
impacto de la globalizacion sobre la dieta. Tradicionalmente, los alimentos que se
consumian en una region eran los que se producian en esa zona concreta. Esto permitia
hablar de patrones dietéticos muy diferentes entre si, como la dieta mediterranea o la
dieta nordica. Ambos casos tenian en comun un alto consumo de frutas y verduras,
pescado azul y cereales, diferentes en cada caso dependiendo de las condiciones
climaticas de cada region, entre otros muchos factores. La globalizacion ha difuminado
las antes bien definidas fronteras entre los diferentes regimenes alimenticios a nivel
mundial, permitiendo que puedan consumirse de manera habitual productos que
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antiguamente resultaba imposible adquirir. El principal inconveniente de esta situaciéon
aparece cuando se importan comportamientos que pueden influir negativamente sobre
la salud del individuo. El mds claro exponente es la denominada dieta occidental
(Western Diet). La piedra angular de este patréon dietético son los alimentos
ultraprocesados, ricos en grasas animales, sal y azlicares, en detrimento de un consumo
regular de frutas y verduras frescas. Mientras que la adherencia a patrones dietéticos
tradicionales, como es la dieta mediterranea en nuestro pais, se asocia con una menor
incidencia de enfermedades degenerativas, entre ellas CRC, la dieta occidental induce
inflamacién y disbiosis, por lo que se la considera en parte responsable de la aparicién
de este trastorno?*~2° (Figura 5). Los paises en vias de desarrollo son un claro reflejo de
la relacion entre dieta occidental y cancer colorrectal, ya que la industrializacion ha ido
de la mano con la adopcién de esta dieta y un alarmante aumento de la incidencia de Ia
enfermedad. El incremento del nimero de casos unido a la ausencia de programas de
deteccidn precoz ha hecho que la tasa de muerte es mayor en estas zonas que en paises
con una economia mas consolidada®34,

Western diet ‘ Dieta mediterranea

Alimentos @ Frutas y verduras
ultraprocesados /

( POLFENOLES

Inflamacion intestinal

Disbiosis ,
Aumento transito

Antiinflamatorios Efecto prebidtico

RIESGO CRC BAJO RIESGO CRC

Figura 5. Representacién esquemadtica de las principales diferencias a nivel de contenido entre
la Western diet y la dieta mediterranea, asi como sus principales efectos en relacién al riesgo de
sufrir cdncer colorrectal.

De lo anterior se deduce que el consumo habitual de alimentos de origen vegetal
podria tener un efecto preventivo en la aparicion de los tumores colorrectales. Se cree
gue los responsables de ello son su contenido en fibra y polifenoles. Bajo el término
fibra se engloban todos aquellos polisacaridos que no son digeridos ni absorbidos por el
tracto intestinal. El destino de dichos polisacaridos es, o bien pasar a formar parte de las
heces, o bien ser aprovechados por algunas bacterias de la flora intestinal; a estos
ultimos se les denomina prebidticos, término que no debe ser confundido con
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probidtico (microorganismos vivos que son administrados para modificar la flora normal
del individuo, por ejemplo mediante alimentos funcionales)?’. El componente
mayoritario de la fibra es la celulosa, aunque también contiene almiddn resistente o
pectinas entre otros. El consumo de fibra se asocia, por un lado, a un aumento del
transito intestinal y a un incremento del volumen de las heces. En consecuencia, los
potenciales carcindégenos que se encuentren en el lumen van a estar mas diluidos y
permaneceran menos tiempo en contacto con el epitelio intestinal, reduciendo las
posibilidades de que causen alteraciones genéticas?>?8. Por otra parte, el potencial
prebidtico de algunos de estos polisacaridos favorece la proliferacion de bacterias
productoras de butirato. El butirato es un acido graso de cadena corta que promueve la
expresion de genes pro-apoptoticos en las células intestinales, por lo que posee
potencial antitumoral. Es un producto normal del metabolismo de las bacterias
butirogénicas tras la fermentacion de algunos polisacaridos. El consumo de prebidticos
tiene un beneficio secundario, ya que un aumento en la proporcion de bacterias
butirogénicas tiene como consecuencia una disminucion en el niumero de otras especies
gue pueden promover la formacion de tumores, entre las que destaca Fusobacterium
nucleatum?®??%2%, Este potencial de los prebidticos de corregir una potencial disbiosis y
reducir asi el riesgo de desarrollar un tumor colorrectal puede verse beneficiado por el
consumo concomitante de alimentos funcionales ricos en probidticos?, ya que
contribuiria a aumentar la poblacion de bacterias “protectoras” y disminuir a la de
bacterias potencialmente peligrosas.

Los polifenoles, por su parte, son un grupo de metabolitos secundarios de las plantas,
heterogéneo en cuanto a su estructura quimica y a las funciones que desempenan
dentro del vegetal. En situacidn basal, los polifenoles estan implicados en el desarrollo
de la planta, su pigmentacién o la defensa frente a patdgenos fungicos, por ejemplo,
aunque son de especial interés en la respuesta adaptativa frente a diferentes tipos de
estrés: sequia, suelos con alta salinidad o temperaturas extremas, por citar algunos. La
planta modifica su composicion fendlica, tanto en contenido como en cantidad, para
aumentar sus probabilidades de éxito frente a estos factores ambientales desfavorables.
También influyen factores enddgenos sobre la composicidon fendlica, siendo el mas
evidente la edad del vegetal. Es decir, la composicidn en polifenoles de una planta estara
determinada por las condiciones en las que se ha desarrollado y su edad,
principalmente. De ello se deduce que dos plantas de la misma especie que hayan
crecido en regiones diferentes no van a tener la misma composicion en polifenoles vy,
por supuesto, esta composicion variard incluso mas entre diferentes tipos de plantas3!-
34 Al margen de sus funciones en el vegetal en el que se originan, en el organismo
humano los polifenoles actian como antioxidantes y antiinflamatorios. De ahi su posible
efecto preventivo en la aparicion de tumores colorrectales, ya que se cree que pueden
reducir la inflamacion y el estrés oxidativo en la mucosa intestinal y disminuir asi la
posibilidad de adquirir mutaciones que conduzcan a la transformacién tumoral (Figura
3). En este sentido, un estudio realizado por investigadores de la Universidad Publica de
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Navarra y la Universidad de Zaragoza, en el que participo la autora de la presente tesis
doctoral, demostré el efecto protector de polifenoles extraidos de las partes no
comestibles de la alcachofa sobre un modelo de la mucosa intestinal sometida a estrés
oxidativo exdgeno. Los autores sugieren que los polifenoles podrian utilizarse como
ingredientes clave en nuevos alimentos funcionales que mejoren la homeostasis del
colon en personas con un riesgo medio de desarrollar esta enfermedad?>.

No obstante, ya que el CRC es una enfermedad multifactorial, llevar un estilo de vida
adecuado no es garantia de no llegar a desarrollar en algin momento un tumor
colorrectal. Ademas, debe tenerse en cuenta que los grupos de bajo riesgo no entran en
los programas de deteccidn precoz, y dado que las etapas iniciales de la enfermedad son
asintomaticas, la lesidon precancerosa puede no ser extirpada a tiempo en todos los
casos. Una vez que la secuencia adenoma-carcinoma se ha completado y se ha
establecido un carcinoma en la region colorrectal, se pueden distinguir varias etapas de
acuerdo con el grado de desarrollo e invasion del tumor. Estas etapas o estadios se
correlacionan con la prognosis y determinan el tipo de tratamiento a escoger. El sistema
de estadificacion TNM (Tamano-Nodo-Metdastasis) es uno de los mas utilizados para
determinar la etapa de desarrollo de un tumor. Se basa en el analisis de tres parametros,
y el estudio conjunto de los valores obtenidos para cada parametro determina el estadio
de la enfermedad3®3’. Dichos pardmetros son:

- Grado de invasion local (Local invasion depth; parametro T). Hace referencia, a
grandes rasgos, al tamafio del tumor y a cuantas de las capas de la pared
intestinal se han visto afectadas.

- Nivel de propagacion a los ganglios linfaticos adyacentes (Lymph node
involvement; pardmetro N). Dependiendo del grado de avance del tumor, este
puede afectar a los ganglios linfaticos mas cercanos a la zona en la que se origina.

- Presencia de metdstasis en regiones distantes al punto en el que se formé
inicialmente la masa tumoral (Presence of distant metastases; parametro M).

De acuerdo con estos parametros, se obtiene finalmente la estratificacion de los
grados de agresividad de un tumor que se muestra en la Figura 6.
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Estadio Il

Estadio IV

Carcinoma in Crecimiento en lla: Sus Aparece
. situ o las capas crgumlentﬂ subestadios a, metastasis en
intramucoso submucosa e hacia las capas bycse uno
= se localiza incluso externas. corresponden (subestadio a)
exclusivamente muscular. No IIb: atraviesa la con los 0 varios
en la mucosa afectacion a capa externa. supuestos (subestadios
ganglios ni llc: crecimiento anteriores (| organos
% A .y !
metastasis y/o union a llay lib) pero distantes. Si
tejidos con afectacién ademas de
adyacentes. a los ganglios. organos
No_hay No hay metastatiza en
afectaa.on a _|05 metastasis ganglios
ganglios ni distantes, se
metastasis trata del
subestadio c

Figura 6. Representacion esquematica de las diferentes etapas del desarrollo del CRC, siendo 0
la etapa menos avanzada y IV la mas agresiva.

Los tumores en los estadios del 0 al lll se eliminan mediante cirugia, aunque para los
tumores en estadio Ill, ademds de los casos mas graves en estadio Il, es necesario llevar
a cabo también un tratamiento de quimioterapia3®. El abordaje de un tumor en estadio
IV resulta bastante mas complicado, siendo algunos de ellos incluso incurables. En este
extremo se suele recurrir a la combinacion de varias estrategias terapéuticas,
incluyendo cirugia, quimioterapia y radioterapia3®. Dependiendo de si la quimioterapia
se administra antes o después de la cirugia, podemos hablar de quimioterapia
adyuvante o neoadyuvante. La primera busca eliminar toda célula tumoral que haya
podido permanecer en el organismo tras la cirugia, mientras que la segunda se
administra previamente a la reseccion para disminuir el tamafio de la masa tumoral y
facilitar el procedimiento. Por lo general, los tumores en estadios Il y Il reciben
guimioterapia adyuvante, mientras que la quimioterapia neoadyuvante es mds propia
del estadio IV o de casos muy avanzados en el estadio I11*°. En cualquier caso, ambas
tienen el mismo fin: causar la muerte de las células tumorales. Por consiguiente, en el
proximo apartado se va a discutir en profundidad el concepto de muerte celular, asi
como algunas de las principales vias a través de las cuales se induce este proceso.
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1.2. MUERTE CELULAR. APOPTOSIS, NECROPTOSIS Y AUTOFAGIA

A pesar de que en la actualidad se sabe que son varias las vias a través de las cuales
puede producirse la muerte de las células, que de acuerdo con lo desarrollado hasta el
momento es el objetivo Ultimo de la quimioterapia, las dos mas estudiadas y, por lo
tanto, mejor caracterizadas, son apoptosis y necrosis.

La apoptosis o0 muerte programada es un procedimiento habitual en el organismo
para mantener una cantidad constante de células, asi como para eliminar células que
hayan sufrido algun dafio y no puedan realizar su funcidn correctamente. Este proceso
esta altamente regulado y culmina con la activacién de unas proteasas denominadas
caspasas ejecutoras, las caspasas 3, 6 y 7. La funcidon de estas caspasas ejecutoras
consiste en destruir diversas estructuras del interior celular, entre las que se encuentran
los filamentos de actina del citoesqueleto, de modo que se produce un cambio en la
morfologia celular observable mediante microscopia dptica. El encogimiento celular va
acompafado de una pérdida de sus conexiones con las células adyacentes. Se produce,
ademas, una condensacion y posterior fragmentacién del ndcleo celular. Finalmente, la
célula apoptética deriva en una serie de pequeiias vesiculas denominadas cuerpos
apoptéticos. Los cuerpos apoptdticos se forman a partir de la membrana plasmatica,
gue forma vesiculas que contienen los distintos organulos y fragmentos del nucleo. Los
cuerpos apoptéticos serdn fagocitados por los macréfagos del sistema inmune,
finalizando asi la apoptosis*®*!. Otra de las dianas de las caspasas ejecutoras son las
DNAsas, que quedan activadas en consecuencia y degradan el ADN nuclear. La
fragmentacion del ADN se produce en un caracteristico patron en escalera, que
tradicionalmente ha sido uno de los marcadores moleculares del proceso apoptético al
analizarlo mediante electroforesis*'.

La activacidon de las caspasas ejecutoras puede darse a través de dos vias distintas,
que se diferencian en el estimulo que induce el inicio de la apoptosis (Figura 7). Por un
lado, la via extrinseca depende de la activacidon de los denominados receptores de
muerte. Dichos receptores pertenecen a la familia de los receptores del factor de
necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor, TNF) y se encuentran en la superficie exterior
de la célula, siendo algunos ejemplos Fas, TNFR1 o Trail*2. Los distintos ligandos de estos
receptores se encuentran expresados en la superficie de células del sistema inmune. La
unién entre ligando y receptor promueve la migracion de la pro-caspasa 8 a la
membrana plasmatica, lo cual resulta en su activacion. Una vez la caspasa 8 esta
activada, es responsable de la induccién de la apoptosis de manera directa o indirecta,
dependiendo del tipo de célula. De acuerdo a cdmo responden a la activacion de la
caspasa 8, se puede clasificar a las células en tipo | y tipo II. En las células tipo |, la caspasa
8 activa a las caspasas ejecutoras sin necesidad de intermediarios, mientras que en las
células tipo Il es necesaria la inhibicién de las proteinas inhibitorias de la apoptosis
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(Inhibitory Apoptosis Proteins; IAPs) mediante proteinas liberadas por la mitocondria,
entre las que destaca Smac*344,

La apoptosis intrinseca, por su parte, puede ser causada por una gran variedad de
estimulos. A grandes rasgos, estos estimulos se pueden dividir en positivos y negativos.
Los estimulos negativos son aquellas sustancias que promueven la supervivencia de la
célula en condiciones normales, como algunas hormonas, citoquinas o factores de
crecimiento, de modo que su ausencia en el medio extracelular supone la sefial de inicio
para la activacion de la maquinaria apoptética. Los factores positivos inducen dafios en
la célula que la hacen inadecuada para un correcto funcionamiento, por lo que debe ser
eliminada. Entre estos factores se cuentan los niveles altos de especies reactivas de
oxigeno (Reactive Oxygen Species; ROS), infecciones viricas o la entrada de toxinas en la
célula. Una gran cantidad de farmacos quimioterapéuticos, entre ellos el cisplatino®,
del que se hablard mas adelante, actian como iniciadores de la via intrinseca de la
apoptosis.

En respuesta a los dafios producidos por los estimulos mencionados, se rompe el
equilibrio entre las proteinas pro y anti-apoptoéticas de la familia Bcl-2. En situacion
basal, ambos tipos de proteinas se encuentran en la misma proporcién en el interior
celular, y las anti-apoptadticas inhiben a la accion de sus analogas mediante interacciones
proteina-proteina. Al romperse el equilibrio en favor de las pro-apoptodticas, entre las
gue destacan BAX y BAK, éstas podran llevar a cabo su funcidon normal, que no es otra
que generar poros en la membrana externa mitocondrial. Como consecuencia, se
induce un aumento de la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial
(Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization, MOMP), lo que se traduce en una
pérdida del potencial de membrana mitocondrial. Ademas, se produce la liberacion de
proteinas mitocondriales como la anteriormente mencionada Smac o el citocromo c.
Este ultimo resulta de especial interés por su relevancia a la hora de formar el complejo
proteico denominado apoptosoma junto con Apaf-1 (Apoptosis Protease-Activating
Factor 1). El apoptosoma induce la activacién de la caspasa 9, la cual a su vez activara a
las caspasas ejecutoras**4.

Aungue ambas vias convergen en la activacion de las caspasas ejecutoras, este no es
su Unico punto en comun, ya que la caspasa 8 también es capaz de inducir la MOMP.
Esto es a causa de su capacidad de activar a la proteina BID, la cual a su vez puede activar
a las proteinas pro-apoptdticas BAX y BAK para que induzcan la formacién de poros en
la mitocondria®*.
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Figura 7. Vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis.

Existe una estrecha relacion entre la apoptosis y el avance en el ciclo celular, siendo
este el conjunto de fases que conducen a la division de una célula en dos células hijas. A
grandes rasgos, el ciclo celular consta de dos fases: interfase y division. Existe, a su vez,
una etapa quiescente o Go, durante la cual la célula no se prepara para dividirse. En la
fase Go, la célula lleva a cabo las funciones propias del tejido en el que se encuentra, y
se mantendrd en este estado hasta que sea necesario dividirse, por ejemplo, al
producirse algun dafio en el tejido que requiera de nuevas células para sustituir a las
alteradas. Cuando la célula comienza el proceso de division, pasa de este estado
quiescente a la primera de las etapas de la interfase, la fase Gi. El objetivo de esta etapa
es controlar la integridad del genoma para asegurar la ausencia de mutaciones que
pudiesen resultar en células hijas alteradas. Para ello, existen los denominados puntos
de control del ciclo celular (Figura 8). A continuacidn, se entra en la fase S, en la que se
produce la replicacion del ADN. De esta etapa se pasa a la fase Gy, cuya razén de ser es
idéntica a la de la fase Gi: asegurar que no existen errores en el nuevo ADN replicado.
Estas tres etapas constituyen la interfase, que da paso a la fase M, en la que se produce
finalmente la division celular®’=°,

La razon que subyace a la antes mencionada relacidon entre apoptosis y ciclo celular
es que un cese en la proliferacion del cultivo suele ir acompafiado por un incremento en
la tasa de muerte celular. Ambos procesos estan estrechamente regulados por los genes
supresores de tumores tales como TP53, de modo que mutaciones en los mismos
conduciradn no solo a una pérdida de sensibilidad hacia la muerte celular sino también a
un aumento de la proliferacién. Entre otras funciones, la proteina p53 es capaz de
inducir un cese en el avance entre fases del ciclo celular, lo que se traduce en un
dramatico aumento del nimero de eventos en una fase en concreto, siendo las mas
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habituales Gi1 y G,. Esto es debido a que, al activarse, p53 bloquea a las proteinas
responsables de la transicidn entre fases, que son las ciclinas D y E en el caso de la
transicion Gi-S y la ciclina B para el paso entre la fase G, y la mitosis. Estas ciclinas
constituyen los ya mencionados puntos de control del ciclo celular (Figura 8). El estudio
de la distribucion de las poblaciones celulares en cada fase del ciclo es un proceso
habitual a la hora de determinar el posible mecanismo de accién de un compuesto, ya
que los compuestos que provocan un arresto en la fase Go/M suelen causar mas dafios
que los que lo bloquean en la fase Go/G1°°2. En este sentido, el hallazgo de un aumento
en la poblacién celular en la fase Go/M podria ser una sefial de alarma en relacion a la
toxicidad sobre tejidos sanos. Esta es una de las causas por las que la induccién de dafios
sobre el ADN como principal mecanismo de accidn de un farmaco quimioterapéutico®3>*
puede resultar potencialmente peligroso, segun se discutira mas adelante.

Figura 8. Transicion en el ciclo celular y principales puntos de control entre fases.

Existen varios puntos dignos de mencién en cuanto a la interconexion entre apoptosis
y cancer. En primer lugar, en el apartado 1.1. se mencionaba la pérdida de sensibilidad
a la muerte celular como uno de las principales consecuencias del proceso de
transformacion tumoral®®. Al principio del presente apartado, se comentaba que una de
las funciones de la apoptosis es eliminar a las células dafiadas, entre las que se cuentan
aquellas que han sufrido la transformacion maligna. La transformacién tumoral es un
proceso que tiene lugar a diario en el organismo humano, ya que los errores en la
replicacion del ADN son algo habitual; el problema aparece cuando estas alteraciones
genéticas afectan a genes relacionados con el control de la apoptosis, puesto que
entonces estas células dafiadas no seran eliminadas y podran continuar proliferando,
dando lugar asi a un tumor. Las mutaciones en genes supresores de tumores y proto-
oncogenes relacionadas con este respecto tienen como consecuencia principal la
sobreexpresién de proteinas anti-apoptéticas de la familia Bcl-2, de modo que impiden
la activacién de la via intrinseca. Por el contrario, la expresidn de las caspasas ejecutoras
se encuentra en niveles muy bajos>>®. En la Tabla 1 se recogen los principales
mecanismos de resistencia a la apoptosis que se relacionan con el desarrollo de las
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células tumorales***’. En consecuencia, las células tumorales no van a responder del
modo esperado a la induccion de apoptosis por causas endégenas.

Tabla 1. Mecanismos de resistencia a la apoptosis desarrollados por las células tumorales.

VIA APOPTOTICA
MECANISMO CONSECUENCIA AFECTADA
SILENCIAMIENTO DE Ausencia de interaccién ligando-
RECEPTORES DE MUERTE receptor de muerte
PRODUCCION DE RECEPTORES | Ausencia de interaccién ligando-
DE MUERTE INACTIVOS receptor de muerte
SECRECION DE RECEPTORES Bloqueo de los ligandos en las
SOLUBLES DE MUERTE células del sistema inmune
SOBREEXPRESION DE
PROTEINAS INHIBIDORAS DE No activacion de la caspasa 8 EXTRINSECA
LA CASPASA 8, P.EJ. C-FLIP
REDUCCION EN LA EXPRESION
DE C,OMPONENTES . No activacion de la caspasa 8
CITOSOLICOS DE LA VIA
EXTRINSECA, P.EJ. FADD
AUSENCIA DE CASPASA 8 No activa.cién de caspasas
ejecutoras
. Sobreexpresion de proteinas anti-
DESREGULACION DELI e
EQUILIBRIO ENTRE PRQTE/NAS Descenso en la expresion de )
PRO Y ANTI-APOPTOTICAS , f INTRINSECA
proteinas pro-apoptadticas
HELIAEIO]] E,N OB HIINTLS No formacién del apoptosoma
DE EXPRESION DE APAF-1

No obstante, se puede forzar la apoptosis mediante el uso de agentes
guimioterapéuticos, lo que convierte a esta clase de muerte celular en un valioso aliado
en el tratamiento de la enfermedad. Son numerosos los farmacos capaces de inducir la
via intrinseca como parte de su mecanismo antitumoral*>%%1 Asi mismo, también
existen fadrmacos capaces de estimular la via extrinseca®%3, y, finalmente, se han dado
casos de compuestos que promueven ambas vias simultdneamente®*°, La importancia
de la apoptosis en la terapia contra el cancer reside en la ausencia de respuesta
inflamatoria que conlleva esta forma de muerte celular, lo que no ocurre con otros tipos
de muerte como la necrosis.

Sin embargo, debe tenerse en cuenta un tercer punto de gran importancia en la
relacion entre apoptosis y cancer, y es que algunos tumores que inicialmente no
presentan resistencia a esta clase de muerte celular pueden desarrollarla en respuesta
a la terapia. El concepto de resistencia a la quimioterapia serd explicado en detalle en el
apartado 1.3, aunque en este punto puede adelantarse que la resistencia adquirida a la
muerte por apoptosis suele ser consecuencia de un aumento en la expresion de los
genes de las proteinas anti-apoptéticas junto con un descenso de los niveles de factores
pro-apoptdticos en respuesta a una exposicion prolongada al farmaco (Tabla 1)%¢%7. En
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estos casos, la estrategia terapéutica deberd modificarse para escoger un nuevo
tratamiento que induzca la muerte de las células tumorales por una via alternativa a la
apoptosis.

Mientras que la apoptosis recibe el sobrenombre de “muerte celular programada”,
la necrosis se considera un proceso poco controlado y con consecuencias desagradables
para el tejido circundante. Los estimulos que la inician son situaciones generalmente
traumaticas y/o extremas para la célula y, por extension, el organismo, como pueden
ser la inflamacidn o la hipoxia mantenidas a lo largo del tiempo. A nivel morfolégico, la
necrosis se caracteriza por un aumento del volumen celular que culmina con la ruptura
de la membrana plasmatica. Durante el proceso de muerte la célula sobreexpresa
proteinas pro-inflamatorias, por lo que la liberacidn del contenido intracelular al medio
extracelular supondrd la induccién de dafios sobre las células circundantes®. Si se
desarrollase un agente quimioterapico cuyo mecanismo de accion culminase con la
induccion de necrosis, a sus posibles efectos secundarios tendria que afiadirseles causar
inflamacién en la regién tumoral, lo que podria no solo ser doloroso para el paciente
sino incluso contraproducente para la terapia, ya que como se ha apuntado en el
apartado 1.1, la inflamacidn crdénica se considera un factor de riesgo para la aparicién y
el desarrollo de los tumores. Por ello, tradicionalmente se ha optado por el disefio de
farmacos capaces de inducir apoptosis.

Existe un tipo de muerte celular cuyo interés en quimioterapia estd aumentando
considerablemente en los ultimos tiempos, la necroptosis o necrosis programada. La
necroptosis es una forma de muerte independiente de caspasas. A nivel morfolégico,
los cambios que tienen lugar en el proceso son practicamente idénticos a los de la
necrosis, pero se asemeja a la apoptosis en que es un proceso altamente regulado®®°
(Tabla 2). Las primeras evidencias acerca de este tipo de muerte celular se describieron
en respuesta a infecciones viricas o bacterianas, y en este sentido, la inflamacién
producida al liberarse el contenido intracelular al medio extracelular tendria como
finalidad desencadenar una fuerte respuesta inmune que ayudase a combatir la
infeccién’®7, Sin embargo, la necroptosis no se limita a la defensa frente a patdgenos,
sino que también se ha planteado la posibilidad de que se trate de un mecanismo de
emergencia celular para inducir la muerte en caso de que la apoptosis esté inhibida. Este
descubrimiento se ha postulado como una interesante estrategia para vencer la
resistencia a la quimioterapia mediada por una pérdida de sensibilidad a la apoptosis.
Metzig et al. 7% fueron capaces de inducir la muerte por necroptosis sobre un modelo de
cancer colorrectal resistente a 5-fluorouracilo al utilizarlo conjuntamente con un
inhibidor de caspasas. Por consiguiente, la induccion de necroptosis podria ser un
abordaje terapéutico muy prometedor para tratar los tumores mas agresivos y que peor
responden a la quimioterapia adyuvante, asi como para hacer frente a la reaparicion de
la enfermedad tras una remisién inicial.
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Tabla 2. Principales diferencias entre necroptosis y apoptosis.

NECROPTOSIS APOPTOSIS
Controlada por caspasas ejecutoras 3, 6
y7

Controlada por RIP-1, RIP-3 y MLKL.

Pérdida de la integridad de la membrana
plasmatica (formacién de poros) en la
fase temprana

Formacion de cuerpos apoptoticos en la
fase final

Encogimiento por degradacion del
citoesqueleto e internalizacion de los
organulos en los cuerpos apoptdticos
Liberacion del contenido intracelular al Eliminacién por parte de los macréfagos

Aumento del volumen celular y los
organulos (ej: mitocondria)

medio extracelular del sistema inmune
Induccidn de una fuerte respuesta No estimula respuesta inmune ni
inmune e inflamacién produce inflamacion

En cuanto a los estimulos que desencadenan la necroptosis, no estan tan claros como
en el caso de la apoptosis. Es mas, algunos de los estimulos que tradicionalmente se han
descrito como iniciadores de la apoptosis, pueden inducir la necroptosis cuando los
danos que causan en el interior celular son extremos, aunque resulta complicado
establecer cudl es el umbral que determina el tipo de muerte®®. Quiza el ejemplo mas
representativo de esta dificultad lo encontramos en el papel de las especies reactivas de
oxigeno como iniciadoras de ambos tipos de muerte celular dependiendo de las
circunstancias. Se ha observado que los dafios extremos en la mitocondria, que van
acompafiados por una excesiva generaciéon de ROS, podrian ser una de las principales
razones por las que ciertos agentes quimioterapéuticos podrian inducir necroptosis en
las células tumorales’®’4. No obstante, no se han esclarecido en qué circunstancias la
pérdida de funcidon de este organulo determina la induccién de apoptosis o de
necroptosis.

Independientemente del tipo de estimulo que la inicie, existen varias vias a través de
las cuales puede desencadenarse la muerte por necroptosis. La mejor caracterizada es
la dependiente de la citoquina TNF-a (Figura 9). Al unirse TNF-a con su receptor de
membrana TNFR1, se recluta a la proteina RIP-1 (Receptor Interacting Protein 1), junto
con una serie de IAPs. Esto supone la sefal de activacién para NF-kB (Nuclear Factor
Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells), que se traslocara al nucleo y
promovera la transcripcién de genes relacionados con la muerte celular. A continuacion,
se produce la ubiquitinacidon y posterior degradacién de las IAPs, permitiendo asi la
activacion de RIP-1. Tras activarse, RIP-1 queda libre en el citosol y recluta a otras
proteinas para formar el complejo proteico denominado necrosoma, responsable final
de la muerte via necroptosis. Entre los integrantes del necrosoma destacan la pro-
caspasa 8, que serd responsable de la activacion final de RIP-1 y RIP-3, asi como de la
proteina MLKL (Mixed Lineage Kinase Domain-Like), que es activada al ser fosforilada
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por RIP-3. El necrosoma migra entonces a la membrana plasmdtica e induce su
destruccidn, culminandose asi el proceso de muerte®®°75,

Unién TNF-
a/TNFR1

Reclutamiento
y activacion . Activacion NF-kB
RIP-1

Formacién del Pro-caspasa 8 RIP-3 activa
necrosoma activa RIP-3 MLKL

PERDIDA INTEGRIDAD
MEMBRANA
PLASMATICA

Figura 9. Induccion de necroptosis dependiente de TNF-a.

Asi como la necroptosis se considera un mecanismo de emergencia para inducir la
muerte celular en caso de que la apoptosis esté impedida, existen otros procesos cuya
relacién con la apoptosis es incluso mas complicada. Es el caso de la autofagia, una ruta
metabdlica cuyo objetivo es eliminar componentes celulares dafados que podrian
alterar el funcionamiento celular. Consta de dos etapas, la temprana y la tardia (Figura
10). Durante la etapa temprana se forma una vesicula denominada autofagosoma, que
engloba a las estructuras dafadas. A continuacién, en la etapa tardia, el autofagosoma
se fusiona con un lisosoma, que vierte sus proteasas al interior de la vesicula y se inicia
asi la digestion de su contenido’®.

Formacion

Induccién
de dafio autofagosoma
FASE
TEMPRANA

BWOSOS|
uo2 uoISn4

@ N Digestion @ FASE
@\  — TARDIA

Figura 10. Autofagia en respuesta al dafo sobre un orgdnulo celular.
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La relacion entre autofagia y cancer, y por extension, entre autofagia y apoptosis, es
realmente compleja. Dado que la autofagia es, en esencia, un mecanismo que promueve
el correcto funcionamiento de la célula y su supervivencia, alteraciones en su
magquinaria pueden desencadenar la transformacion tumoral. En general, la influencia
de la desregulacion de la autofagia sobre la carcinogénesis suele estar mediada por un
aumento del estrés oxidativo causado por defectos en la eliminacién de las mitocondrias
no funcionales’®’’. No obstante, la situacion cambia por completo una vez que se ha
producido la transformacidn, ya que la autofagia se vuelve una aliada de la célula
cancerosa y promueve el desarrollo de la masa tumoral. Este caso no es sino una
perversién del concepto mismo de la autofagia, ya que su efecto citoprotector se vuelve
en contra del propio organismo al permitir la proliferacién de las células tumorales,
eliminando con eficiencia las estructuras que hayan podido resultar dafiadas por la
accion de los farmacos. En linea con lo anterior, la autofagia puede incluso ser una de
las causas de la resistencia a la quimioterapia.’®%. A modo de ejemplo, se ha observado
gue la resistencia al tratamiento con cisplatino, del cual se hablara en detalle en el
apartado 1.3, puede estar mediada por un incremento del flujo autofagico®-®?, entre
otros mecanismos moleculares que serdn discutidos mas adelante®2, Es por ello que
se ha planteado el uso de inhibidores de la autofagia como coadyuvantes de los
farmacos tradicionales, para aumentar su eficacia y reducir la tasa de resistencia a la

terapia®2.

Curiosamente, la autofagia también puede promover la muerte de la célula. Esta
dualidad permite distinguir entre autofagia citoprotectora, término que responde a la
definicion previamente desarrollada, y autofagia citotdxica. Este efecto se ha observado
principalmente en células tumorales, y aunque las bases moleculares del proceso
todavia son objeto de discusidn entre los expertos, se cree que el estrés en el reticulo
endoplasmatico podria jugar un papel clave. También es controvertido el papel que
desempefia la apoptosis en la muerte inducida por la autofagia citotoxica, ya que se han
descrito casos en los que ambos procesos en paralelo contribuyen a la muerte celulary
otros en los que la autofagia citotdxica se desencadena en respuesta al bloqueo de la
apoptosis. Finalmente, tampoco esta clara la existencia de un umbral a partir del cual
una repuesta inicialmente citoprotectora derive en citot6xica®®°!. Dadas las numerosas
incognitas en torno al papel de la autofagia en la quimioterapia, cada caso concreto
requiere de un estudio pormenorizado para determinar la estrategia clinica con mayores
posibilidades de éxito.
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1.3. QUIMIOTERAPIA. DESCUBRIMIENTO DE LAS PROPIEDADES
ANTITUMORALES DEL CISPLATINO.

Segun se adelantaba en el apartado 1.1, el propdsito de la quimioterapia consiste en
inducir la muerte de las células tumorales mediante el uso de farmacos. El medicamento
guimioterapéutico ideal deberia reunir dos caracteristicas: ser efectivo, es decir, resultar
altamente téxico para la célula cancerosa, al tiempo que selectivo, lo cual implica que
no causa dafios sobre los tejidos sanos. En la actualidad, se dispone de una amplia gama
de compuestos quimicos que presentan una potente accién antitumoral, pero de
limitada selectividad, dando lugar a severos efectos secundarios para el paciente. En
consecuencia, aunque el tratamiento logre finalmente eliminar el tumor, una lacra muy
seria del tratamiento serd la merma de la calidad de vida del paciente oncoldégico. Debe
tenerse en cuenta que el término “calidad de vida” hace referencia a un concepto
completamente subjetivo que engloba tanto el bienestar fisico como emocional del
individuo, pero que, reducido a su minima expresion, se puede entender como una
situacion de bienestar en la que el individuo es capaz de llevar una vida normal con la
que se encuentre satisfecho®?®3. Los conceptos esperanza de vida y calidad de vida no
deben, por lo tanto, confundirse. Las practicas clinicas actuales han logrado aumentar
la primera, pero esto no en todos los casos va acompafiado por una mejora de la
segunda. Los supervivientes del cancer colorrectal experimentan un detrimento de su
salud fisica que, en muchos casos, va unido a episodios de depresion y de otros
trastornos psicoldgicos®%. Por ello, es necesario encontrar una alternativa a las
actuales opciones farmacoldgicas que sea selectiva ademds de efectiva, para mejorar
tanto la calidad como la esperanza de vida de los pacientes de cancer de colon.

Los dos pilares que sostienen el desarrollo de terapias selectivas son la investigacion
basica y la medicina personalizada. La investigacion bdsica es esencial para conocer las
diferencias entre una célula tumoral y una célula sana, lo que permitira identificar dianas
moleculares clave y disefar los nuevos compuestos antitumorales en consecuencia. Por
otra parte, la medicina personalizada implica realizar un analisis en profundidad de las
caracteristicas bioquimicas de cada tumor, para asi poder escoger el mejor fdrmaco o
combinacion de farmacos para un paciente en concreto. Ambas disciplinas requieren
tiempo y una gran inversion econdmica, ademas de necesitar de una comunicacion
constante entre los investigadores y los profesionales de la medicina, pero los beneficios
a obtener son inmensos. Uno de los casos mas representativos del gran avance que
implica la unién de ambos conceptos lo encontramos en el tratamiento del cancer de
mama. Antiguamente, se tendia a pensar que todos los tumores que se desarrollaban
en una zona concreta del organismo eran iguales, por lo que se administraba el mismo
tratamiento a todos los pacientes. No obstante, no todos los pacientes de cancer de
mama respondian igual a la quimioterapia, lo que resultaba en una alta tasa de
mortalidad. Por ello, se decidié analizar cada tumor de manera individualizada,
encontrdndose diferencias significativas entre unos y otros, siendo una de las mas
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evidentes la expresién o no del receptor de estrogenos en las células tumorales. Esto
permitid disefiar terapias dirigidas hacia esta diana, en el caso de tumores que la
expresaban, y aumentar el nimero de curaciones de forma considerable. De igual
forma, se desarrollaron nuevas estrategias terapéuticas completamente diferentes para
los tumores que no expresaban el receptor de estrégenos, gracias a estudios posteriores
gue lograron identificar nuevas dianas moleculares especificas para cada subtipo de
cancer de mama, aumentando todavia mas la eficacia de la terapia®’°8.

Los avances realizados a este respecto en el desarrollo de terapias frente al cancer
colorrectal son mas discretos, pero no por ello desdefiables. Dia a dia, se caracterizan
nuevos biomarcadores que permiten un diagndstico mas rapido y fiable del perfil
molecular del tumor, lo que permite al oncdlogo escoger el tratamiento mas adecuado
para cada paciente. Ademas, estas nuevas técnicas de diagndstico son menos invasivas,
mas fidedignas y mas baratas en comparacion con los métodos tradicionales como la
colonoscopia'?>®?. Es decir, en la actualidad contamos con herramientas que facilitan la
toma de decisiones en lo relativo a la quimioterapia para tratar el cancer colorrectal. A
continuacion, se retomara el concepto de quimioterapia adyuvante desarrollado
anteriormente para ahondar en los avances de la medicina personalizada en el
tratamiento de esta clase de tumor.

Segun la definicion previa (ver apartado 1.1) la quimioterapia adyuvante busca
reducir las posibilidades de recurrencia y metastasis tras extraer el tumor mediante
cirugia, destruyendo a las células tumorales que hayan podido permanecer en el
organismo tras la intervencién. Durante el siglo XX, se tenia la creencia de que este fin
podria lograrse con un Unico farmaco muy potente, de manera similar a recurrir a un
solo antibidtico para eliminar una infeccién bacteriana. No obstante, como ya hemos
discutido a lo largo de esta seccidn, el uso de agentes quimioterapicos muy potentes
puede tener como consecuencia graves efectos secundarios. Asi, uno de los principales
avances de la medicina personalizada en la lucha contra el CRC fue el desarrollo de
cocteles de farmacos, es decir, combinaciones de varios medicamentos, cada uno
dirigido hacia una diana terapéutica. Esta aproximaciéon contaba con dos grandes
ventajas. En primer lugar, permitia reducir las cantidades individuales de cada
compuesto, lo que suponia un menor riesgo de efectos secundarios por su acumulacién
alargo plazo en los tejidos sanos. Por otro lado, se aumentaba la eficacia del tratamiento
al atacar a la célula tumoral por varios flancos de manera simultanea. Otra posible
estrategia consiste en utilizar un Unico farmaco en combinacion con radioterapia, ya que
el tejido irradiado es mas sensible a la accién del agente quimioterapico y permite
utilizarlo en una dosis menor para disminuir los efectos secundarios. La Figura 11
muestra un resumen de las posibles opciones a elegir para tratar el cadncer colorrectal
dependiendo del estadio en el que se encuentra, mientras que en la Figura 12 se recogen
las estructuras quimicas de algunos de los principales agentes quimioterapéuticos que
se mencionan en la figura anterior37:3,
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FOLFOX (5- Fluorouracilo+Leucovorin+Oxaliplatin)

Estadios
CapeOx (Capecitabine+Oxaliplatin

Nyl

5-FU+Leucovorin o Capecitabine monodosis

Q Caso particular: intolerancia a oxaliplatino

FOLFOX
|FOLFIRI (5-Fluorouracilo+Leucovorin+rinotecan)
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_Panitumumab+FOLFOX
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Figura 11. Esquematizacion de los tipos de quimioterapia adyuvante a administrar dependiendo
del estadio en el que se encuentra el tumor colorrectal.
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Figura 12. Estructura quimica de algunos de los principales agentes utilizados en quimioterapia
adyuvante frente al cancer colorrectal.

De acuerdo con la Figura 11, uno de los componentes mas habituales de los cécteles
de quimioterdpicos utilizados frente al CRC es un derivado metalico de platino, el
denominado oxaliplatino —trans-L-1,2-diaminociclohexanoxalatoplatino(ll). Es habitual
administrarlo junto con moléculas organicas tales como leucovorin, 5-fluorouracilo,
capecitabine o irinocatecan (Figura 12), asi como con anticuerpos monoclonales. El
oxaliplatino es un ejemplo interesante acerca de las ventajas de combinar investigacion
basica y medicina personalizada en la terapia frente al cancer colorrectal, y para
entender el avance que supuso este farmaco para los pacientes de CRC, es necesario
hablar en primer lugar de su precursor, el derivado cisplatino.
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Cisplatino es el nombre comun que recibe el complejo cis-diaminodicloroplatino(ll),
cuya estructura se recoge en la Figura 13. El interés de este compuesto reside en que
fue el primer compuesto de platino aprobado por la FDA (Food and Drug Administration)
para su uso en terapia clinica, asi como el primer compuesto metalico en ser aprobado
como farmaco antitumoral. Los primeros datos acerca del cisplatino datan del siglo XIX,
cuando fue descrito por primera vez, pero no seria hasta los anos 70 cuando se
descubriria su accion anticancerigena.

H>
N o O
H3N//// \\\Cl N
Pt /Pt\
y
N Yol N, © Yo

Cisplatino Oxaliplatino
Figura 13. Estructura quimica de los derivados de platino cisplatino y oxaliplatino.

El paso previo a este hallazgo fue un trabajo publicado en 1965 por los investigadores
Rosenberg, Van Camp y Krigas, quienes observaron que al administrar este compuesto
a un cultivo de la bacteria Escherichia coli se lograba reducir su crecimiento, puesto que
el cisplatino impedia la divisidn celular'. Dada la alta tasa de proliferacién de las células
tumorales, se planted la posibilidad de que este compuesto actuase de manera similar
a la observada sobre un cultivo de células humanas cancerosas. Asi, se llevaron a cabo
diversas investigaciones acerca del potencial antitumoral del cisplatino sobre distintos
modelos tumorales, obteniéndose resultados muy prometedores. El gran éxito de los
estudios preclinicos llegd cuando se observo un descenso del crecimiento de la masa
tumoral en un modelo animal, lo que abrid la puerta finalmente a los ensayos en
humanos. En esta etapa, no obstante, los resultados fueron agridulces. Por un lado, el
cisplatino mostraba una alta tasa de eficacia sobre distintos tipos de tumores, tal y como
cabia esperar tras los estudios previos. Sin embargo, resultaba muy tdxico para los
tejidos sanos, produciendo una amplia gama de efectos secundarios entre los que
destacaban los dafios a nivel renal y neuroldgico. La alegria inicial que supuso el
descubrimiento del cisplatino se enfrié al observar el descenso en la calidad de vida de
los pacientes a los que se les administraba®>192,

La razdn por la cual el cisplatino resulta a la vez tan potente y dafiino reside en su
mecanismo de accidn (Figura 14). Este complejo es inicialmente inactivo, y no serd hasta
gue entre a la célula y sufra una reaccion de acuacion cuando sera capaz de llevar a cabo
su efecto bioldgico. En la acuacién, uno o los dos ligandos cloro de la molécula son
reemplazados por sendas moléculas de H,O. Este proceso ocurre espontaneamente
debido a la baja concentracién del ion cloruro en el interior de la célula. La especie
resultante de sustituir los ligandos cloruro por moléculas de agua posee dos cargas
positivas, por lo que siente una fuerte atraccidn por los grupos fosfato que forman parte
de las cadenas de ADN. La afinidad entre el cisplatino y las bases nitrogenadas es
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especialmente intensa en el caso de la guanina, con la que se une de forma covalente a
través del N7 del anillo imidazol. La interaccion entre el cisplatino y las bases
nitrogenadas tiene como primera consecuencia la formacion de un monoaducto. Los
monoaductos pueden derivar en cruzamientos intra o interhebra, en caso de que se
establezca una segunda interaccion entre el farmaco y otra base nitrogenada. La
formacion de estos aductos genera torsion sobre la doble hebra de ADN, lo que le causa
serios dafios y es la principal causa de la muerte de la célula®>%2, Aunque la célula
normalmente cuenta con sistemas que reconocen especificamente los aductos ADN-
cisplatino y puede eliminarlos, algunos tumores poseen deficiencias en este sistema. Es
por ello que unos tipos de cancer van a responder mucho mejor a la terapia con
cisplatino que otros®. Entre los tumores sobre los que es activo el cisplatino se
encuentran algunos subtipos de cancer de ovario, préstata, mama y cabeza y cuello. Sin
embargo, no se utiliza de forma habitual frente al CRC dado su escaso efecto'®3.

HaNy,,  «Cl
oy

Activacion HEN/,,Pt_,\\OH: 2
H3N( >

H;N( Non,

Figura 14. Esquematizacién del mecanismo de accién del cisplatino en la célula tumoral. Tras
intercambiar los ligandos cloruro por moléculas de agua, se acumula en el nucleo y en la
mitocondria, formando aductos tanto con el ADN gendmico como con el mitocondrial. Los dafios
causados en el ADN mitocondrial inducen un fallo en el funcionamiento normal de la
mitocondria, que tiene como consecuencia una produccién excesiva de ROS. El estrés oxidativo
induce, a su vez, dafios sobre el ADN gendmico, que ya se encontraba alterado por la previa
formacidn de aductos con el fadrmaco. Esto conduce finalmente a la muerte de la célula.

La formacion del monoaducto inicial no siempre conduce a un cruzamiento intra o
interhebra, ya que existe la posibilidad de que se forme un aducto ADN-cisplatino-
proteina, debido a la atraccidn entre el fdrmaco activado y los grupos tiol de las
proteinas. Las proteinas que intervienen en esta clase de aductos son las que
normalmente se encuentran en estrecha conexién con el ADN, entre ellas las histonas,
y estos aductos terciarios bloquean el acceso al resto de proteinas que deben
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interaccionar con el ADN. Por ello, se impiden procesos como la replicacion o la
reparacion del ADN, contribuyendo a la muerte de la célula®104,

La atraccion entre el ADN vy el cisplatino no se limita al ADN gendmico, sino que el
ADN mitocondrial también es susceptible de formar aductos con el farmaco. Esto genera
un fallo en este organulo que da lugar a altos niveles de especies reactivas de oxigeno.
El estrés oxidativo induce dafios sobre distintas estructuras celulares, siendo uno de los
mds graves el generado sobre el ADN!%. Las células tumorales, ademds, son
especialmente sensibles a la ruptura de su homeostasis redox, ya que generan una
mayor proporcién de ROS que una célula sana por su alta tasa de proliferacion. Para
compensar esta produccion excesiva, sus defensas antioxidantes estan sobreexpresadas
en comparacion con las de una célula no tumoral, pero se establece asi un equilibrio
muy delicado cuya ruptura tiene como consecuencia inevitable la muerte de la célula
tumoral'®. Se ha observado que el estrés oxidativo que se genera en respuesta a este
tratamiento es un componente necesario para la muerte de la célula tumoral inducida
por el cisplatino junto con la formacién de aductos con el ADN (Figura 14)%7.

Retomando las consideraciones iniciales en relacién a la importancia de que un
farmaco sea al mismo tiempo efectivo y selectivo, no debe resultar sorprendente que el
uso clinico del cisplatino se vea limitado por sus graves efectos secundarios. Al estar su
mecanismo de accion basado en su atraccién por las bases nitrogenadas del ADN vy en la
produccion de estrés oxidativo, que esta mediada a su vez por su capacidad de dafiar al
ADN mitocondrial, no se dirige contra una diana molecular exclusiva de la célula
tumoral, ya que esta macromolécula esta presente en todas y cada una de las células
del organismo. Se trata, pues, de un compuesto con una selectividad practicamente
nula. Por ello, causard serios dafios sobre células cuya tasa de proliferacidon sea alta y,
ademds, en las que sean especialmente sensibles al estrés oxidativo. Segiun se
adelantaba en el apartado 1.2, los dafios en el ADN tienen como consecuencia un cese
del avance en el ciclo celular en la fase G2/M, lo que se corresponde con graves
alteraciones a nivel celular®?. La Tabla 3 recoge las principales estructuras afectadas por
la terapia con cisplatino. A estos efectos secundarios consecuencia de un tratamiento
de duracién determinada, debe afiadirseles el riesgo de que la terapia dé lugar a nuevos
tumores, en especial leucemias, dado el potencial efecto mutdgeno del farmaco a largo
plazo>3°4.
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Tabla 3. Resumen de las principales regiones del organismo afectadas por el cisplatino y de las
consecuencias que ello conlleva para el paciente.

REGION AFECTADA CONSECUENCIA REFERENCIA
CELULAS DE LA COCLEA Pérdida irreversible de la Sheth et a/.1%
audicion
CELULAS TUBULARES Insuficiencia renal aguda Volarevic et al.1%®
RENALES
CELULAS MADRE Mielosupresién Basu et al.>3
HEMATOPOYETICAS DE LA
MEDULA OSEA
CELULAS EPITELIALES DEL Trastornos Shahid et a/.11°
TRACTO GASTROINTESTINAL | gastrointestinales: mucositis,
nauseas, diarrea,
malabsorcion, etc.

Ademas de que su uso clinico implique serios riesgos para la salud del paciente, existe
un problema adicional a la terapia con cisplatino: la creciente resistencia de los tumores
al tratamiento. Como su propio nombre indica, la resistencia a un medicamento supone
una pérdida de su capacidad farmacoldgica debido al desarrollo de mecanismos
adaptativos por parte de la célula tumoral. La resistencia a un medicamento puede ser
intrinseca o adquirida. La primera clase implica que el tumor jamas respondera a ese
tratamiento; en el segundo caso, el tratamiento funcionaria inicialmente, pero pasado
un tiempo perderia su efecto por completo. Esto es un fendmeno frecuente en los
tumores que reaparecen tras una remision inicial*'!. En este punto, resulta interesante
introducir los conceptos de quimioterapia de primera elecciéon y quimioterapia de
segunda eleccion, ya que esta Ultima es a la que se recurre cuando falla la primera
opcion, frecuentemente en relacion a la aparicién de resistencias.

En el caso concreto del cisplatino, existen varias estrategias que las células tumorales
pueden llevar a cabo para sobrevivir a |a terapia®3>, entre las que se encuentran:

- Sobreexpresion de los sistemas de reparacion del ADN: se incrementan los
niveles de expresidn de aquellas proteinas que reconocen y eliminan los aductos
cisplatino-ADN, evitando el dafio y, en consecuencia, la muerte celular.

- Descenso en los niveles de expresion del transportador que permite la entrada
en la célula del cisplatino: con esto, la célula logra una menor concentracion
intracelular del farmaco, lo que disminuye su efecto antitumoral.

- Aumento en la expresidn de transportadores de membrana que expulsan al
cisplatino del interior celular: el efecto final es el mismo que en el caso anterior.
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Inactivacion mediante la conjugacién con glutation o metalotioneinas: esta
propiedad se basa en la capacidad del complejo de establecer uniones no
especificas con diversas estructuras del interior celular, entre las que se
encuentran, como se ha mencionado anteriormente, las proteinas. Los aductos
resultantes no son toxicos para la célula.
Desregulacion de la maquinaria apoptética: segun se adelantaba en el apartado
1.2, algunos tumores pueden desarrollar una pérdida de sensibilidad a la muerte
via apoptosis en respuesta a una exposicion prolongada a un medicamento®®®’,
En el caso concreto del cisplatino, los mecanismos mas habituales son los que
implican la ruptura del equilibrio entre proteinas pro y anti-apoptéticas.
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1.4. BUSQUEDA DE SOLUCIONES A LAS LIMITACIONES DEL
CISPLATINO

Ala vista de los problemas derivados del uso clinico del cisplatino, durante los tltimos
afios se han llevado a cabo numerosos intentos con el fin de reducir sus efectos
secundarios y/o evitar la resistencia adquirida por los tumores. Estas estrategias podrian
englobarse en tres grupos: uso de nanoportadores, disefio de andlogos a partir de
modificaciones de la estructura quimica del cisplatino y desarrollo de terapias
combinatorias.

El objetivo de los nanoportadores o nanocarriers consiste en facilitar la llegada del
farmaco al microentorno tumoral. Con esto se consigue, por un lado, maximizar la
cantidad del agente quimioterapico que entra en las células cancerigenas, con lo que la
eficacia del tratamiento aumenta considerablemente. Por otro, se reduce la
concentracion de farmaco en el resto de tejidos, para disminuir los efectos secundarios.
Existen otras ventajas al margen de estos dos puntos clave, entre las que se encuentran
aumentar la vida atil del farmaco, puesto que su exposicion a agentes reductores y/u
oxidantes se ve reducida, o facilitar su entrada en la célula, especialmente util para
moléculas con un marcado cardacter hidréfilo''2. Un ejemplo de nanocarrier que ha sido
fruto de numerosas investigaciones durante los Ultimos afios son las nanoparticulas de
oro, ya que presentan una serie de propiedades que las hace muy interesantes para el
transporte de farmacos quimioterapéuticos en el organismo. Destaca su capacidad de
funcionalizarlas para maximizar su concentracion en el microentorno tumoral'®3. El uso
de nanoparticulas de oro para mejorar la terapia con cisplatino permite aumentar la
eficacia del tratamiento a la par que reducir sus efectos secundarios!'*'’, No obstante,
los nanocarriers también pueden dar problemas por su toxicidad intrinseca'!®, por lo
gue esta estrategia todavia debe ser optimizada para poder utilizar con seguridad a
aquellos agentes quimioterapéuticos que, como el cisplatino, sean potencialmente
daninos para los tejidos sanos.

Por otra parte, modificar la estructura quimica del cisplatino para reducir sus efectos
secundarios ha conducido a la sintesis de toda una serie de andlogos del mismo, algunos
de los cuales han sido aprobados por la FDA y posteriormente a nivel mundial
(carboplatino y oxaliplatino), mientras que otros son utilizados en paises concretos
(lobaplatino en China, heptaplatino en Corea del Sur y nedaplatino en Japdn) (Figura 15).
La primera oleada de analogos del cisplatino que se desarrollaron tras el descubrimiento
de sus propiedades antitumorales en los afios 60 se denominaron analogos de segunda
generacion, entre los que destaca el carboplatino. Este complejo se diferencia de su
predecesor en que los ligandos cloruro fueron sustituidos por el ligando bidentado del
tipo dicarboxilato que le confiere mayor estabilidad al formar un quelato. Su efecto
antitumoral es comparable al del cisplatino, pero sus efectos secundarios son menores,
especialmente a nivel hematoldgico. No obstante, el carboplatino no responde igual de
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bien frente a todos los tipos de tumores que si se ven afectados por el tratamiento con
cisplatino!'®120, Por consiguiente, se continuaron sintetizando analogos del cisplatino,
llegando asi a la denominada tercera generacidn de andlogos. De los analogos de tercera
generacion se va a resaltar al oxaliplatino, puesto que, este complejo es ampliamente
utilizado en el tratamiento del cancer colorrectal (ver apartado 1.3; Figura 11).
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0} 2
Carboplatino Oxaliplatino Lobaplatino
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Figura 15. Estructuras de los diferentes analogos del cisplatino.

El oxaliplatino presenta diferencias significativas respecto a la sencilla estructura
quimica de su predecesor. En primer lugar, los ligandos amoniaco del cisplatino son
sustituidos por el ligando bidentado diaminociclohexano, mientras que los dos dtomos
de cloro son reemplazados por el aniéon oxalato. Dicho anién resulta clave para su
funcionamiento, ya que en plasma es reemplazado y permite la activacion de la
molécula, lo que en el caso de su predecesor ocurria en el interior celular con la reaccién
de acuacion. En cuanto a su mecanismo de accién (Figura 16), el oxaliplatino activado
siente la misma atraccidon por las bases nitrogenadas del ADN que el cisplatino, por lo
gue va a formar aductos y cruzamientos intra e interhebras de igual manera. El efecto
final, por lo tanto, sera dafiar el ADN e impedir su replicacion y reparacién. Sin embargo,
la presencia del ligando diaminociclohexano en la molécula de oxaliplatino es la
responsable de que este fdrmaco ocasione una mayor torsién sobre la hebra de ADN,
causando lesiones mds severas que el cisplatino y resultando, en consecuencia, un
guimioterdpico mas activo. Curiosamente, el oxaliplatino forma menos aductos con el
ADN que el cisplatino, lo cual es indicativo de la existencia de otros mecanismos de
accién adicionales!?1122,

Dado que, segun se mencionaba anteriormente, la induccion de estrés oxidativo es
fundamental para el mecanismo de accidn del cisplatino (ver apartado 1.3, pag. 45;
Figura 14), cabria pensar que su analogo oxaliplatino podria igualmente causar una
ruptura del equilibrio redox como parte de su efecto anticancerigeno, especialmente si
se tiene en cuenta la existencia de los mecanismos de accién adicionales a la formacion
de aductos con el ADN. No obstante, se han realizado escasas investigaciones a este
respecto. De acuerdo con la Figura 11 (apartado 1.3, pag. 46), es habitual administrar al
oxaliplatino en combinacion con anticuerpos monoclonales para el tratamiento de
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tumores en el estadio IV, si bien puede observarse que, curiosamente, el anticuerpo
cetuximab es el Unico que nunca se administra junto con el régimen FOLFOX. Esto es
debido a que dicho anticuerpo bloquea la produccién de ROS inducida por el
oxaliplatino, que es necesaria para que éste cause la muerte a la célula tumoral'?3. Este
trabajo permite concluir que la generacién de estrés oxidativo también es un
componente esencial del efecto anticancerigeno del oxaliplatino, al igual que ocurria
con su predecesor. No obstante, esto también parece estar detrds, al menos en parte,
de sus efectos secundarios sobre los tejidos sanos, que se desarrollaran més adelante?4,
Finalmente, no se ha esclarecido el origen de las ROS generadas en respuesta al
tratamiento con oxaliplatino. En la linea celular HT-29, un modelo de cancer de colon,
no se observd una alteracion de la funcidon mitocondrial ni un incremento de los niveles
intracelulares del radical superéxido, un radical libre que pertenece al grupo de especies
reactivas de oxigeno, tras una incubacidn con oxaliplatino!?®; curiosamente, si se
produjo una despolarizacion de la mitocondria en otro modelo de cancer de colon (linea
celular HCT15)%%, |o que sugiere que la produccion de ROS causada por el oxaliplatino
podria ser dependiente del perfil bioquimico del tumor.

Pero ademas de los dos anteriores, el oxaliplatino posee un tercer e interesante
mecanismo de accion antitumoral (Figura 16): es capaz de estimular al sistema inmune
para que elimine a las células tumorales. Esta es una caracteristica que este farmaco no
comparte con el cisplatino, y aunque las razones de esta divergencia no se comprenden
hasta la fecha, se sabe que esta mediado por la traslocacidn de la proteina calreticulina
del reticulo endoplasmatico a la membrana plasmatica. La calreticulina actia como
receptor para las células dendriticas, que se activan en la region tumoral por la alta
cantidad de ATP presente en el microentorno tumoral, liberado por las células
cancerosas que han muerto previamente por la accidn del oxaliplatino. Asi, en aquellos
pacientes que cuenten con un sistema inmune que funciona correctamente, se va a
contar con una ventaja adicional al tratamiento con oxaliplatino respecto a la terapia
con cisplatinot?11%7,
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Figura 16. Esquematizacién del mecanismo de accidn del oxaliplatino en la célula tumoral. Tras

ser activado en el exterior celular, se acumula en el nucleo y forma aductos con el ADN
gendmico, una de las causas de la muerte celular. Ademas, por mecanismos todavia por
determinar, induce una sobreproduccién de ROS que contribuye asimismo a la muerte celular.
Finalmente, causa estrés en el reticulo endoplasmatico, lo que tiene como consecuencia la
traslocacion de la calreticulina de la membrana de este organulo a la membrana plasmatica. Esto
actua como sefial para las células dendriticas del sistema inmune, que fagocitaran a la célula
tumoral, constituyendo asi una via de eliminacion alternativa a la muerte celular.

Segun se apuntaba anteriormente, el oxaliplatino, a diferencia del cisplatino, resulta
muy eficaz contra el CRC y es una opcion habitual en la quimioterapia adyuvante de
primera eleccion (ver apartado 1.3, pag. 46; Figura 11). Pero, al igual que ocurria con su
predecesor, el uso clinico de este fdrmaco estd limitado por sus efectos secundarios y la
aparicion de resistencias. Los efectos secundarios son menos severos que los del
cisplatino, lo que lo convierte en un medicamento relativamente mas seguro, pero
afecta principalmente a las células del tracto gastrointestinal y a las de la médula dsea,
causando los mismos efectos que el cisplatino descritos en la Tabla 3 (apartado 1.3, pag.
49), aunque los signos clinicos son menos graves. También se produce neuropatia
periférica, aunque suele ser un trastorno reversible en la mayoria de los casos!?!. El
mayor problema asociado al uso terapéutico del oxaliplatino lo supone la aparicion de
resistencia tras un tiempo de tratamiento prolongado. A grandes rasgos, los
mecanismos de resistencia desarrollados por las células tumorales son los previamente
descritos para el cisplatino!?®. Una de las maneras mas eficaces para aumentar la
sensibilidad de los tumores al oxaliplatino consiste en administrarlo conjuntamente con
otros farmacos, por lo que es habitual que este compuesto sea parte de cdocteles de
medicamentos en lugar de ser suministrado como farmaco Unico?..
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Este concepto de cocteles de farmacos nos devuelve a las estrategias enfocadas a la
mejora de las propiedades clinicas del cisplatino. Aunque a nivel clinico se ha hecho mas
hincapié en el desarrollo de nuevos cécteles de farmacos que contengan cisplatino?®-
132 en la presente memoria se va a optar por desarrollar el potencial de los extractos
vegetales como coadyuvantes del cisplatino, ya que en estudios preclinicos se ha
observado que la administracién conjunta del cisplatino con extractos de plantas o con
fitomoléculas concretas y purificadas ha resultado poseer diversos efectos inesperados
qgue podrian resultar de gran utilidad en la préctica clinica. Se trata de la reversién de
resistencia al cisplatino, la reduccién de dafio en los tejidos sanos y el incremento de su

potencial antitumoral (Figura 17).

Varios mecanismos

Reversion
de
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quimica
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EXTRACTOS e e antiinflamatorio
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efecto
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diversas dianas +
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Figura 17. Efectos beneficiosos del uso de extractos vegetales junto con cisplatino.

Anteriormente, se ha discutido acerca del papel preventivo de una dieta rica en frutas
y verduras frente al desarrollo del cancer colorrectal, haciéndose hincapié en la accién
de fibra y polifenoles (ver apartado 1.1., pag. 30; Figura 5). Pues bien, el papel de los
polifenoles no se limita a la prevencién, sino que se ha observado que pueden ser de
gran utilidad una vez que la transformacién ha tenido lugar. El potencial terapéutico de
los polifenoles se basa, en primer lugar, en su efecto antioxidante, antiinflamatorio y
prebidtico, ya que pueden contribuir a la reduccion del ambiente prooxidante vy
proinflamatorio que requiere la masa tumoral para su proliferacién, asi como a corregir
una situacion de disbiosis. La alteracién del microentorno tumoral provocara el cese del
crecimiento de la masa tumoral como consecuencia®®3, lo que podria mejorar el efecto
terapéutico de la quimioterapia adyuvante. Por otra parte, los extractos vegetales ricos
en polifenoles son capaces de inducir la muerte de las células tumorales de forma

directa actuando sobre diversas dianas moleculares34-137,
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Gracias al uso de extractos vegetales, se ha logrado recuperar la sensibilidad al
cisplatino en lineas celulares que no respondian al tratamiento, como la A549/DPP de
cancer de pulmén. El tratamiento de este modelo tumoral con un céctel de cisplatinoy
compuestos bioactivos derivados de plantas tales como el acido salviandlico A o la

139 son capaces de sensibilizar de nuevo a las células a la terapia.

epicatequina-3-galato
El mecanismo segun el cual cada compuesto bioactivo es capaz de revertir la resistencia
varia en cada caso, debido a las diferencias estructurales y quimicas de los mismos. Por
entrar mas en detalle en alguno de dichos mecanismos, se citara a modo de ejemplo el
caso descrito por Sharma et al.}*° Estos investigadores se centraron en inhibir al
citocromo P450 1B1, puesto que su sobreexpresion ha sido identificada como una de las
causas por las que las células tumorales pueden desarrollar resistencia al cisplatino.
Investigaron el efecto de un extracto de Glycyrrhiza glabra sobre el efecto terapéutico
del cisplatino en la linea de cancer de mama resistente a este farmaco MDA-MB-468 y
observaron una recuperacion de la sensibilidad al mismo. Posteriormente, se centraron
en identificar cual o cudles de los fitocomponentes del extracto era capaz de inhibir al
citocromo P450 1B1 vy por consiguiente era el principal responsable de esta reversion de
la resistencia. Mediante determinaciones de actividad enzimatica y ensayos
bioinformaticos, se concluyd que la quercetina era el compuesto bioactivo que mas
posibilidades tenia de ser el causante del efecto observado. Sinha et al.}*! se centraron
en otro mecanismo que confiere resistencia al cisplatino en cdncer de mama: la
hiperprolactinemia. Para ello, analizaron el efecto de un extracto de Mucuna pruriens,
dado que entre sus componentes se encuentra un precursor de la dopamina capaz de
inhibir la produccién de la prolactina. Trabajaron con varios modelos de cancer de
mama, aunque en este caso observaron que su combinacion extracto vegetal-cisplatino
resultaba mas eficaz en lineas celulares que, como la MCF-7, si expresasen el receptor
de estrégenos, mientras que otras que no lo expresan como la ya citada MDA-MB-468
respondian peor al cActel. Por consiguiente, estos dos estudios apoyan una vez mas la
hipotesis planteada en el apartado 1.3. acerca de la necesidad de combinar investigacién
basica y medicina personalizada para dar con la opcidn terapéutica mdas adecuada para
cada caso.

Por otro lado, el empleo de extractos vegetales en la practica clinica podria contribuir
a una mejora de las condiciones de vida de los pacientes sometidos a tratamientos
guimioterapéuticos, ya que se ha observado que pueden reducir sus efectos negativos
sobre los tejidos sanos. En experimentos realizados sobre animales sanos, Brahmi et al.
demostraron que el pre-tratamiento con extractos de cladodio de cactus dos semanas
antes de la administracion de cisplatino reducia los dafios a nivel renal causados por el
farmaco. Los autores consideraron que este efecto protector estaba mediado
principalmente por las propiedades antioxidantes de los extractos!#?. Rjeibi et al.
encontraron resultados similares no solo a nivel renal sino también hepatico al
administrar un extracto de hojas de cambronera (Lycium europaeum) a ratones sanos.
De nuevo, los autores apuntaron al efecto beneficioso de los extractos sobre la defensa
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antioxidante como principal responsable de la proteccion, ya que observaron que, si
bien el tratamiento con cisplatino disminuye la actividad de enzimas antioxidantes como
la superdxido dismutasa o la catalasa, la administracién de extractos vegetales puede
revertirlo, protegiendo a los tejidos frente al dafio oxidativo'#3. Otros autores sugieren
qgue el efecto antiinflamatorio de los extractos vegetales también puede tener una
implicacion clave en este papel protector, puesto que reducen la infiltracion de
leucocitos en la zonay reducen los niveles de compuestos pro-inflamatorios'#*. El efecto
protector de los extractos vegetales frente al dafio causado por el cisplatino en tejidos
no tumorales no se limita a las zonas comunmente mas afectadas por los farmacos
guimioterapéuticos, sino que es extensible a otras zonas del organismo como el sistema
inmunel®, los testiculos'*®1%7 o el corazén*®143, Uno de estos estudios centrados en la
proteccion frente a la cardiotoxicidad resulta especialmente interesante, ya que los
autores observaron que la administracion de extracto de té verde, si bien protegia frente
a los dafios a nivel cardiaco causados por el cisplatino, no interferia sobre el efecto
antitumoral del fadrmaco®. Es decir, aunque las propiedades clinicas del farmaco no
parecen verse afectadas por la administracién conjunta del extracto vegetal, si puede
obtenerse un beneficio en cuanto a la reduccidn de sus efectos secundarios. Teniendo
en cuenta que el cisplatino es un agente quimioterapéutico muy potente, pero que su
uso es limitado por los dafios que produce, el hecho de poder reducir sus efectos
secundarios sin alterar su efecto antitumoral resulta de lo mas prometedor. Finalmente,
a pesar de que estos estudios todavia no han sido validados sobre pacientes humanos,
un estudio preliminar reveld que el consumo diario de 160 mg de jengibre podria tener
propiedades beneficiosas para controlar las nduseas inducidas por el tratamiento con
cisplatino en mujeres y en pacientes de cancer de cuello y cabeza®°. Por tanto, son
necesarias futuras investigaciones en este campo.

Finalmente, es posible recurrir a los extractos vegetales para aumentar el efecto
terapéutico del cisplatino sobre tumores que no son resistentes a este compuesto. Se
produce asi un efecto aditivo o sinérgico entre ambos farmacos debido a las diferentes
dianas terapéuticas de los mismos. Nguyen et al. analizaron el efecto de un extracto de
flor de hibisco sobre la linea celular MDA-MB-231 como un modelo del cdncer de mama
triple negativo, uno de los subtipos que poseen una peor prognosis. En primer lugar, los
autores observaron que este extracto era capaz de inducir la muerte por apoptosis de
las células, estando mediado el proceso por un incremento del estrés oxidativo. A
continuacion, administraron conjuntamente este extracto en una concentracion fija con
concentraciones variables de cisplatino, observandose un aumento del efecto
terapéutico en comparacién con el uso del firmaco metélico solo*>. Estudios realizados
sobre modelos animales han revelado que el uso conjunto de estas dos clases de
farmacos podria tener otros efectos beneficiosos, al margen de causar la muerte de las
células tumorales, que contribuyesen a su vez a la reduccién de la masa tumoral. La
administracion conjunta del diterpeno acido carndsico y cisplatino sobre un modelo
animal de carcinoma pulmonar de Lewis resultd ser mas efectiva que los farmacos por
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separado. Los autores observaron un aumento de la actividad de los linfocitos T CD8 en
los animales tratados con acido carndsico, de lo que dedujeron que el mayor efecto
antitumoral de la combinacién de fdrmacos podria estar debido a este efecto
inmunoestimulante del diterpeno®?. En definitiva, el uso conjunto de extractos
vegetales, o bien fitomoléculas aisladas, podria permitir reducir la cantidad de cisplatino
necesaria para tener un efecto antitumoral destacable, lo que en la practica clinica
podria traducirse en una menor posibilidad de sufrir efectos secundarios a largo plazo
causados por la acumulacion del farmaco en tejidos sanos.

De todo lo anterior se deduce que las opciones terapéuticas actuales distan mucho
de ser perfectas, pero es cierto que desde el descubrimiento de las propiedades
anticancerigenas del cisplatino hasta el momento presente se ha avanzado a grandes
pasos en el campo de la quimica inorganica para desarrollar nuevos medicamentos que
no solo sean efectivos sino ademas selectivos. Lo mas importante, el cisplatino abrid el
camino al uso de complejos metalicos con fines quimioterapéuticos, lo que ha
multiplicado las opciones a la hora de disefiar y sintetizar nuevos medicamentos que se
acerquen cada dia mas al ideal de la medicina personalizada.
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1.5. USO DEL ORO EN MEDICINA. DESCUBRIMIENTO DE LAS
PROPIEDADES ANTITUMORALES DEL AURANOFIN

Entre la amplia gama de metales a los que puede recurrir la quimioterapia, el oro
ocupa un lugar destacado. La relacion entre el oro y la medicina viene de lejos, puesto
que las primeras pruebas que se tienen acerca de su uso con fines terapéuticos datan
del afio 3000 a.c. aproximadamente. Los primeros registros acerca del uso del oro con
fines no ornamentales aparecen en la cultura egipcia, si bien se le atribuian propiedades
mas misticas que terapéuticas, en relacién al mantenimiento de la juventud y la
vitalidad. Mejor documentada esta la practica médica en la antigua China, ya que se
describen con detalle distintos remedios que incluian oro para tratar diversas
afecciones, como el uso de polvo de oro para sanar heridas. Otras interesantes
propiedades que se le atribuian estaban relacionadas con el alivio de la tos o la cura de
la fiebre tifoideal>3%>4,

No obstante, con el paso de los afos las propiedades que realmente pudiese tener el
oro sobre el organismo se perdieron en favor de un retorno a este misticismo que
cultivaban los antiguos egipcios. Durante la Edad Media, los alquimistas volvieron a
pensar en el oro como la clave de la juventud eterna, y buscaron nuevos métodos para
obtener el mayor grado de pureza del metal, asi como intentos de transmutar otros
metales en oro. Evidentemente, estos intentos quedaron en nada, y en el siglo XV se
retomoé el estudio de las propiedades médicas del oro, aunque no seria hasta algunos
siglos después cuando se lograsen avances significativos en este campo. El primer
hallazgo realmente cientifico acerca del potencial terapéutico del oro recae sobre
Robert Koch y su descubrimiento de las propiedades bacteriostaticas del complejo de
oro(Ill) K[Au(CN)2]**. Su estudio resulté de gran relevancia, dado que escogié como
modelo bacteriano al bacilo de la tuberculosis, el causante de una de las grandes
epidemias de la época, ya que en el siglo XIX la tuberculosis era la primera causa de
muerte en Estados Unidos'®. No obstante, los ensayos sobre pacientes revelaron que
este compuesto no solo no era efectivo frente al bacilo in vivo, sino que ademas
resultaba muy toéxico, por lo que se dejé de administrar pasados unos afios. De igual
manera que la medicina moderna ha intentado reducir la toxicidad del cisplatino
disefiando nuevos analogos, la lucha contra la tuberculosis en el siglo XX buscé nuevos
compuestos de oro cuyo uso clinico resultase mas seguro. Si bien se termind
descartando esta investigacion por infructuosa, se observo que algunos pacientes a los
que se les administraban tiolato derivados de oro(l) notaban una mejoria en el dolor
articular. Esto hizo sospechar a los investigadores de la época que sus complejos podrian
tener una aplicacion en medicina alejada de la que habian buscado inicialmente, asi que
se abrido una nueva via de investigacion en el campo de la artritis reumatoide. A
diferencia de lo que habia ocurrido en el tratamiento de la tuberculosis, frente a esta
otra enfermedad se obtuvieron éxitos notables!®’1>°, Algunos de los principales
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complejos de oro que se han utilizado en la practica clinica por sus beneficios frente a la
artritis reumatoide se muestran en la Figura 18.

CONa OH OAc .
0 0] R
Au
CONG S—Au o s—Ad| O s
n OH OH n OAc OAc
Myocrisin Solganol Auranofin

Figura 18. Estructura de una serie de complejos de oro(l) utilizados en el tratamiento de la
artritis reumatoide.

Se acufio asi el término “crisoterapia”, que hace referencia precisamente al uso de
complejos de oro en medicina. Los que se muestran en la Figura 18 son una serie de
tiolatos de oro(l) que pertenecen al grupo de medicamentos antirreumaticos
modificadores de la enfermedad o DMARDs (Disease-Modifying Antirheumatic Drugs).
A pesar de que los DMARDs no hacen desaparecer la enfermedad, tienen un efecto
beneficioso retrasando su curso natural. En el caso concreto de los complejos recogidos
en la Figura 18, su administracion intravenosa reducia los sintomas asociados a la
enfermedad gracias a su efecto antiinflamatorio. Los primeros en ser comercializados
fueron el tiomalato sddico de oro o Miocrisina™ y la aurotioglucosa o Solganol™, pero
su uso no reportd grandes beneficios para los pacientes porque ejercian su efecto
terapéutico a largo plazo, lo cual aumentaba el riesgo de sufrir efectos secundarios,
entre los que destacaban nefrotoxicidad y diversos problemas cutdneos!>8160, E|
desarrollo del auranofin (2,3,4,6-tetra-6-acetil-1-tio-B-D-glucopiranosato-S-
trifenilfosfina oro(l)) supuso un gran avance en el campo de la crisoterapia, aungque en
su momento no se pudiese intuir la repercusion que este compuesto acabaria teniendo
en la medicina moderna.

Al igual que sus predecesores, el auranofin posee un centro metalico de oro(l),
aunque presenta la novedad de tener dos ligandos coordinados al mismo: una molécula
de trietilfosfina y un grupo tiolato de tipo carbohidrato (tioglucosa). La fosfina le dota
de caracter lipdfilo, por lo que tiene una mayor solubilidad que los complejos anteriores,
lo que permitid que fuese administrado por via oral en lugar de intravenosa. Pero,
aunque su toxicidad sobre los tejidos sanos fuese menor que la mostrada por sus
predecesores, su efecto terapéutico también era menos acusado. Por ello, se fue
reduciendo su uso frente a la artritis reumatoide!>%*9,

No obstante, se observd una menor predisposicién al desarrollo de tumores en
aquellos pacientes de artritis reumatoide que habian sido tratados con auranofint®?,
Este hecho, junto con el descubrimiento de las propiedades antitumorales del cisplatino
y sus analogos, animd a los investigadores a evaluar el efecto del auranofin sobre
diversas lineas tumorales'®?1%7  encontrdndose resultados esperanzadores que

condujeron a resultados in vivo. Asi, se comenzaron a sintetizar nuevos analogos de este
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complejo y se continuaron los ensayos, llegandose a la conclusién de que el oro podria
tener un futuro muy prometedor en la lucha contra el cancer®>81%°,

El oro puede presentar varios estados de oxidacidn, siendo los estados | y lll los Unicos
en los que es estable en un medio acuoso, por lo que son los mas interesantes de cara a
disefiar farmacos. Los complejos de oro(l) presentan ciertas ventajas frente a los de
oro(lll), ya que son mas estables desde un punto de vista termodinamico y ademas son
menos susceptibles de ser reducidos a oro metalico. No obstante, la sintesis de
complejos de oro(lll) podria presentar ventajas significativas en el campo de la
quimioterapia, puesto que es isoelectrénico con el cisplatino (ambos poseen una
configuracion electrénica d®), dando una geometria plano cuadrada. Se pensaba, por
consiguiente, que los complejos de oro(lll) podrian poseer un mecanismo de accién
similar al del cisplatino, asi como un efecto terapéutico comparable>®15%168 A pesar de
qgue a priori poseen una menor estabilidad que los complejos de oro(l), una adecuada
eleccién de ligandos de coordinacién ha permitido sintetizar numerosos derivados de
oro(lll) con un interesante potencial anticancerigeno, seglin puede observarse en
exhaustivas revisiones bibliogréficas realizadas durante los dltimos afios!®®177, A pesar
de que la presente memoria se va a centrar en el papel antitumoral de los complejos de
oro(l), existen algunos puntos interesantes a considerar en cuanto al potencial clinico de
los complejos de oro(lll). Dadas sus similitudes con el cisplatino, podria pensarse que el
uso de estos derivados podria dar lugar igualmente a graves efectos secundarios debido
a una hipotética capacidad de interaccionar con el ADN. Aunque si se han descrito
algunos casos en los que la interaccion directa con esta macromolécula parece ser uno
de sus mecanismos de accidn’®18, también se han identificado otras dianas
moleculares diferentes y de gran interés en terapia. Por ejemplo, destaca la capacidad
de algunos derivados de oro(lll) de inducir una disminucidn en los niveles de expresion
de la ciclina B1, lo que induce un cese del avance en el ciclo celular en la fase Go/M*8!, o
la afinidad que muestran otros complejos de esta clase de inhibir a la enzima poli ADP
ribosa polimerasa 1 (PARP-1), de modo que pueden bloquear la reparaciéon del ADN82-
184 Estos estudios muestran que, a pesar de las caracteristicas que comparten el
cisplatino y los complejos de oro(lll), estos ultimos tienen un mayor potencial
antitumoral en cuanto a las dianas moleculares con las que pueden interaccionar, de
modo que poseen un interesante y prometedor futuro en quimioterapia.

Por su parte, el potencial anticancerigeno de los complejos de oro(l) ha sido objeto
de un mayor numero de investigaciones durante los ultimos afios. Solamente en lo
respectivo a su uso frente al cancer de colon se han publicado alrededor de un centenar
de articulos cientificos, centrados en la sintesis y caracterizacion de complejos tanto
mononucleares como dinucleares. Los avances mas recientes han sido recogidos en una
revision en la que participd la autora de la presente tesis doctoral*'3; en dicho articulo,
se detalla el mecanismo de accién de complejos de tipo fosfino derivados mono y
dinucleares con fosfinas mono y bidentadas, complejos con ligandos S-dadores, carbeno
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derivados, entre los que se cuentan los biscarbeno complejos, en su mayoria
mononucleares y, por ultimo, los alquinil derivados, de los que se incluye un menor
numero de ejemplos. Ademas, los ensayos realizados en el marco de esta tesis doctoral
se han centrado, principalmente, en el uso de complejos de oro(l) como potenciales
agentes quimioterapéuticos frente a cancer colorrectal.

Los complejos de oro(l) presentan de forma general una geometria lineal. El centro
metalico puede estar coordinado a diferentes tipos de ligandos para modificar sus
propiedades quimicas y bioldgicas. A diferencia de lo que ocurria en el proceso de
activacion del oxaliplatino, esta clase de complejos no suelen sufrir procesos de
acuacion; sin embargo, los ligandos pueden intercambiarse por biomoléculas una vez en
el interior de la célulat>®>9,

Al ser un acido blando?®>, el oro(l) siente una especial atraccién por los dtomos de
azufre y selenio, pero no tanta por el nitrégeno como les ocurre a los derivados de
platino, ni por el oxigeno. Es por ello que los complejos de oro(l) van a presentar una
menor afinidad por el ADN que el cisplatino y sus anadlogos en condiciones fisioldgicas®®.
En su lugar, estos complejos interaccionan principalmente con los grupos tiol de
proteinas y péptidos, en especial por aquellas que contengan azufre y/o selenio como
las selenoproteinas.

Las selenoproteinas son un grupo de proteinas que contienen el residuo
selenocisteina. La selenocisteina es una modificacién del aminoacido esencial cisteina,
y dada su importancia en el correcto funcionamiento del organismo, existe una corriente
de investigadores que la consideran un aminoacido esencial mas. Por lo general, el
residuo selenocisteina se localiza en el centro activo de estas proteinas y es clave para
su funcién, que suele estar relacionada con reacciones de oxidacidon-reduccién®®’,
Destaca como selenoproteina de gran interés para el propdsito de la presente tesis
doctoral la tiorreoxina reductasa (TrxR), el posible punto de convergencia entre el
efecto antitumoral del auranofin y su uso como DMARD.

La TrxR es una oxidorreductasa que forma parte del sistema tiorredoxina, necesario
para el mantenimiento de la homeostasis redox en el interior celular. Este sistema, que
se encuentra tanto en el citosol como en el interior mitocondrial, cuenta con tres
componentes: la tiorredoxina, la tiorredoxina reductasa y el NADPH. La Figura 19
muestra el ciclo de reacciones oxidacidon-reduccion que caracterizan a este sistema. La
funcién de este sistema redox consiste en activar a las peroxidasas intracelulares para
gue éstas puedan eliminar activamente el perdxido de hidrogeno. Esta activacion es
llevada a cabo por la tiorredoxina, mediante el traspaso de electrones provenientes del
NADPH. En el proceso, la enzima queda oxidada y debe volver a su forma reducida para
ser funcional de nuevo. Es aqui cuando interviene la TrxR, quien toma los electrones del
NADPH en primer lugar y los transfiere a la tiorredoxina oxidada, completando el ciclo.
Es decir, ni la tiorredoxina ni la tiorredoxina reductasa son enzimas con capacidad
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antioxidante per se, sino que su contribucion sobre el equilibrio redox es indirecta,
aunque no por ello menos importante!®18_ Como puede observarse en la Figura 19, los
tres componentes del sistema tienen el mismo peso en el proceso, y la ausencia o el
malfuncionamiento de cualquiera de ellos conduciria a un incremento en los niveles de
ROS que tendria consecuencias catastroficas para la célula. Esto es debido a que, como
adelantdbamos al describir el mecanismo de accién del cisplatino (ver apartado 1.3, pag.
45; Figura 14) y del oxaliplatino (ver apartado 1.4, pag. 54Figura 16), los radicales libres
danan distintas estructuras del interior celular y tienen un papel clave en la induccién
de la muerte celulart0>107.123 A| contribuir al correcto mantenimiento de los niveles de
ROS, el sistema tiorredoxina y, por extension la TrxR, estan involucrados en el control de
numerosos procesos celulares de gran importancia, entre los que se cuentan la
progresion en el ciclo celular o la regulacién de la muerte celular®®,

' Tiorredoxina
reducida

& activa \
5 S\
< 4
= J e
Activacion
peroxidasas
=~ |
a. r 3 /
2 Tiorredoxina )}{f
z oxidada i
{inactiva) e,
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Figura 19. Funcionamiento del sistema antioxidante tiorredoxina. La tiorredoxina activa a las
peroxidasas intracelulares al donarle los electrones que provienen del NADPH, quedando
oxidada durante el proceso. Al transmitirle los electrones del NADPH, la tiorredoxina reductasa
es capaz de reducir a la tiorredoxina oxidada y devolverla asi a un estado funcional.

Dada la relevancia del sistema tiorredoxina para la célula, existe un segundo sistema
antioxidante que sirve como refuerzo en caso de que esté comprometido: el sistema
glutatidn-glutarredoxina (Figura 20). Este sistema se compone de cuatro elementos:
NADPH, glutation reductasa (GR), glutatién y glutarredoxina. La GR pertenece a la misma
familia de oxidorreductasas que la TrxR, aunque se diferencian en que la primera no es
una selenoproteina. Pese a esto, la funcidon de ambas enzimas es practicamente idéntica:
transferir electrones del NADPH a otra entidad, que en este caso es el péptido glutation,
para finalmente activar a la glutarredoxina, encargada final del mantenimiento de la
homeostasis redox mediante la activacidén de las peroxidasas celulares, al igual que la
tiorredoxina. No obstante, la glutarredoxina tiene una actividad al margen de su funcién
antioxidante indirecta, que no es otra que la activacion de ciertas proteinas, como por
ejemplo la ribonucleasa, mediante la reduccién de puentes disulfuro que se hayan
podido formar en un entorno con un marcado caracter pro-oxidante. Esto hace que el
sistema glutation-glutarredoxina esté implicado en procesos celulares como la sintesis
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de los desoxirribonucleétidos del ADN. Finalmente, la glutarredoxina es capaz de cederle
electrones a la tiorredoxina oxidada cuando la TrxR es incapaz de hacerlo, de ahi su papel
como refuerzo del sistema tiorredoxina cuando su actividad puede verse comprometida
que se mencionaba antes!®>1%0,

Tiorredoxina
reducida

Tiorredoxina
oxidada
(inactiva)

Activacidn de
proteinas
diana (ej:

ribonucleasa)
mediante

reduccion de
puentes
disulfuro

&f

| GR oxidada
¥ (inactiva)

' Glutarredoxina
oxidada

NADPH

GR reducida i
(activa)

Figura 20. Funcionamiento del sistema glutation-glutarredoxina. La glutation reductasa (GR)
transfiere los electrones del NADPH al péptido glutation, quien a su vez se los transfiere a la
glutarredoxina. Una vez activada, la glutarredoxina puede transferir sus electrones a la
tiorredoxina, en caso de que la actividad de la tiorredoxina reductasa se encuentre
comprometida, o bien activar a otras proteinas al reducir los puentes disulfuro que se hayan
podido formar en un ambiente pro-oxidante.

Aunque su defecto pueda estar relacionado con la aparicion de patologias, también
un excesivo funcionamiento del sistema tiorredoxina puede contribuir a la aparicion o
al desarrollo de ciertas patologias. La artritis reumatoide parece ser una de estas
enfermedades relacionadas con la sobreexpresion de tiorredoxina y TrxR. Ambas
proteinas se encuentran en una cantidad muy superior a lo esperado en el liquido
sinovial de las regiones inflamadas de pacientes de este trastorno'®l. Erréneamente,
podria suponerse que la sobreexpresion de los componentes del sistema es un
mecanismo para combatir el estrés oxidativo que promueve el desarrollo de esta
enfermedad. No obstante, el efecto real es el contrario. La tiorredoxina promueve el
reclutamiento y la maduracién de las células dendriticas, quienes secretan citoquinas
pro-inflamatorias y contribuyen al progreso del trastorno!®?. De ahi el potencial
terapéutico del auranofin frente a la artritis reumatoide.

Al ser una selenoproteina, el auranofin se va a sentir naturalmente atraido hacia la
TrxR. Si esta enzima, ademas, esta sobreexpresada, las posibilidades de que farmaco y
enzima se encuentren en el medio extracelular o intracelular se multiplican. Asi, se
piensa que el efecto anti-inflamatorio de este compuesto puede estar mediado por la
inhibicion de la actividad normal de la tiorredoxina reductasa. Al inutilizar a la TrxR, todo
el sistema tiorredoxina deja de funcionar, generando un gran estrés oxidativo que causa
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la muerte de aquellas células que sobreexpresen a los componentes de este sistema,
que como se ha mencionado anteriormente son las responsables de la liberacién de
citoquinas pro-inflamatorias!®21%3,

También se ha encontrado una sobreexpresidon de la tiorredoxina reductasa en
algunos tipos de tumores, siendo especialmente llamativo el caso del cadncer colorrectal.
Dado que las células tumorales producen una mayor cantidad de ROS que las células
sanas por su rapido metabolismo, también cuentan con una mayor expresion de los
sistemas de defensa antioxidante para compensar. El estudio de los niveles de expresion
de la TrxR se utiliza para determinar la prognosis de un tumor, ya que cuanto mayor sea
este valor, mas alto sera el grado de agresividad de la enfermedad!®”188, Se establece
asi un paralelismo entre la artritis reumatoide y el céncer, siendo el punto de
convergencia los niveles anormalmente altos de TrxR y la efectividad del auranofin
frente a ambos trastornos, por lo demas tan diferentes. Efectivamente, diversas
investigaciones independientes apuntan a esta enzima redox como la principal diana
terapéutica del auranofin®4. En general, los complejos de oro(l) que se han sintetizado
y evaluado durante la ultima década comparten con su predecesor la capacidad de
inhibir a la TrxR, por lo que se han destinado grandes esfuerzos a mejorar la interaccion
complejo-enzima y asi aumentar la efectividad de la terapial!®1°>1%, Esta estrategia
cuenta, ademads, con la ventaja de ser selectiva frente a las células tumorales, puesto
que su sensibilidad al estrés oxidativo es mayor que la de una célula normal®®, En
consecuencia, los complejos de oro podrian ser una alternativa igual o mas eficaz que
los de platino frente al CRC, y, dado que su mecanismo de accién parece mas selectivo,
su toxicidad en tejidos sanos podria ser menor. Ademas, varios derivados han sido
probados con éxito sobre lineas celulares resistentes a cisplatino, lo que apunta a un
posible uso de los complejos de oro(l) en tumores resistentes a las estrategias
terapéuticas tradicionales!®’*8, También es interesante, aunque haya sido objeto de
menores investigaciones hasta el momento, la capacidad del auranofin de inhibir la
expresion de la isoforma mitocondrial de esta enzima (TrxR2)'* ya que apuntaria a una
posible capacidad de los derivados de oro(l) a inhibir la accién de esta enzima no solo
de forma directa, sino también indirecta.

De acuerdo con investigaciones posteriores, el mecanismo de accion del auranofin
no se limita a la inhibicidn de la TrxR, sino que existen otras dianas moleculares con las
que podria interaccionar. Es relativamente reciente el descubrimiento de la capacidad
de este complejo de interferir con el sistema ubiquitina-proteasoma, responsable de la
renovacion proteica en el interior celular. El proteasoma es una estructura proteica cuya
funcidn principal es la protedlisis, es decir, la degradacidén enzimatica de proteinas, con
lo que evita la formacidon de agregados proteicos que estan detrds de diversos
trastornos'®®-2%>, Estd compuesto por dos subunidades, la 19S o particula reguladora,
gue prepara al sustrato para la degradacién, y la 20S, la particula central, la que posee
la actividad proteasa. Como paso previo a su destruccion en el proteasoma, las enzimas
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ubiquitinasas afiaden residuos de ubiquitina a aquellas proteinas que van a ser
degradadas, entre las que se cuentan no solo las viejas sino también las mal plegadas.
Los residuos de ubiquitina son identificados por el proteasoma, lo que permite que la

protedlisis sea selectiva y controladaZ06-208,

Dada su capacidad proteolitica, el proteasoma estd directamente relacionado con el
control de diversos procesos celulares, entre los que se cuentan la progresion en el ciclo
celular, la respuesta inmune o la muerte celular. Ademas, resulta crucial para la
respuesta a diversos estreses, ya que debe eliminar a las proteinas que se dafien como
consecuencia??®2%, Por ello, seglin se ha mencionado anteriormente, alteraciones en el
proteasoma que le impidan realizar su funcion normal son la base de diversas

enfermedades, entre las que destacan las neurodegenerativas'®-202,

Por otra parte, de forma similar a lo que ocurria en el caso de la tiorredoxina
reductasa, algunas células tumorales, entre las que se encuentran las de CRC, tienen una
dependencia muy alta del proteasoma. Existen varias razones que lo explican. En primer
lugar, las células transformadas se valen de su proteasoma para eliminar a las proteinas
gue controlan el avance en el ciclo celular, para asi poder continuar con su alta tasa de
proliferacion; también lo utilizan para degradar a las proteinas resultantes de la
expresion de los genes supresores de tumores. Por otra parte, el proteasoma es
responsable de la activacién del factor de transcripcién NF-kB, que esta directamente
implicado en el desarrollo tumoral al inducir la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias
y de proteinas anti-apoptodticas. En situacién basal, el factor NF-kB se encuentra retenido
en el citoplasma por la proteina IkB, que es ubiquitinada en presencia de citoquinas pro-
inflamatorias y posteriormente degradada en el proteasoma; esto permite que el factor
NF-kB migre al nucleo, donde promueve la transcripcién de los genes relacionados con
los procesos antes mencionados (inflamacidn e inhibicién de la apoptosis)?!°. Por estos
motivos, el uso de inhibidores del sistema ubiquitina-proteasoma con fines
quimioterapéuticos resulta una aproximacion interesante. Uno de los ejemplos mas
representativos es el anticuerpo bortezomib, capaz de inhibir la funcién proteasomal en
un 30%, de modo que es téxico para una célula tumoral pero no para una célula sana?'°.
A la vista de estos datos, el sistema ubiquitina-proteasoma puede ser considerado como
una diana especifica de cancer colorrectal, de forma similar a lo que ocurre con la
tiorredoxina reductasa.

El tratamiento con auranofin causa un incremento en los niveles de proteinas
ubiquitinadas en el interior celular. Este efecto esta mediado por una inhibicion de las
deubiquitinasas asociadas a la subunidad 19S; es decir, el tratamiento no afecta
directamente a la actividad proteolitica de la subunidad 20S, pero al impedir la
deubiquitinacion ésta se bloquea y se acumulan proteinas viejas y/o mal plegadas en el
interior celular, causando la muerte de la célula. La inhibicidon de este sistema es parte
esencial de la induccidn de muerte mediada por este complejo de oro(l), tanto o mds
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como la inhibicidn de la TrxR. A esta conclusion llegaron Liu et al. tras realizar una serie
de ensayos sobre la linea HepG2 en presencia de dos compuestos antioxidantes: N-
acetil-cisteina y terbutil hidroquinona. El primero de ellos, ademds de ser capaz de
reducir los niveles de ROS en el medio intracelular, causa un cambio estructural en la
molécula de auranofin que le impide llevar a cabo la inhibicién de las deubiquitinasas,
de modo que revierte por completo su letalidad sobre las células tumorales. La terbutil
hidroquinona, sin embargo, solamente tiene funcion antioxidante, de modo que reduce
la capacidad del auranofin de causar la muerte celular, pero no la elimina
completamente?!!. Por lo tanto, tanto la inhibicién de la funcién proteasomal como de
la tiorredoxina reductasa son elementos necesarios para el efecto antitumoral del
auranofin.

Ausencia de \}
dagos ~

D02 0000000

Figura 21. Esquematizacion del mecanismo de accién del auranofin en la célula tumoral. Una
vez en el interior de la célula, el auranofin es capaz de bloquear la actividad de la isoforma
citoplasmatica de la enzima redox tiorredoxina reductasa, causando un aumento de radicales
libres que contribuye a la muerte de la célula; ademas, es capaz de reducir la expresion de la
isoforma 2, que se expresa en la mitocondria. Por ultimo, puede inhibir a las deubiquitinasas
asociadas a la subunidad 19S del proteasoma, lo que de forma indirecta provoca el bloqueo de
la degradacidn proteica que lleva a cabo este organulo de forma normal.

Este descubrimiento plantea la posibilidad de que los complejos de oro(l) puedan actuar
como complejos multidiana o “multitarget”, siendo capaces de atacar a la célula
tumoral por varias vias simultdneamente. Anteriormente, menciondbamos que el efecto
del oxaliplatino se ve potenciado al ser administrado junto con otros farmacos que
actuan siguiendo distintos mecanismos, ya que, entre otros beneficios, se consigue
reducir la aparicidn de resistencias!?!. Cuando se interfiere con una sola diana, a la célula
tumoral le resulta relativamente sencillo desarrollar un mecanismo para solventar el
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problema. En el caso del oxaliplatino o el cisplatino, consistiria en sobreexpresar los
sistemas de reparacion del DNA%384128 Sin embargo, cuando la accién de varios
componentes celulares se ve afectada, como ocurre al utilizar cécteles de
medicamentos o compuestos multitarget, la célula tumoral tiene mas complicado
proteger todas las dianas afectadas, aumentando asi las probabilidades de éxito de la
quimioterapia.
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1.6. FARMACOCINETICA. LA ALBUMINA SERICA COMO
TRANSPORTADOR DE FARMACOS

Hasta el momento, la presente memoria se ha centrado en el andlisis
farmacodinamico de distintos compuestos con accion antitumoral, es decir, en el efecto
gue dichos compuestos causan sobre el organismo, tanto sobre las células cancerigenas
como las sanas. No obstante, para desarrollar el medicamento quimioterapéutico ideal
gue se mencionaba en el apartado 1.3 no solo debe prestarse atencién a la
farmacodinamia, sino también a sus propiedades farmacocinéticas. La farmacocinética
es, en cierto modo, un concepto complementario al de la farmacodinamia, puesto que
estudia el efecto del organismo sobre el farmaco. Desde que el farmaco es administrado
al paciente hasta que llega a la regidn del organismo sobre la que debe actuar, es
susceptible de verse afectado por alguno de los procesos de Liberacién, Absorcion,
Distribucion, Metabolismo y Excrecidn, que se agrupan bajo el acronimo LADME?!2,

El primero de estos pardmetros, la liberacion del farmaco, no es aplicable en todas
las situaciones. Hace referencia a la salida del compuesto de la forma en la que ha sido
administrado, por lo que es un concepto especialmente relevante cuando se recurre a
nanocarriers o similares, puesto que la cantidad de farmaco que finalmente sea liberado
en la zona donde ha de actuar es un claro determinante para la efectividad de la
terapia?'??13, Los procesos de liberacidn controlada son una tendencia en alza, puesto
gue pueden mejorar la eficacia del tratamiento, al permitir una salida localizada en la
region de interés, a la par que reducen sus posibles efectos secundarios. Esta dualidad
se ha mencionado ya en el apartado 1.4 al discutir acerca del uso de nanoportadores
como estrategia para disminuir la toxicidad del cisplatino sobre los tejidos sanos. En
concreto, recurrir a nanoparticulas de oro para vehiculizar al cisplatino ha supuesto una
mejora considerable de sus propiedades farmacocinéticas, de acuerdo con los
resultados obtenidos por Comenge et al.14

De igual manera, no todos los fdrmacos pasan por procesos de absorcidn, ya que se
define como el paso de los compuestos a la corriente sanguinea y, por consiguiente, se
limita a aquellos medicamentos que no han sido administrados por via endovenosa?!?.
La absorcion es especialmente relevante para aquellos farmacos que son administrados
por via oral, puesto que condiciona sobremanera su disponibilidad final. Uno de los
factores que mas influyen sobre estos procesos es la lipoficilidad del farmaco, ya que
determina la velocidad a la que es absorbido por el tracto gastrointestinal. Es por ello
que resulta de gran interés estimar el caracter lipdfilo del complejo, que viene
representado en términos del LogP del mismo. Este pardmetro da una idea acerca del
caracter lipdfilo o hidrofilo de un compuesto, asi como de su potencial facilidad para
atravesar la membrana lipidica de una célula?’3. EIl modo de administracién del
cisplatino, entre otros, se ve condicionado por este pardmetro. Al ser un fdrmaco cuya
solubilidad en agua es baja, suele ser administrado de forma endovenosa en lugar de
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oral. No obstante, utilizando formulaciones que aumenten su solubilidad en agua, como
una solucion de nano-hidroxiapatita, es posible no solo administrarlo por via oral sino
ademas lograr un efecto comparable al que se consigue con la administracién
endovenosa. Teniendo en cuenta que a un paciente oncolégico le resulta mas comoda
una administracion por via oral que endovenosa, tener en cuenta estos principios a la
hora de desarrollar nuevas terapias es clave para contribuir a la mejora de la calidad de
vida del paciente?!4,

La distribuciéon de un farmaco comienza una vez que se encuentra en el torrente
sanguineo, por lo que es un proceso que sufren todos los medicamentos
independientemente de su formulacién, forma de administracion y caracteristicas
basicas. Consiste en el transporte hasta la region sobre la que debe ejercer su efecto
terapéutico y en su retorno a la circulacidn sistémica para ser excretado una vez termina
su funcion?!?. Aqui entran en juego las proteinas plasmaéticas, puesto que los farmacos
son capaces de unirse a ellas con mayor o menor afinidad, lo que facilita su transporte
por el torrente sanguineo. La fuerza de esta interaccidon farmaco-proteina plasmatica
serd otro de los parametros con una fuerte influencia sobre la biodisponibilidad final del
compuesto en el tejido?'3. De entre las distintas proteinas presentes en el plasma, la
albumina sérica es una de las principales implicadas en la distribucién de los farmacos.

La albumina sérica (Human Serum Albumin; HSA) es la proteina mas abundante del
plasma, suponiendo entre un 55 y un 60% del computo global de proteinas. Se trata de
una macromolécula de pequeiio tamafio (tiene un peso molecular de 67 kDa
aproximadamente?'®), cargada negativamente, muy estable y con una vida media larga.
Entre sus diversas funciones en el organismo se encuentra la de actuar como
transportador de diversas sustancias, a saber, éxido nitrico, hormonas, acidos biliares,
bilirrubina, algunas endotoxinas bacterianas, metales y farmacos?'®?'7, Existen varios
sitios hidréfobos en la proteina a los que pueden unirse las citadas moléculas, aunque
en el caso de los farmacos los mas importantes son los denominados sitio | y sitio Il
(Figura 22). Al sitio | también se le denomina sitio de unién a warfarina; otros ejemplos
de farmacos que se sabe que son capaces de unirse a esta regiéon son los
antiinflamatorios no esteroideos como la fenilbutazona o el salicilato. El sitio Il, por su
parte, recibe el nombre de sitio de uniéon a la benzodiazepina, aunque también se sabe
que pueden unirse en esta zona el diazepam y el ibuprofeno. El sitio | es de mayor
tamafio y mads flexible que el sitio Il, en el que las uniones a farmacos estadn
condicionadas por la estereoselectividad?'”218,
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v

Site 1l

Domain I
Site |
nBs

Domain Il

Figura 22. Estructura cristalografica de la BSA. Se muestran indicados los bolsillos hidrofébicos
de unién a compuestos (sitios | y Il). Fuente: Cai et al. Colloids and Surfaces A: Physicochem. Eng.
Aspects. 372 (2010) 35-40%°,

En cuanto al tipo de unidn que se establece entre farmaco y HSA, pueden entrar en
juego interacciones hidrofdbicas, uniones electrostaticas, formacion de complejos
metal-albimina y enlaces covalentes. Estos ultimos pueden ser reversibles o
irreversibles. Una unién farmaco-albumina reversible permite que la proteina actle
como un reservorio del compuesto, con lo que se puede aumentar su biodisponibilidad,
ya que el compuesto se va liberando conforme disminuye su concentracién en plasma.
Por su parte, una unidon demasiado fuerte puede afectar negativamente al metabolismo
del farmaco y a su posterior excrecién. Ademas de estas consecuencias a nivel
terapéutico, estas uniones pueden causar modificaciones en la estructura y, por
consiguiente, en la funcidn de la albumina, asi como promover la formacién de aductos
proteicos a nivel renal y hepético, causando dafios en ambos drganos?”?18, No obstante,
una unién demasiado débil podria tener un efecto similar en cuanto a la
biodisponibilidad del farmaco, puesto que se veria dificultada su distribucién por el
organismo.

Finalmente, ademds de transportar al farmaco por el torrente sanguineo, la unién a
la albumina sérica puede influir sobre su entrada en la célula, ya que se cree que existen
mecanismos que facilitan la captacion de esta proteina por parte de las células??°. En
este sentido, aquellos farmacos que sean transportados por la albumina sérica podrian
gozar de una mayor biodisponibilidad que aquellos que no lo son debido a su papel como
reservorio antes mencionado y a los mecanismos de captacion de esta proteina.

Algunos investigadores aglutinan los procesos de metabolismo y excrecion bajo un
Unico término, eliminacién, puesto que ambos conceptos hacen referencia al conjunto
de reacciones que tienen como ultimo fin la salida del farmaco del organismo. Estos dos
procesos se resumen en que el compuesto original sufre una serie de reacciones

71

~
| S—



INTRODUCCION: Farmacocinética. La albumiina sérica como transportador de fdrmacos

enzimaticas destinadas a cambiar sus propiedades quimicas, dando lugar a nuevos
metabolitos cuya excrecidon es mas sencilla. Generalmente, estos cambios metabdlicos
estdn orientados a aumentar la solubilidad de la molécula de partida. Entre las enzimas
gue se encargan del metabolismo de los farmacos, que se encuentran en su mayoria en
el higado, destaca el citocromo p450. Finalmente, estos metabolitos seran eliminados,
en su mayoria por via renal?2213,

También la albumina sérica interviene en estos dos procesos. Su impacto sobre el
metabolismo de los farmacos se debe a que posee una cierta actividad enzimatica y
puede inducir modificaciones sobre la estructura del farmaco. Por ejemplo, se ha
observado que el sitio | presenta actividad esterasa, lo que le permite convertir al acido
acetilsalicilico en acido salicilico??!. Al margen de esta actividad enzimatica intrinseca a
esta proteina, también puede facilitar la entrada del farmaco en el tejido hepatico para
gue enzimas como el ya mencionado citocromo p450 puedan ejercer su efecto sobre el
farmaco, gracias a los mecanismos de captacion de la albumina que poseen las
células??%222_En cuanto a su papel en la excrecidn de los farmacos, se ha observado que
bajas concentraciones en sangre de HSA pueden promover un aumento de la
eliminacion de algunos anticuerpos monoclonales como por ejemplo el infliximab, lo
gue se traduce en un fallo de la terapia puesto que su biodisponibilidad baja
considerablemente??3,

En definitiva, a la hora de evaluar el uso potencial de un farmaco debe evaluarse no
solo su mecanismo de accidn, sino que también se deben tener en cuenta los procesos
farmacocinéticos, ya que condicionardn su efecto terapéutico final.
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1.7. OBJETIVOS

En vista de lo enunciado anteriormente, es necesario dar con nuevos agentes
quimioterapéuticos que cumplan los criterios de eficacia y seguridad para poner freno
al incesante numero de muertes causadas por el CRC, asi como para mejorar la calidad
y esperanza de vida de los pacientes. Para alcanzar esta meta, estos nuevos farmacos
deberdn dirigirse contra dianas especificas del cancer colorrectal, para asi evitar dafios
sobre los tejidos sanos. En este sentido, el ideal de la medicina personalizada sostiene
qgue aquellas proteinas que son de gran relevancia para el desarrollo de la masa tumoral
y que, ademds, se encuentren sobreexpresadas, como pueden ser la tiorredoxina
reductasa, alguno de los componentes del sistema ubiquitina-proteasoma o la enzima
ciclooxigenasa, podrian ser la clave para el disefio de nuevas estrategias terapéuticas, a
diferencia de las actuales basadas en farmacos de platino que interfieren con una
macromolécula ubicua como es el ADN.

Por consiguiente, el objetivo principal de esta tesis doctoral consistié en encontrar
posibles alternativas a los farmacos basados en platino que se utilizan a dia de hoy. A
raiz de lo expuesto anteriormente en relacién a la afinidad natural por los derivados de
oro(l) y la tiorredoxina reductasa o el proteasoma, se recurrié a esta clase de
compuestos por su potencial antitumoral frente al cancer colorrectal. No obstante, no
se perseguia el bloqueo de una Unica diana de CRC, sino que el fin ultimo fue la
obtencién de agentes multidiana capaces de alterar la actividad de mas de una diana
molecular del cancer colorrectal, puesto que su eficacia terapéutica es mayor que la de
aquellos farmacos que inhiben una uUnica diana. Ademas, se buscaba identificar nuevos
farmacos capaces de inducir muerte cellular alternativa a la apoptosis, ya que podrian
resultar de gran interés en el tratamiento de tumores resistentes a la misma.

Ademas de aprovechar las caracteristicas que de por si poseen los derivados de oro(l),
se pretendid buscar nuevas formas de incrementar su efecto terapéutico haciendo uso
del prometedor potencial de los polifenoles como agentes quimioterapéuticos. Dicho
estudio se puede llevar a cabo siguiendo dos estrategias distintas. Por un lado,
analizando el efecto de una nueva combinacion de farmacos compuesta por un derivado
de oro(l) y un extracto vegetal como una posible estrategia para mejorar la eficacia
terapéutica del farmaco metalico y/o reducir sus efectos secundarios, tal y como se ha
descrito que ocurre con el cisplatino. Por otro lado, evaluando el efecto del uso de
moléculas del tipo polifenol, tal es el caso de la unidad 3-hidroxiflavona como ligando
de coordinaciéon en cuanto al efecto antitumoral de una serie de nuevos alquinos
derivados de oro(l).
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Synthesis of metallic complexes

Gold(l) and silver(l) complexes were synthetized by members of Inorganic Chemistry
department of University of Zaragoza.

1. Synthesis of alkynyl gold(l) complexes coordinated with soluble phosphines PTA
and DAPTA: [Au(C=CPh)(PTA)] (1a), [Au(C=CPh)(DAPTA)] (1b) and [Au(C=C-2-
NCsHa4)(PTA)] (2a).

Described by Vergara et al.! To a solution of KOH (0.022 g, 0.385 mmol) in MeOH (ca.
10 ml) containing the alkyne (0.308 mmol) was added [AuCI(PR’3)] (PR’s = PTA, DAPTA)
(0.257 mmol). Then, the mixture was stirred for ca. 20 h at room temperature; the
precipitate was isolated by filtration, washed with methanol and diethyl ether and dried
in aire.

2. Synthesis of alkynyl gold(l) complexes derived from 3-hydroxyflavones

General procedure for the preparation of the 3-hydroxyflavones (HL-1a-d). NaOH (0.4
g) was added to a methanol (20 mL) solution of 2-hydroxyacetophenone (3.32 mmol)
and benzaldehyde or the different para-substituted benzaldehydes (3.32 mmol). The
reaction was refluxed for 3 h until it acquires an intense orange color. The reaction was
cooled to room temperature and followed by the addition of NaOH (0.4 g) dissolved in
20 mL of water and 1.45 mL of H20; (33% w/v). After 3 h of stirring, the mixture was
poured into an ice-water solution affording yellow solids, which were filtered off and
dried in air.

General procedure for the preparation of the propargyl flavones (HL-2a-d). K,COs in
excess and propargylbromide (1.6 equivalents) were added to a solution of flavones HL-
1a-d. The reaction was heated under reflux for 6 hours, and after this time, the excess
of base was filtered off and the residue was evaporated to dryness.

Synthesis of 3a-d and 4a-d series was described by Marmol et al.? To a solution of
KOH (0.225 mmol) in MeOH (ca. 10 mL) containing L2a-d (0.15 mmol) was added
[AuCI(PR’3)] (PR’3 = PPhs, PTA) (0.15 mmol). The corresponding solids precipitated in the
methanolic solution, and were isolated by filtration after 20 h of stirring at room
temperature, washed with methanol and diethyl ether, and dried in vacuo.

Synthesis of the [Au(L)(NHC)] complexes (series 5a-d and 6a-d). To a solution of KOH
(0.35 mmol) in MeOH (ca. 10 mL) containing La-d (0.2 mmol) was added [AuCI(NHC)]
(NHC = IMe, IPr) (0.18 mmol). The corresponding solution was evaporated to dryness
after 8 h of stirring at room temperature. Dichloromethane (10 mL) was added and the
solution was filtered over Celite, concentrated and the addition of diethyl ether lead to
white solids, which isolated by filtration and dried in air.
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3. Synthesis of gold(l) and silver(l) complexes with N- or S-donor ligands derived
from 2-anilino-pyridine

Synthesis of the ligands {(4-pyCO)N(Ph)(py)} (L1) and {(2-(CaH4S)CO)N(Ph)(py)} (L2).
To a dichloromethane solution (10 mL) of 2-anilinopyridine (0.3404 g, 2 mmol) under
argon atmosphere was added NEtsz (0.2626 g, 2.6 mmol) and 4-chlorocarbonylpyridine
(0.3560 g, 2 mmol) or 2-chlorocarbonylthiophene (0.2932 g ,2 mmol). The reaction was
stirred for 24h at room temperature. The solution was washed with a saturated solution
of NaHCOs3 and then washed with dichloromethane (3x20mL) and dried with anhydrous
MgSOa. Then the solution was filtered through Celite and the solution was reduced to
minimum volume under vacuum. The addition of n-hexane afforded a white solid which
was filtered of and washed with n-hexane.

Synthesis of the complexes [Au(L)(PPhs3)](OTf) (L1, 7a; L2, 7b). To a dichloromethane
solution (10 mL) of [AuCI(PPhs)] (0.1484 g, 0.3 mmol) was added [Ag(OTf)] (0.0848 g,
0.33 mmol). After 45 min of stirring protected from light, the white solid (AgCl) was
filtered through Celite and the solution was added to dichloromethane solution (10 mL)
of L1 (0.0743 g, 0.27 mmol) or L2 (0.0757 g, 0.27 mmol). The reaction was stirred for 2h
at room temperature. Then the solution was reduced to minimum volume under
vacuum. A white solid was obtained and washed with n-hexane.

Synthesis of the complexes [Ag(OTf)(L)(PPhs)] (L1, 8a; L2, 8b). To a dichloromethane
solution (10 mL) of [Ag(OTf)(PPhs)] (0.1557 g, 0.3 mmol) was added L1 or L2 (0.3 mmol).
After 45 min of stirring protected from light at room temperature, the solution was
reduced to minimum volume under vacuum. A white solid was obtained and washed
with n-hexane.

Synthesis of the complexes [Ag:(OTf)2(L)(PPhs3)2] (L1, 9a; L2, 9b). To a
dichloromethane solution (10 mL) of [Ag(OTf)(PPhs)] (0.1557 g, 0.6 mmol) was added L1
or L2 (0.3 mmol). After 45 min of stirring protected from light at room temperature, the
solution was reduced to minimum volume under vacuum. A white solid was obtained
and washed with n-hexane.

Synthesis of the complexes [Ag(OTf)(L)]2 (L1, 10a; L2, 10b). To a dichloromethane
solution (10 mL) of [Ag(OTf)] (0.051 g, 0.2 mmol) was added L1 or L2 (0.2 mmol). After
45 min of stirring protected from light at room temperature, the solution was reduced
to minimum volume under vacuum. A white solid was obtained and washed with n-
hexane.

Synthesis of the complexes [Ag(OTf)(L):] (L1, 11a; L2, 11b). To a dichloromethane
solution (10 mL) of [Ag(OTf)] (0.051 g, 0.2 mmol) was added L1 or L2 (0.4 mmol). After
45 min of stirring protected from light at room temperature, the solution was reduced
to minimum volume under vacuum. A white solid was obtained and washed with n-
hexane.
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Distribution coefficient calculation

N-octanol-water partition coefficient was determined by the shake-flask method. PBS
buffered distilled water (100 ml, phosphate buffer [PO43>] = 10 uM, 0.15 mM NaCl, pH
7.4) and 100 ml of n-octanol were shaken together 72h to allow saturation of both
phases. Approximately 1 mg of each complex was mixed in 5 ml of agueous and organic
phase for 10 min respectively. The resultant emulsion was centrifuged to separate the
phases and complex concentration on each one was determined by UV absorbance
spectroscopy. LogP7.4 was defined as log([compoundorganic)]/[compound agueous)]).-

Study of complex-BSA interaction

A 1 mM stock solution of bovine serum albumin (A2153 Sigma-Aldrich) was prepared
in PBS at pH 7.4 (real concentration was confirmed by UV-Vis spectroscopy, €280 nm =
43,284 M1-cm™). Gold complexes were dissolved on DMSO to achieve a 6 mM stock
solution and six aliquots of 2.5 ul were added to a 50 mM solution of BSA in PBS placed
in a quartz cuvette of 1 cm optical path, giving rise to the final concentrations of 5, 10,
15, 20, 25 and 30 uM. The fluorescence spectra were recorded on a Jobin-Yvon-Horiba
fluorolog FL-3-11 spectometer. The samples were excited at 295 nm and the emission
spectra were recorded in a range from 310 to 450 nm with emission slits set to 1.6 nm.
Samples were measured upon 4 min incubation with each gold aliquot. Fluorescence
intensities of PBS and gold complexes were irrelevant under described conditions, as
were the effect of the addition of gold aliquots and the effect of incubation time
between measurements. Data were analyzed by using Stern-Volmer equation: Fo/F = 1
+ Ksy[gold complex] = 1 + Kqro[gold complex], in order to obtain Stern-Volmer Quenching
constant (Ks).

The binding constant (Ky) was quantified by using the modified Stern-Volmer
equation: log[(Fo-F)/F] = logKy + nlog[gold complex]

Preparation of Rosa canina extracts

R. canina rosehip extracts were provided by members of Applied Chemistry
department from Public University of Navarra as described by Jiménez et al.?

Rosehips were harvested in 2014 from a field called Ca’l retor, located in Mariola
Mountain, Alicante, Spain. Rosehip peel and pulp (10 g) were homogenized with ultra-
turrax and then macerated for 24 h in a 250 mL acetone:water (80:20 v/v) solution. After
this phase, the sample was lyophilized (Telstar, model Cryodos-50, Spain) to eliminate
solvents and all the antioxidants are present in the residue obtained (Total Extract, TE).
This extract was then fractionated using a solid phase chromatography to obtain three
different antioxidants fractions. First of all, the residue was solved in sulphuric acid (5
ml, 0.5 M), the solution was centrifuged (15000 rpm, 30 min) and passed through a
Chromabond C-18 cartridge (Scharlab S.L., Barcelona) previously conditioned (2 ml of
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methanol and 5 ml of 5 mM H3S0a). Polar substances, such as vitamin C, were extracted
with 2 mL of 5 mM HSOa.. Phenolic compounds retained in the cartridge, were eluted
with methanol (2 ml) and distilled water (5 ml). From this solution, considered as purified
rosehip extract, neutral and acidic phenols were extracted and fractioned. In brief, the
purified rosehip extract pH was adjusted to 7.0 (using a 2 M NaOH solution) and passed
through a preconditioned Chromabod cartridge with 8 mL of methanol followed by 4 mL
of distilled-deionized water. The column was washed with 10 ml of distilled-deionized
water and neutral phenols (NP) were eluted using methanol (12 ml). The effluent
portion pH was adjusted to 2.0 (using 2.0 M HCI) and then it was passed through a
cartridge preconditioned with methanol (8 ml) and HCI (4 ml, 0.01 M). Subsequently
column was washed with HCI (5 ml, 0.01 M) and the retained fraction (acidic phenols,
AP) was eluted using methanol (12 ml). The three fractions were dried using the
lyophilizer and then were frozen at -80°C until dilution on cell culture medium for cell
treatment (see below ‘Cell treatment’ section).

Cell culture

Four different human cancer cell lines have been used during the previously
discussed work. Details regarding their origin are summarized:

- Caco-2 cells: colorectal adenocarcinoma. Kindly provided by Dr. Edith Brot-
Laroche (Université Pierre et Marie Curie-Paris 6 UMR S872, Les Cordeliers,
France).

- HepG2 : hepatocellular carcinoma. Kindly provided by Dr. Maria Angeles Alava
(Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de Zaragoza,
Spain).

- MCF-7: breast adenocarcinoma. Kindly provided by Dr. Carlos J. Ciudad and Dr.
Veronica Noé (Departamento de Bioguimica y Fisiologia, Facultad de Farmacia,
Universidad de Barcelona, Spain).

- MDA-MB-231: breast adenocarcinoma. Kindly provided by Dr. Carlos J. Ciudad
and Dr. Veronica Noé (Departamento de Bioquimica y Fisiologia, Facultad de
Farmacia, Universidad de Barcelona, Spain).

Cell lines were maintained in a humidified atmosphere of 5% CO, at 379C. Cells
(passages 20-40) were grown in Dulbecco’s Modified Eagles medium (DMEM) (Gibco
Invitrogen, Paisley, UK) supplemented with 20% fetal bovine serum, 1% non-essential
amino acids, 1% penicillin (1000 U/ml), 1% streptomycin (1000 pg/ml) and 1%
amphotericin (250 U/ml). Culture medium was replaced every two days and cells were
passaged enzymatically with 0.25% trypsin-1 mM EDTA and sub-cultured on 25 cm?
flasks at a density of 2-10* cells/cm?.
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For assays on cancer cell models (undifferentiated Caco-2, HepG2, MCF-7 and MDA-
231 cells), treatment was added 24h post-seeding and then incubated the required time
for each experiment.

For assays on differentiated Caco-2 cells -a model of the gastrointestinal barrier-, cells
were cultured on 96-wells plates under standard culture conditions for 7 to 9 days, until
reaching 80% confluence as confirmed by optic microscopy observance. Traditionally, it
was considered that differentiation was reached upon two weeks post-seeding;
however, Natoli et al.* found that sub-culturing cells at 50% confluence for maintenance
instead at 80% resulted in a high conservation of proliferative capacity, thus reaching
differentiation faster. Treatment was added after this differentiation time without
further considerations.

Cell treatment

Gold(l) and silver(l) complexes were initially solved on DMSO to a concentration of
20 mM and then diluted on cell culture medium without fetal bovine serum (FBS) to the
required work concentrations. Rosa canina extracts were solved on FBS-free medium to
a concentration of 1 mg/ml and then diluted on FBS-free medium to the required work
concentrations.

For treatment, cell culture medium was replaced with medium containing complexes
and/or plant extracts and cells were incubated at 372C for a variable time depending on
the assay. Mock-treated cells or negative control was included on each experiment (cells
treated with 3.5 nM DMSO).

When a pre-incubation with a selected compound was needed prior to cell treatment
with metallic complexes/plant extract, those compounds were previously solved on the
required solvent as summarized below and then diluted on FBS-free medium to work
concentrations. Cells were pre-incubated at 379C and then cell culture medium was
replaced with medium containing metallic complexes and/or plant extracts for further
incubation at 372C.

- Necrostatin-1 (N9037, Sigma-Aldrich): 20 mg/ml DMSO

- N-acetyl-cysteine (A9165, Sigma-Aldrich): 33 mg/ml DMSO

- SN-50 (481480, Sigma-Aldrich): already solved

- TNFR1 analog (SRP6389, Sigma-Aldrich): 50 ug/mL PBS (phosphate buffered
saline)

- Chloroquine (C6628, Sigma-Aldrich): 10 ml/ml PBS
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Cell proliferation determination

1. MTT assay

MTT assay depends on 3-(4,5-dimethyl-2-thiazoyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) (CTO1-5 Sigma-Aldrich). Mitochondrial dehydrogenase from viable cells is able to
reduce MTT reactive to formazan, a reaction that can be followed
spectrophotometrically due to the color change from yellow to blue®>. MTT reactive was
solved on DMSO to a concentration of 5 mg/ml.

Cells were plated in 96-well plates at a density of 4000 cells per well, incubated 24h
under standard cell culture conditions (for assays with cancer models) and then treated
and incubated the required time for each determination. After such incubation with
treatment, 10 pl of 5 mg/ml MTT solution were added to each well and cells were then
incubated for 3 h at 372C. Medium was replaced by inversion and 100 ul DMSO were
added to each well to solve formazan crystals. Plates were shaken 5 min and absorbance
was measured at 560 nm with DTX 800 (Beckman Coulter) (chapter 1) or SPECTROstar
Nano (BMG Labtech) (chapters 2-4). Absorbance was proportional to number of living
cells and converted to percentage of cell viability comparing to data obtained from
negative control.

2. SRB assay

The sulforhodamine B (SRB) assay is considered as an indirect method to determine
cell viability, and it is recommended for those situations when MTT assay should be
avoided®’. This method is based on the capacity of SRB to bind cell proteins, thus the
amount of dye might be correlated to cell mass®.

Cells were plated in 96-well plates at a density of 4000 cells per well, incubated 24h
under standard cell culture conditions (for assays with cancer models) and then treated
and incubated the required time for each determination. After such incubation with
treatment, cells were fixed with 500 g/| trichloroacetic acid for 1h at 42C, washed with
PBS and stained with 4g/l of SRB for 20 min at room temperature covered from light.
Plates were washed three times with 10 ml/| of acetic acid to remove unbounded dye
and protein-bound dye was extracted with 10 mmol/l Tris base. Absorbance was
measured at 540/620 nm with SPECTROstar Nano (BMG Labtech) and considered
equivalent to cell viability. Results were expressed as percentage of cell viability
comparing to data obtained from negative control.

ICs0 and Selectivity Index calculation

For ICso calculation, a stock solution of gold(l) and silver(l) complexes in DMSO was
added to cells in a concentration range of:
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- 1.25-20 uM for complexes 1a, 1b, 2a, 3a-d, 4a-d, 10-11a, 7-9b and 11b on cancer
cell models.

- 5-80 uM for complexes 5a-d and 6a-d on undiferentiated Caco-2 cells.

- 0.31-5 uM for complexes 7a, 8a, 9a, 10b on undifferentiated Caco-2 cells, 11b on
MCF-7 cells and 7b on MDA-231 cells.

- 20,40, 60, 80, 100 uM for free ligands on cancer cell models except L1 and L2 on
MCF-7 and MDA-231 cells (1.25-20 uM).

Upon 72h incubation with complexes, cell viability was determined with the assays
previously described and absorbance was converted into percentage of growth
inhibition. To determine ICsp value, percentage of cell viability versus complex
concentration was plotted, then concentration required to reach 50% of cell viability
was extrapolated.

Selectivity Index was calculated as previously described by Badisa et al.’

S| IC50 non—cancer tissue

IC50 cancerous tissue
Quantification of apoptotic and necrotic populations

Caco-2 cells were plated on 25 cm? flasks at a density of 300,000 cell per flask,
incubated 24h under standard cell culture condition and then exposed to treatment the
required time (24 or 48h). For annexin V-FITC and propidium iodide double staining, cells
were collected by trypsinization and transfered to flow cytometry tubes, then washed
twice with PBS, resuspended in 100 pl of annexin V binding buffer (10 mM Hepes/NaOH
pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl;) and 5 pl of annexin V-FITC and 5 pl of propidium
iodide were added to each sample. After 15 min incubation at room temperature
protected from light, 400 pl of 1X annexin binding buffer were added and fluorescence
intensity was measured with FACSARIA BD for 1h. Signal intensity was further analyzed
with FASCDIVA BD.

Analysis of executioner caspases activation with fluorescence
microscopy

Caco-2 cells were plated in 96-well plates at a density of 4000 cells per well, then
incubated 24h under standard cell culture conditions and exposed to ICsp value of
[Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) for 24h. Cell culture medium was removed and replaced
with CellEvent™ Caspase-3/7 detection reagent (C10423, ThermoFisher), previously
diluted in PBS (90 pl/ml). After 10 min incubation, fluorescence was observed by using
confocal microscopy in a Nikon Eclipse Ti® inverted fluorescence microscope, coupled
with a confocal module. Excitation and emission settings were 488 and 590/50 nm
respectively. Fluorescence intensity was analyzed with Fiji software.
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Determination of BAX, Bcl-2, actived caspase 3 and actived caspase
9 protein levels by flow cytometry

Caco-2 cells were plated on 25 cm? flasks at a density of 300,000 cell per flask,
incubated 24h under standard cell culture condition and then exposed to ICsp value of
[Au(C=CPh)(PTA)] (1a) for 24h. After treatment, cells were collected by tripsinization and
then fixed in 0.01 % formaldehyde for 15 min and centrifuged 5 min at 300 g. For cell
membrane disruption, pellet was suspended in 100 pl of 0.5% v/v in PBS digitonin
solution and incubated 15 min at room temperature covered from light. After
incubation, cells were washed with 2 ml PBS containing 0.1% digitonin and centrifuged
300 g 5 min. 2 ul of the corresponding antibody (listed below) were added to each
sample and the resultant mixture was incubated 1h at room temperature. Finally, cells
were centrifuged 5 min at 500 g, washed twice with PBS and resuspended in 400 pl of
PBS. Fluorescence was analyzed with FACSARRAY BD equipped with an argon ion laser.

- Anti-BAX antibody [T22-A] (ab139543, Abcam). A(Ex) = 493 nm; A(Em) = 528 nm.

- Anti-Bcl-2 antibody [Bcl-2/100] (272337, Abcam). A(Ex) = 645 nm; A(Em) = 660
nm.

- Caspase 9 (active) Red Staining Kit (ab65619, Abcam). A(Ex) = 394-400 nm; A(Em)
=495-505 nm.

- Anti-active caspase 3 antibody, clone 92-605 (559565, Biosciences). A(Ex) = 494
nm; A(Em) =520 nm.

Measurement of caspase 3 and 8 activation by colorimetric assays

Caco-2 cells were grown at 25 cm? flasks at a density of 300.000 cells per flask and
incubated overnight under standard culture conditions. Cells were then exposed to ICso
of [Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a) and [Ag(TfO)(L1)(PPhs3)] (8a) for 24h, then collected by
trypsinization for caspase 3 and 8 activity determination.

- Caspase 8 Assay Kit (ab39700, Abcam) was used for colorimetric determination
of caspase 8 activation. Treated Caco-2 cells were manipulated according to
manufacturer’s instructions and absorbance was measured at 400 nm with
SPECTROstar Nano (BMG Labtech). Protein concentration was determined by
Bradford method.

- For caspase 3 activation measurement, Caspase 3 Assay Kit, Colorimetric (CASP-
3-C Sigma Aldrich) was used. Treated Caco-2 cells were manipulated according
to manufacturer’s instructions and absorbance was measured at 405 nm with
SPECTROstar Nano (BMG Labtech). Protein concentration was determined by
Bradford method as previously described.

Flow cytometry mitochondrial membrane potential assay
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Caco-2 cells were plated on 25 cm? flasks at a density of 300,000 cell per flask,
incubated 24h under standard cell culture condition and then exposed to treatment the
required time (24 or 48h). After treatment, cells were collected by tripsinization, washed
twice with PBS and resuspended in PBS at a concentration of 1-10° cells/ml. 5 pl of 10
UM cationic dye 1,1’,3,3,3’-hexamethylindodicarbo-cyanine iodide were added to each
sample and incubated 15 min at 372C. Then, 400 ul of PBS were added to each tube and
Fluorescence was analyzed by flow cytometry using a FACSARRAY BD equipped with an
argon ion laser. Excitation and emission settings were 633 and 658 nm respectively.

Quantification of cytochrome c release

This assay is based on the method proposed by Christensen et al.1° and consists on a
two-step permeabilization with digitonin and saponin. Digitonin is able to lyse cell
membrane but maintains mitochondrial integrity, thus citoplasmatic cytochrome c that
has been released from damaged mitochondria is lost. Then, saponin is used to
permeabilize the remaining mitochondria and the total amount of not-released
cytochrome c can be determined.

Caco-2 cells were plated on 25 cm? flasks at a density of 300,000 cell per flask,
incubated 24h under standard cell culture condition and then exposed to ICso of
[Au(C=CPh)(PTA)] (1a) for 24h. After treatment, cells were collected by tripsinization and
resuspended in 100 pl of ice-cold permeabilization buffer | (100 mM KCl, 50 pg/ml
digitonin in PBS). After 5 min incubation, 100 ul of 4% paraformaldehyde in PBS were
added to each sample, then centrifuged 5 min at 500 g at 42C. Supernatant was removed
and pellet was resuspended in 4% paraformaldehyde. Upon 20 min incubation at room
temperature, samples were washed three times with PBS and resuspended in 200 pl of
permeabilization buffer Il (0.05% saponin, 3% BSA in PBS). Samples were incubated 15
min at room temperature and 2 pl of anti-cytochrome c antibody (7H8.2C12) (NB100,
Novus Biologicals) were added. After 1h incubation at room temperature, cells were
centrifuged at 500 g for 5 min, washed twice with PBS and resuspended in 400 ul of PBS.
Fluorescence was analyzed with flow cytometry using a FACSARRAY BD equipped with
an argon ion laser. Excitation and emission settings were 488 and 575 nm respectively.

Progression on cell cycle phases analysis

Caco-2 cells were plated on 25 cm? flasks at a density of 300,000 cell per flask,
incubated 24h under standard cell culture condition and then exposed to treatment the
required time (24 or 48h). Cells were then collected by tripsinization and fixed in 70%
ice-cold ethanol, stored at 42C 24h and centrifuged for 5 min at 2500 rpm. Cells were
then rehydrated in PBS and stained with 50 pg/ml of propidium iodide solution
containing 100 pg/ml of RNase A. Stained cells were analyzed for DNA content in
FACSARRAY BD equipped with an argon ion laser. Red fluorescence emitted by
propidium iodide was collected using a 620 nm long pass filter as a measure of the
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amount of DNA bounded to the dye and cell cycle distribution was displayed on a linear
scale. Percentages of cells on each cell cycle phase were calculated with MODIFIT 3.0
verity software.

In vitro DNA binding assay

Complexes [Au(C=CPh)(PTA)] (1a) and [Au(C=C-2-NCsHa4)(PTA)] (2a) were incubated
at 372C with 3 nM pIRES2-EGFP (5308 pb) plasmid (Catalog #6029-1). Mobility of plasmid
upon treatment was then analyzed by electrophoresis on a 1% (w/v) agarose gel at 90
V/cm at 252C in Tris-acetate/EDTA buffer for 30 min. Gel was stained in 0.5 g/ml (w/v)
ethidium bromide and bands were visualized with UVP gel scanner.

DNA isolation

Caco-2 cells were plated on 75 cm? flasks at a density of 500,000 cells per flask,
incubated 24h under standard cell culture conditions and then exposed to I1Cso value of
[Au(C=CPh)(PTA)] (1a) or [Au(C=C-2-NCsHa4)(PTA)] (2a) for 24h. Cells were then collected
by tripsinization and centrifuged at 3500 rpm for 5 min. Pellet was washed twice with 1
ml of PBS and cells were lysated with 1 ml of the lysis buffer (5 M NaCl, 1 M Tris-HCI| pH
8,0.5 M EDTA pH 8, 10% SDS, miliQ water, 20 ul proteinase K). The resultant preparation
was incubated 19 h at 50-609C. Upon incubation, 250 pl of 5 M NaCl were added to each
sample and mixture was centrifuged at 13,000 rpm for 5 min. Supernatant was isolated
and 2 ml of 100% ethanol were added, then samples were centrifuged at 10,000 rpm for
10 min. Pellet was washed with 1.5 ml of 70% ethanol and centrifuged at 10,000 rpm for
10 min. Finally, pellet was resuspended in 50 pl of Tris-EDTA pH 8 and heated to 40°C
for 5 min.

Isolated DNA was analyzed by SDS-PAGE using 2% (w/v) agarose gel containing 10
ug/ml of ethidium bromide (85 V, 45 min).

Measurement of recombinant TrxR1 activity

This assay is based on the capacity of reduced TrxR to react with 5,5-dithio-bis(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB), a colorimetric reaction that can be followed
spectrophotometrically due to the increase in yellow color intensity with time??.

Recombinant human TrxR1 (SRP6081, Sigma Aldrich) was incubated in a 96-wells
plate with different concentrations of [Au(C=CPh)(PTA)] (1a) or [Au(C=C-2-NCsHa)(PTA)]
(2a) previously dissolved on 25 ul of PBS pH 7.4 to achieve the desired concentration.
Cell-free solution was shaken for 15 min at room temperature and then incubated 30
min t 372C. Then, 25 pl of reaction buffer (500 ul PBS pH 7.4, 80 ul 100 mM EDTA pH 7.5,
20 ul 0.05% BSA, 100 ul 20 mM NADPH, 300 pl distilled water) were added to each well.
Finally, reaction was started by adding 25 ul of 20 mM DTNB dissolved in 100% ethanol.
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Absorbance at 405 nm was recorded each 10 s for 6 min using DTX 800 (Beckman
Coulter).

In order to convert absorbance data in percentage of TrxR activity, the following
calculations were performed:

AAbs
€t-([Prot]-1000)

TrxR1 activity =

where AAbs = Absiast cycle -Abso, Eptne = 14,150 M-cm™? and [Prot] was determined with
Bradford method. TrxR1 activity value obtained from complex-free samples (negative
control) was considered as 100% of activity, and the rest of conditions were expressed
in consequence.

For protein concentration determination using Bradford method, a standard curve
with known concentrations of BSA (50-1200 pg/ul) was plotted. Then, 2 pl of sample
were mixed with 100 pl of 1/5 diluted Bradford reagent (#5000006, Bio-Rad). Samples
were shaken and incubated for 10 min at room temperature, then absorbance at 595
nm was measured with DTX 800 (Beckman Coulter) (chapter 1) or SPECTROstar Nano
(BMG Labtech) (chapters 2-4). Protein concentration of each sample was determined by
extrapolation on standard curve.

Determination of cellular TrxR activity

The previously described DTNB assay can be performed also on lysated cells after
drug treatment. However, an important modification must be performed prior to
analysis. Given the presence of other cellular NADPH oxidoreductases able to reduce
DTNB?!, a specific TrxR inhibitor must be added to some of the samples to determine
which amount of DTNB reduction is a consequence of non-inhibited TrxR from treated
cells.

Caco-2 cells were grown in 96-wells plates at a density of 4000 cells per well, and
after overnight incubation under standard culture conditions, were exposed to
treatment for the required incubation time. Then, cell culture medium was removed and
replaced with 25 ul of lysis buffer (5 M NaCl, 1 M Tris-HCl pH 8, 0.5 M EDTA pH 8, 10%
SDS, miliQ water, EDTA-free protease inhibitor cocktail). Samples were shaken for 15
min at room temperature and 25 pl of 0.625 uM auranofin (diluted on PBS) (inhibitor
samples) or 25 pl of PBS (inhibitor-free samples) were added. Samples were shaken for
5 min at room temperature and incubated for 15 min at 372C. 25 ul of the reaction mix
(500 pl PBS pH 7.4, 80 pl 100 mM EDTA pH 7.5, 20 pl 0.05% BSA, 100 pl 20 mM NADPH,
300 ul distilled water) were added to each sample and reaction was then started by
adding 25 pl of 20 mM DTNB dissolved in 100% ethanol. Absorbance at 405 nm was
recorded each 10 s for 6 min using DTX 800 (Beckman Coulter).
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In order to convert absorbance data in percentage of TrxR activity, the following
calculations were performed:

AAbs
€t ([Prot]-1000)

TrxR activity =

where AAbs = (AbSiast cycle inhibitor-free - ADSLast cycle inhibitor) = (ADSo inhibitor-free = ADSoinhibitor), EbTNB
= 14,150 M-cm™ and [Prot] was determined with Bradford method. TrxR activity value
obtained from complex-free samples (negative control) was considered as 100% of
activity, and the rest of conditions were expressed in consequence.

TXNRDImRNA quantification

Prior to mRNA quantification, total RNA of Caco-2 cells grown in 75 cm? flasks at a
density of 500,000 cells per flask and incubated 24h with ICso value of [Au(C=CPh)(PTA)]
(1a) was isolated. Upon treatment, cell culture medium was removed and replaced with
650 ul of TRI Reagent® (9424, Sigma Aldrich). Cells were harvested with a scraped and
mixed with 130 ul of chloroform. After 10 min incubation at room temperature, mix was
centrifuged at 13000 rpm 10 min. Upper phase was collected and incubated 10 min at
room temperature with 430 ul of isopropanol. Mix was then centrifuged at 13000 rpm
for 15 min and pellet was washed with 75% ethanol and centrifuged again at 13000 rpm
for 5 min. Resultant pellet was dried at room temperature and hydrated with 25 ul of
free-nuclease water for 2-3 h.

5 ug of isolated RNA were cleaned up with Turbo DNA-free kit (AM1907, Ambion) and
RNA integrity was further analyzed with electrophoresis on a 1% (w/v) agarose gel at 90
V/cm at 25°C in Tris-acetate/EDTA buffer for 30 min. Presence of protein and/or DNA
contamination in the samples were checked with Nanodrop™ 1000 (Thermoscientific).
Cleaned RNA was retrotranscribed using ThermoScientific First Strand cDNA synthesis kit
(R1362, Thermoscientific) and 50 uM Oligod(T)20 primers. TXNRD1 mRNA was quantified
by qRT-PCR using FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (FSUSGMMRO, Roche)
and CXR.

Primers used for qRT-PCR were 5’AAGGAACGCTCTCGGAATTG3” and
5’GATAAGCCTTCAAGGTTGGACC3'. Gene expression modification was quantified by 2-
ACt, using cyclophiline B as housekeeping gene.

Determination of TrxR protein levels by flow cytometry

Caco-2 cells were plated on 25 cm? flasks at a density of 300,000 cell per flask,
incubated 24h under standard cell culture condition and then exposed to ICsp value of
[Au(C=CPh)(PTA)] (1a) for 24h. After treatment, cells were collected by tripsinization and
then fixed in 0.01 % formaldehyde for 15 min and centrifuged 5 min at 300 g. For cell
membrane disruption, pellet was suspended in 100 ul of 0.5% v/v in PBS digitonin
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solution and incubated 15 min at room temperature covered from light. After
incubation, cells were washed with 2 ml PBS containing 0.1% digitonin and centrifuged
300 g 5 min. 2 ul of - Recombinant Anti-TXNRD1 antibody [EPNCIR129] (Alexa Fluor®
647) (ab203261, Abcam). A(Ex) = 652 nm; AEm) =668 nm. were added to each sample
and the resultant mixture was incubated 1h at room temperature. Finally, cells were
centrifuged 5 min at 500 g, washed twice with PBS and resuspended in 400 pl of PBS.
Fluorescence was analyzed with FACSARRAY BD equipped with an argon ion laser.

Measurement of cellular GR activity

Glutathione reductase activity can be followed spectrophotometrically due to the
loss of absorbance at 340 nm, consequence of NADPH oxidation*2.

Caco-2 cells were grown in 96-wells plates at a density of 4000 cells per well, and
after overnight incubation under standard culture conditions, were exposed to
treatment for the required incubation time. Then, cell culture medium was removed and
replaced with modified RIPA buffer (50 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton
X-100, 1% SDS, 1% DOC, 1 mM NaF, miliQ water, EDTA-free protease inhibitor cocktail).
Samples were shaken 20 min and 25 ul PBS were added to each well. Then, reaction mix
(0.1 M Tris-HCI pH 8, 0.02 mM NADPH, miliQ water) was added to each sample and
reaction was then started by adding 0.52 mM GSSG. Absorbance at 340 nm was
recorded for 6 min DTX 800 (Beckman Coulter) (chapter 1) or SPECTROstar Nano (BMG
Labtech) (chapters 3 and 4).

In order to convert absorbance data in percentage of GR activity, the following
calculations were performed:

GR activity = %

where |AADbs| = Absast cycle -Abso, €asse = 373 M-cm™ and [Prot] was determined with
Bradford method. GR activity value obtained from complex-free samples (negative
control) was considered as 100% of activity, and the rest of conditions were expressed
in consequence.

Measurement of intracellular ROS levels

2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H.DCF-DA) is a cell-permeable probe that
becomes fluorescent when oxidized (DCF), thus fluorescence signal is considered as a
direct measurement of intracellular ROS levels'3. A stock solution of 3981 pM was
prepared on methanol, then diluted on PBS to the required work concentration.

Caco-2 cells were grown in 96-wells plates at a density of 4000 cells per well, and
after overnight incubation under standard culture conditions, were exposed to
treatment for the required incubation time. Then, cells were washed twice with PBS and
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incubated 20 min with 100 pl of 20 mM H,;DCF-DA (410217, Sigma Aldrich) at 379C
covered from light. Cells were washed three times with PBS and 100 pl of PBS were
added to each well. Fluorescence was then analyzed with DTX 800 (Beckman Counter)
(chapter 1) or FLUOstar Omega (BMG Labtech) (chapters 2-4). Excitation and emission
settings were 485 and 535 nm respectively.

Analysis of intracellular ROS levels by fluorescence microscopy

Caco-2 cells were plated in 96-well plates at a density of 4000 cells per well, then
incubated 24h under standard cell culture conditions and exposed to ICsp of [Au(C=C-2-
NCsH4)(PTA)] (2a) for 80 min. Then, CellROX® Deep Red Reagent (C10422, ThermoFisher)
was added to each well to a final concentration of 5 uM. Cells were incubated 30 min at
379C and fluorescence was analyzed using confocal microscopy in a Nikon Eclipse Ti®
inverted fluorescence microscope, coupled with a confocal module. Excitation and
emission settings were 644 and 665 nm respectively. Fluorescence intensity was
analyzed with Fiji software.

Determination of RIP-1 protein levels

Caco-2 cells were plated on 75 cm? flasks at a density of 500,000 cell per flask,
incubated 24h under standard cell culture conditions and then exposed to I1Cso value of
[Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) or 2a+acidic polyphenols extract from R. canina (DC) for
24h. Cells were then collected by tripsinization and 100 pl of fixation solution INTRACELL
(Intra 100-T, Immunostep) were added to each 50 pl of cells. The resultant mixture was
then incubated for 5 min at room temperature and washed with PBS. Cells were
resuspended on 50 pl of PBS and 100 pl of permeabilisation solution INTRACELL (Intra
100-T, Immunostep) along with 3 pl anti-RIP-1 antibody (ab72139, Abcam) were added
to each sample. After 1 h incubation at 49C, cells were washed with 1 ml PBS and 50 pl
of permeabilisation solution INTRACELL (Intra 100-T, Immunostep) were added. Finally,
secondary antibody goat anti-mouse ALEXA 488 was added and samples were incubated
for 30 min at 42C. Cells were washed and resuspended on 200 ul of PBS and fluorescence
was analyzed using FACSARRAY BD equipped with an argon ion laser.

Measurement of autophagosomes formation

Caco-2 cells were seeded in 96-well plates at a density of 4-103 cells/well, grown 24h
under standard cell culture conditions and then incubated with treatment for the
required time. For autophagosomes formation, Autophagy Assay Kit (MAK138, Sigma
Aldrich) was used according to manufacturer’s instruction. Fluorescence intensity
(Aex=360/Aem=520 nm) was measured with FLUOstar Omega (BMG Labtech).
Fluorescence intensity was normalized with cell viability for assays at 24h incubation.
The obtained values of fluorescence intensity are considered as a reflection of total
autophagosomes formation.
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Determination of lysosomal alkalization

Caco-2 cells were plated on 25 cm? flasks at a density of 300,000 cell per flask,
incubated 24h under standard cell culture conditions and then exposed to the
corresponding treatment (Drug Combination (DC): [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) and
acidic polyphenols from Rosa canina) for 24 or 48h. Cells were then collected by
tripsinization and changes in lysosomal acid content were measured with LysoTracker
Green DND-26 (L7526, Molecular Probes). The dye was first diluted on DMEM to a
concentration of 75 nM. Then, 1 mL of diluted LysoTracker was added to each 50 uL of
cell sample. Cells were incubated 2h at room temperature covered from light and then
were centrifuged 5 min at 1200 rpm. Pellet was resuspended on 200 pL of PBS and the
fluorescence signal (Aex=504/Aem=511 nm) was analyzed by FACSARIA BD equipped with
an argon ion laser.

Measurement of COX-1/2 activity

Caco-2 cells were plated on 25 cm? flasks at a density of 300,000 cell per flask,
incubated 24h under standard cell culture conditions and then exposed to ICsg values of
[Au(L2b)PPhs] (3b) or [Au(L2c)PTA] (4c) for 2 or 24h. Cell medium was collected and
cells were scraped and lysed. COX-1/2 enzymatic activity of cell lysates was analyzed
with Cyclooxygenase (COX) Activity Assay Kit (ab204699, Abcam) according to
manufacturer’s instructions. Fluorescence was measured with FLUOstar Omega
Microplate Reader (BMG Labtech).

Analysis of 20S proteasome activity

Caco-2 cells were grown at 25 cm? flasks at a density of 300.000 cells per flask and
incubated overnight under standard culture conditions. Cells were exposed to ICso
values of [Au(L1)(PPhs)](TfO) (7a) and [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a) for 24h, then collected by
tripsinization, lysed with saponine (5 mg/ml in PBS) and centrifuged at 13000 rpm for 15
min at 42C. Supernatant was further analyzed with Proteasome 20S Activity Assay Kit
(MAK172, Sigma Aldrich) according manufacturer’s instructions. Fluorescence was
measured with FLUOstar Omega (BMG Labtech). Protein concentration was determined
with Bradford method as previously described.

Caco-2 spheroids generation

Caco-2 cells (3-103 cells per plate) were mixed with a high viscosity methylcellulose
solution previously described by Ayuso et al.}*. 100 pl of the resultant solution were
seeded on a round-bottom 96-well plate. Spheroids were grown for 72h and incubated
with rising concentrations of [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) (3, 4 and 5 uM) for 24h.

For cell viability measurement, spheroids were stained with Hoechst 33342 (4 mg/ml)
and propidium iodide (4 mg/ml) for 30 min. Then, fluorescence was analyzed using
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confocal microscopy in a Nikon Eclipse Ti® inverted fluorescence microscope, coupled
with a confocal module and fluorescence intensity was analyzed with Fiji software.

Disk diffusion test

A disk diffusion assay was used to determine the diameter of the inhibition zone of
complexes 5a-d and 6b-d on selected bacteria strains (E. coli, P. aeruginosa, S. enterica,
E. faecalis, L. monocytogenes, S. epidermidis, S. aureus; see Table 17 on Chapter 3 for
further details) and was performed following the method by Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI)*. Each disk (Oxoid, England) (6 mm in diameter) was
impregnated with 10 uL of each gold complex or control (DMSO for negative control,
phenol for positive control). Active cultures (0.5 McFarland) from all strains previously
showed on Table 17 (see Chapter 3) were spread with a cotton swab onto Mueller-
Hinton Agar (MHA, Oxoid, England). Plates were allowed to dry for 3 to 5 minutes. Flame
sterilized tweezers were used to place the disks onto inoculated MHA plates, one disk in
each of the eight equal parts. The plates were allowed to stand for 15 minutes and then
they were inverted and incubated for 22 h £+ 2 h at 37 2C = 1 °C. Upon incubation,
diameter of inhibition zone was measured.

Statistical analysis

All assays were performed at least three times, and the obtained data were subjected
to one-tailed Student’s test. Differences were considered significant at p < 0.05.
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CAPITULO 1: Alquinil derivados de oro(l) con fosfinas hidrosolubles

Una de las caracteristicas mas buscadas en los nuevos complejos de oro(l) disefiados
tras descubrirse las propiedades antitumorales del auranofin es que sean altamente
estables en el medio fisioldgico. La razén principal es evitar la conversién del oro(l) a oro
metalico, lo que conduciria a una pérdida de la actividad antitumoral y a una
acumulacién en exceso de oro metdlico en el organismo. Para disefiar complejos
estables, debe evitarse que los ligandos unidos al centro metalico se disocien en el
medio bioldgico, es decir, antes de llegar a interaccionar con las posibles dianas
moleculares. Para ello, son necesarios ligandos capaces de establecer enlaces lo
suficientemente fuertes con el metal. En la bibliografia cientifica se puede encontrar un
gran numero de ejemplos de complejos activos frente a diferentes modelos tumorales
coordinados con diversos ligandos: tiolatos'?, ditiocarbamatos®*, tioureas®, fosfinas®,
fosfoles’, carbenos N-heterociclicos®?, iluros'®, alquinilos y ligandos ciclometalados?!
(Figura 23). De entre todos ellos, los alquinil complejos de oro constituyen una familia
de derivados ampliamente estudiada en lo referente a su uso en campos como la
luminiscencia, la catélisis o la ciencia de materiales'?, aunque sus posibles aplicaciones
bioldgicas han sido objeto de un menor nimero de investigaciones'. Los ligandos de
tipo alquinilo se consideran fuertes dadores o y 1, lo que, de acuerdo con recientes
estudios tedricos y espectroscopicos'?, deriva en fuertes enlaces oro-ligando. Esta
fortaleza de enlace da lugar a complejos con mayor estabilidad incluso en condiciones
fisioldgicas, lo que disminuye su capacidad de descomponerse a oro metalico.

R Ph,

/ +
R R §\ R r—N N R
SS—Au—L N= AL R S—Au-X R3P—-Au—X [ Au-L
R ~
R S N‘R Ph,
Tiolato Ditiocarbamato Tiourea Fosfino
q h
j@" E'\') Au—X R———Au—L
NCY SAu—L N !
\ .« .
R Alquinilo

lluro
Carbeno

Ciclometalado

Figura 23. Familias de complejos de oro con diferentes ligandos que han mostrado actividad
antitumoral.

Al discutir acerca de las propiedades terapéuticas del auranofin (ver apartado 1.5), se
ha mencionado que el ligando trietilfosfina (PEts) contribuye a aumentar la lipoficilidad
del complejo, lo que mejora su efecto bioldgico respecto al de sus predecesores. Esto es
debido a que le permite atravesar las membranas biolégicas con mayor facilidad y
alcanzar sus dianas terapéuticas de manera mas eficaz'>'’. No obstante, también
parece ser en parte responsable de la toxicidad observada en los estudios en humanos?é,
Por ello, se ha propuesto el uso de fosfinas solubles en agua para solventar esta situacion
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y mejorar la respuesta del paciente al tratamiento. La fosfina soluble en agua derivada
del adamantano 1,3,5-triaza-7-fosfaadamantano (PTA) ha ganado mucho interés en los
ultimos afios (Figura 24). Es muy soluble en agua debido a la formacién de puentes de
hidrogeno entre sus atomos de nitrogeno y las moléculas de agua, pero ademas también
posee una solubilidad alta en disolventes organicos como metanol, alcohol, cloroformo
o dimetilsulfoxido (DMSO). Otras propiedades que la hacen interesante de cara a la
sintesis de farmacos son su escasa demanda estérica, su resistencia a la oxidacion y su
alta estabilidad térmica, puesto que solo se descompone a temperaturas muy altas. Los
complejos metalicos coordinados con PTA son muy estables debido al fuerte enlace que
se establece entre el metal y el &tomo de fdsforo, lo que de cara a ensayos in vivo resulta
de especial importancial®?!. Esta fosfina incluso puede contribuir al efecto citotdxico
del compuesto de forma activa, de acuerdo con lo observado por Allardyce et al. ?? con
un complejo de rutenio coordinado con PTA. En ambientes con un pH bajo, la PTA tiende
a protonarse y da lugar a un complejo metdlico cargado que induce dafios sobre el ADN.
Esta estrategia dafaria a las células cancerosas de forma selectiva puesto que poseen
un pH mds bajo que las células sanas?3, cuyo ADN permaneceria por consiguiente intacto
aun cuando el complejo metélico entrase en ellas?2.

P\’ 0 WP\
ATN/\\/N H3C>\£ N \/N \‘{:
PTA DAPTA 3

Figura 24. Estructura de las fosfinas solubles en agua PTA y DAPTA.

Algunos alquinil complejos de oro(l) presentan una ventaja adicional, ya que pueden
ser luminiscentes. Se cree que las causas de esta fotoemision residen en la capacidad
que presentan de formar estructuras supramoleculares gracias a interacciones
aurofilicas, esto es, contactos entre los centros metdlicos de dos moléculas adyacentes.
Estas interacciones se ven favorecidas por la geometria lineal que caracteriza a estos
derivados de oro(l), y estan influenciadas asimismo por los demas ligandos y por la
solubilidad de la molécula. Es por ello que la coordinacién con fosfinas solubles en agua
tiende a mejorar las propiedades luminiscentes de los complejos?*. Esto podria tener
interesantes aplicaciones en el uso de los derivados alquino de oro(l) como agentes
teragnodsticos, lo que implicaria que no solo tuviesen efecto terapéutico, sino que
ademas pudiesen ser de ayuda en el diagndstico. Aunque existen pocas investigaciones
al respecto en cuanto al potencial teragndstico de los alquinil derivados de oro(l)
coordinados a fosfinas solubles en agua, si se ha demostrado que su luminiscencia puede
ser de ayuda para estudiar el mecanismo de accion, ya que es posible visualizar en qué
estructuras celulares tienden a acumularse?>.

La eleccion de la fosfina puede condicionar, por tanto, las propiedades biolédgicas del
complejo resultante. La acetilacién de la molécula de PTA permite la sintesis de la fosfina
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DAPTA (3,7-diacetil-1,3,7-triaza-5-fosfabiciclo[3.3.1]nonano) (Figura 24), que es unas
siete veces mas soluble en agua que la PTA. La coordinacion del centro metdlico a la
fosfina PTA o DAPTA modifica por tanto su solubilidad, lo que deberia traducirse en un
mejor transporte por el torrente sanguineo, pero en algunos casos puede condicionar
también su efecto antitumoral. Svahn et al.?® evaluaron el efecto antiproliferativo de
una serie de complejos de oro(l) con 4-etinilanilina como ligando alquino ademas de las
fosfinas PTA y DAPTA sobre la linea A2780 de carcinoma ovarico humano. Los autores
observaron que el equivalente coordinado con DAPTA tenia una menor predisposicion
a entrar en la célula tumoral que su analogo de PTA. Esto se traducia en una menor
citotoxicidad en términos de ICsp (17,4 + 1,0 uM vy 1,7 £ 0,4 uM respectivamente). No
obstante, el derivado coordinado a PTA resultd ser mas dafiino sobre un modelo no
tumoral (fibroblastos humanos sanos) que su analogo de DAPTA (ICso complejo PTA=
19,0 uM frente a ICso complejo DAPTA= 70,4 uM). Por tanto, en este caso en concreto
la fosfina sélo influye en la capacidad del complejo de atravesar la membrana de la
célula, no asi en su selectividad como previamente habian observado Allardyce et al. %
con un derivado de rutenio. No obstante, esta diferencia a nivel de accidn
anticancerigena de los complejos coordinados con PTA y DAPTA podria depender del
tipo de célula. Esta hipétesis se ve apoyada por los resultados obtenidos por Andermark
et al. ?’ sobre las lineas celulares HT-29 y MDA-MB-231, quienes no observaron
diferencias significativas entre los complejos de PTA o DAPTA con el ligando alquinilo 4-
etinilanisol.

De acuerdo con lo desarrollado anteriormente acerca de la medicina personalizada,
conocer el perfil bioquimico de un tumor concreto es necesario para predecir la
efectividad de un tratamiento concreto. Para estudiar el efecto antitumoral de dos
alquinil complejos de oro(l) con fenilacetileno y las fosfinas PTA y DAPTA como ligandos
auxiliares, [Au(C=CPh)(PTA)] (1a) y [Au(C=CPh)(DAPTA)] (1b) (Figura 25), se escogi6 a la
linea celular Caco-2 como modelo de carcinoma de colon humano poco agresivo. Ambos
complejos fueron previamente sintetizados en nuestro grupo de investigacion, y el
complejo 1b habia sido anteriormente ensayado sobre dos modelos de cancer de ovario
(lineas A2780 y A2780cisR, resistente a cisplatino), obteniéndose valores comparables a
los del auranofin?, lo que sugiere un interesante potencial antitumoral.
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Figura 25. Estructura de los tres alquinil derivados de oro(l) de férmulas quimicas:
[Au(C=CPh)(PTA)] (1a); [Au(C=CPh)(DAPTA)] (1b) y [Au(C=C-2-NCsH.)(PTA)] (2a) ensayados sobre
la linea Caco-2.

La linea de carcinoma de colon humano Caco-2, que se obtuvo a partir de un tumor
primario en el colon de un paciente vardn y caucasico, se encuentra dentro de la clase 2
de modelo de cancer de colon de acuerdo con la clasificacidn de Trainer et al. Las lineas
que entran en este grupo se caracterizan por inducir tumores de forma lenta y
progresiva cuando son inoculadas en un modelo murino®. Es por ello que se puede
considerar a la linea Caco-2 como un modelo de carcinoma de colon poco agresivo. No
obstante, debe tenerse en cuenta que esta linea es capaz de producir mucina cuando se
encuentra en la fase de crecimiento exponencial. Los tumores mucinosos de colon son
un tipo de carcinoma coldnico que se caracteriza por producir grandes cantidades de la
proteina mucina. A nivel mundial, entre un 10 y un 20% de todos los casos de CRC
diagnosticados corresponden a tumores mucinosos. Por lo general, es mas frecuente
que estos tumores se diagnostiquen en pacientes menores de 50 afos, siendo el tipo de
carcinoma predominante en los menores de 20 afios. Habitualmente, esta clase de
tumores se detecta en estadios mds avanzados, por lo que la quimioterapia suele ser la
estrategia terapéutica elegida, aunque existen evidencias contradictorias acerca de su
potencial metastatico. Pero, dado que no se han encontrado diferencias significativas
en cuanto a la tasa de supervivencia respecto a los tumores no mucinosos, los datos
recogidos hasta el momento permiten concluir que ambas clases de carcinoma deberan
seguir la misma opcién de tratamiento, que dependera del estadio en el que se
encuentra la enfermedad (ver apartado 1.3, pag. 46; Figura 11)3%31, Sin embargo, el uso
de farmacos lipofilos podria estar contraindicado debido a sus dificultades para
atravesar la capa de mucina®?.

Para comparar el efecto citotdéxico de ambos complejos se calculd el valor de su ICsp
tras 72h de incubacidn; se utilizaron cisplatino y auranofin como controles positivos. De
acuerdo con los valores recogidos en la Tabla 4, puede observarse que el complejo
[Au(C=CPh)(PTA)] (1a) es aproximadamente el doble de eficaz que su homélogo 1b
coordinado con DAPTA. Es decir, este tipo concreto de tumor podria beneficiarse mas
de un tratamiento con complejos de oro coordinados con una fosfina cuya solubilidad
en agua sea moderada. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que ambos complejos son
mucho mas eficaces que el cisplatino, por lo que podrian ser una interesante alternativa
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a la terapia basada en platino. El auranofin, no obstante, resulta mas efectivo que
ambos, siendo su ICso aproximadamente 1,5 veces menor que el de 1ay 3 veces menor
que el de 1b.

Tabla 4. Valores de ICso de los alquinil complejos de oro(l), asi como de auranofin y cisplatin,
obtenidos sobre células Caco-2 tras 72h de incubacién (expresados como media + desviacidn
estandar) y valores de coeficiente de reparto calculados para los complejos metalicos.

Complejo 1Cso (LM) LogP;4
[Au(C=CPh)(PTA)] (1a) 2,65+1,1 0,4
[Au(C=CPh)(DAPTA)] (1b) 504+1,5 0,39
[Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) 3,80+ 1,1 0,1

Auranofin 1,80+0,10 -0,53%

Cisplatino 37,24 +5,15 -2,533%

En la Tabla 4 también se muestra el valor del log P (pH = 7,4) calculado para cada uno
de los derivados, medido a partir del coeficiente de reparto agua/n-octanol segun lo
descrito en el apartado de Metodologia. De acuerdo con lo desarrollado anteriormente
(ver apartado 1.6), este dato proporciona una idea acerca del caracter hidréfilo o lipofilo
de un compuesto y resulta de gran interés porque puede proporcionar una idea acerca
del potencial uso clinico del mismo. Si un compuesto es muy hidrofilico va a sentir gran
afinidad por los medios acuosos, de modo que su transporte por el torrente sanguineo
no supondra un problema, pero podria no entrar a la célula debido al caracter lipdfilo
de la membrana plasmatica. Por otro lado, los compuestos con un marcado caracter
lipdfilo pueden dar lugar a toxicidad por su entrada y acumulacién en células no
tumorales®®. Por tanto, es preferible una relacién balanceada entre ambos caracteres.

De acuerdo con los datos mostrados en la Tabla 4, ambos complejos 1a y 1b poseen
valores de LogP en torno a 0,4, una cifra que sugiere que poseen un caracter ligeramente
lipdfilo. De esto puede deducirse que, en este caso concreto, la eleccion de la fosfina no
parece condicionar la lipoficilidad del derivado resultante. Por consiguiente, no puede
considerarse que la lipofilicidad de los derivados sea la responsable de que 1b presente
una menor capacidad antiproliferativa que 1a. El hecho de que el complejo
[Au(C=CPh)(DAPTA)] (1b) muestre un menor efecto antiproliferativo que el del andlogo
[Au(C=CPh)(PTA)] (1a) podria deberse a una capacidad mas reducida de interaccionar
con su diana terapéutica. Esta hipotesis podria verse apoyada por el estudio llevado a
cabo por Vergara et al. 3%, en el cual analizaron el efecto antitumoral de una serie de
derivados de oro(l) entre los que se encontraban los complejos [Au(SMePyrim)(PTA)] y
[Au(SMePyrim)(DAPTA)]. Los autores observaron que el complejo con PTA mostraba un
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mayor efecto antiproliferativo que el equivalente con DAPTA sobre dos modelos
celulares de cancer de ovario (lineas A2780 y A2780/R); posteriormente, al ensayar la
actividad de las enzimas tiorredoxina reductasa 1 y 2 y glutatidon reductasa (GR) en
presencia de ambos derivados encontraron que el complejo [Au(SMePyrim)(PTA)] podia
inhibir con mayor eficacia la acciéon normal de las tres enzimas, siendo especialmente
significativo su efecto sobre la GR. Dado que en el estudio actual se han obtenido
resultados similares a los de Vergara et al. 3° en cuanto al efecto antiproliferativo de los
complejos 1a y 1b, es posible que la presencia de la fosfina DAPTA impida una unién
eficiente con la diana molecular de los complejos, estando por tanto facilitada la
interaccion diana-complejo en presencia de la fosfina PTA.

Por otra parte, se decidio estudiar la influencia de la molécula de alquino sobre las
propiedades bioldgicas del complejo. Para ello, se evalué el efecto antiproliferativo del
derivado [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) (Figura 23), previamente sintetizado por nuestro
grupo de investigacion al igual que [Au(C=CPh)(PTA)] (1a) y [Au(C=CPh)(DAPTA)] (1b)?%,
cuya diferencia principal respecto al complejo 1a es la presencia de una molécula de
piridina en lugar del fenilo en el esqueleto del alquino. No se obtuvieron diferencias
significativas en cuanto a su citotoxicidad en comparacion con el complejo 1a tras 72h
de incubacidon sobre la linea Caco-2 (Tabla 4). Ademas, al igual que ocurria en el caso de
1a, el complejo 2a resulta mucho mas eficaz que el cisplatino, pero no que el auranofin.
No obstante, el ligando 2-etinil piridina si parecia influir sobre la lipofilicidad del
derivado, puesto que en este caso presenta un valor de logP por debajo de 0. Este dato
es indicativo de un caracter balanceado entre hidréfilo y lipdfilo, aunque con una cierta
tendencia hidroéfila. Segun lo desarrollado anteriormente, el complejo 2a podria resultar
menos toxico que su andlogo 1a.

La linea Caco-2 posee la capacidad de diferenciarse espontaneamente a enterocitos
maduros tras alcanzar la confluencia, lo que comienza aproximadamente tras 7-9 dias
en cultivo y culmina pasados 15-20 dias. La diferenciacion ocurre en condiciones
estandar, y a diferencia de otros modelos, el grado de diferenciacion de esta linea es
muy alto, tanto a nivel morfolégico como funcional. En cuanto a los cambios
morfoldgicos, el mas evidente es pasar del fenotipo redondeado y poco diferenciado
tipico de una célula tumoral a la polarizacién de un enterocito maduro, con un borde en
cepillo con microvellosidades en el lado apical de la membrana. En el borde en cepillo
se expresan las enzimas hidrolasas caracteristicas de los enterocitos, entre ellas la
lactasa, y son ademas completamente funcionales. Desarrollan asimismo uniones
estrechas entre célula y célula, constituyendo un modelo aceptable de la barrera
intestinal®’. Es por ello que la linea Caco-2 se ha utilizado ampliamente en estudios de
absorcion de farmacos y otros compuestos, asi como para predecir el comportamiento
de la mucosa intestinal ante diversos estreses3®*1, Curiosamente, de entre todos los
parametros que se modifican durante la diferenciacion, destaca el cese de produccién
de mucina®?.
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Para obtener una primera idea acerca de la selectividad de 1a y 2a, se incubaron
durante 72h sobre la linea Caco-2 diferenciada en cantidades equivalentes a sus ICso
(Tabla 4). En ninguno de los dos casos se obtuvieron diferencias significativas respecto
al control negativo, si bien es cierto que la reproducibilidad de los ensayos no fue la ideal
(Figura 26). Los datos obtenidos parecen indicar que la mucosa intestinal podria tolerar
bien el tratamiento con ambos derivados, aunque con estos datos preliminares no
pueden descartarse que en un organismo vivo se produjesen trastornos
gastrointestinales a consecuencia de la terapia. Serian necesarios estudios sobre
modelos animales para ampliar la informacion al respecto.

m
=)

E Negative control

0 [Au(C=CPh)(PTA]] (1a)

% of cell viability
o

o [Au{C=C-2-
NCS5H4)(PTA]] (2a)

Iy
=)

Figura 26. Estudio de la toxicidad sobre un modelo in vitro de la mucosa intestinal. Efecto de 72h
de incubacion con 1a (2,65 uM) o 2a (3,80 uM) en la linea Caco-2 diferenciada.

Con [Au(C=C-2-NCsHa4)(PTA)] (2a) se llevd a cabo una segunda aproximacién acerca
de su toxicidad en tejidos sanos al calcular el valor de su ICso en células Caco-2
diferenciadas. A partir de este valor y del obtenido previamente en células
indiferenciadas (Tabla 4), se calculd el valor del indice de selectividad (Selectivity Index;
SlI). Se usaron cisplatino y auranofin como controles positivos. Si bien en cuanto a su
efectividad 2a resulta menos potente que el auranofin, aunque esta diferencia no es
demasiado pronunciada, su uso clinico podria suponer una ventaja considerable en
cuanto a su toxicidad sobre tejidos sanos, ya que su Sl es mucho mayor que el de este
farmaco comercial (Tabla 5). Por consiguiente, los datos obtenidos hasta el momento
apuntan hacia la posibilidad de que este nuevo derivado de oro relina las caracteristicas
de eficacia y selectividad que menciondbamos necesarias para el quimioterapico ideal.
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Tabla 5. Valores de ICsoy Sl de 2a, asi como de los farmacos comerciales cisplatino y auranofin,
calculados tras 72h de incubacién sobre células Caco-2 diferenciadas.

Complejo 1Cso (LM) Sl

[Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) 51,04 +1,28 13,43

Auranofin 6,21 +0,44 3,45

Cisplatin 151,13 £ 58,12 3,31

Antes de profundizar en el mecanismo de accidon de ambos complejos, se considerd
gue podria ser interesante obtener una idea preliminar acerca de sus propiedades
farmacocinéticas, en concreto con aquellas relacionadas con su distribucién en el
organismo. De acuerdo con lo desarrollado en el apartado 1.6, la albiumina sérica es una
de las principales implicadas en el transporte de gran parte de los farmacos por el
torrente sanguineo. Dado que la albumina sérica bovina (Bovin Serum Albumin; BSA)
presenta una homologia del 75,6% con la HSA*3, es posible utilizarla como modelo para
predecir el comportamiento de un farmaco en presencia de la albdmina sérica humana.
De los 583 residuos que constituyen a la BSA, destacan los triptdfanos en posicién 134,
localizado en la superficie del subdominio IB, y en posicidn 212 en el bolsillo hidrofébico
del subdominio IlA. El interés de ambos residuos reside en que dotan a la proteina de
fluorescencia intrinseca, y dado que el espectro de fluorescencia de una molécula esta
condicionado por su entorno, en caso de que una molécula establezca una interaccién
con la BSA se traducird en una modificacién de dicho espectro de fluorescencia. Este
fendmeno se denomina desactivacion o “quenching” de la fluorescencia, y se define
como el descenso en la intensidad de la fluorescencia de una molécula debido a cambios
conformacionales de la misma o a la interaccién con moléculas adicionales**=¢. Por lo
tanto, se analizd el espectro de fluorescencia de la BSA en presencia de diferentes
concentraciones del complejo [Au(C=CPh)(PTA)] (1a) de acuerdo con el procedimiento
descrito en la seccién experimental. En la Figura 27 puede observarse que se produce
un descenso en la fluorescencia de la proteina conforme se aumenta la concentracién
del complejo metalico.

Estos datos de fluorescencia fueron analizados para obtener la constante de
desactivacion de Stern-Vomer Ksy. Para ello, se utilizdé la ecuacion de Stern-Volmer
descrita en la seccidén experimental y se represento el valor Fo/F (Fo y F = intensidad en
ausencia y presencia del complejo metdlico 1la respectivamente) frente a las
concentraciones del mismo; la linea obtenida (Figura 28A) proporciona el valor de la
constante de desactivacidn, que se recoge asimismo en la Tabla 6. De igual manera, se
estudio la interaccion entre BSA y el complejo metalico a diferentes temperaturas para
elucidar el posible mecanismo a través del cual se producia dicha interaccién. La
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ecuaciéon de Stern-Volmer modificada (ver secciéon experimental) permitié calcular la
constante de enlace Ky 0 constante de asociacion aparente, asi como el nimero de sitios
de unidén o valor n. Ambos parametros, que se recogen en la Tabla 6, pueden ser
deducidos a partir de la pendiente y la ordenada en el origen, respectivamente, de la
recta resultante de representar log[(Fo-F)/F] versus concentracion de 1a (Figura 28B).
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35'.1!3 460 I 4.‘.IvD
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Figura 27. Estudio de la interaccion de 1a con la proteina BSA. Desactivacién de la fluorescencia
intrinseca de la BSA a 295 K en presencia de concentraciones crecientes de 1a (5, 10, 15, 20, 25
y 30 uM). La flecha indica la disminucion de la intensidad de la sefial conforme aumenta la

concentracion del complejo metalico.

Tabla 6. Valores de la constante de desactivacion (Ks), la constante de unién (Kp) y los
parametros termodindmicos relativos a la interaccién entre BSA y 1a a diferentes temperaturas.

- ] e o AG° AHY  AS°(Jmol
(L'mol.10%) (K)-mol?) (KJ-mol?) LK1)
295 1,09 2,9 7,2110° 27,60 161,13 639,76
304 1,34 1,75 63810°  -33,36 161,13 639,76
310 1,44 1,61 166:10°  -37,20 161,13 639,76

La constante de enlace Ky calculada a 295 K tiene un valor de 7,21:10* M, una cifra
gue, si bien es mayor que la obtenida por otros autores para la interaccion entre
cisplatino y HSA*, se trata de un dato muy proximo al de otros complejos de oro(l) y
oro(I1)*4°, ya que se encuentran dentro de un rango de entre 103y 10* M. Este
resultado parece sugerir que la es capaz de interaccionar significativamente con la
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proteina BSA, lo que podria implicar que la BSA seria la principal responsable de
transportarlo por el torrente sanguineo.

25 4 A °1 B
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2 1 *
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Figura 28. A) Representacién de la ecuacidon de Stern-Volmer que muestra la pérdida de
fluorescencia de la BSA en presencia de concentraciones crecientes de 1a a 295 K, a partir de la
cual se obtiene el valor de K. B) Representacién de la ecuacidon modificada de Stern-Volmer que
muestra la pérdida de fluorescencia de la BSA en presencia de concentraciones crecientes de 1a
a 295 K, a partir de la cual se obtiene el valor de K,. C) Representacidn de InK;, frente a 1/T.

En la Figura 28A se puede observar que se obtiene una relacién lineal al representar
Fo/F frente a la concentracién del complejo metalico, lo que se corresponde con la
existencia de un Unico mecanismo de desactivacion de la seial luminiscente. Se han
descrito dos tipos de mecanismos a través de los cuales puede producirse la
desactivacion de la fluorescencia. Por un lado, la desactivacién de tipo estdtica tiene
lugar cuando el agente desactivante forma un complejo no fluorescente al interaccionar
con el fluoréforo; por otro, cuando ambos agentes colisionan de forma continuada se
habla de una desactivacion dindmica®°. Esta ultima depende de la difusién, de modo que
altas temperaturas dan lugar a mayores coeficientes de difusidén y por lo tanto a un
mayor valor de la constate K. El analisis de la interaccion entre ambos agentes realizado
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a diferentes temperaturas permite determinar el tipo de mecanismo segun el cual se
induce la desactivacion de la fluorescencia. Segun se recoge en la Tabla 6, los valores de
ambas constantes Ks, y K, disminuyen conforme se aumenta la temperatura, lo que
implica que se forma un complejo entre la BSA y 1a. Es decir, se trata de un mecanismo
de desactivacidn de tipo estético®®>?.

Finalmente, se calcularon los pardmetros termodinamicos AG®°, AH®, y AS° con la
ecuacion de van’t Hoff (InKy, = -AH°/RT + AS°/R; Ky es la constante de unidn a diferentes
temperaturas y R la constante de los gases) para asi poder determinar las fuerzas que
permiten la interaccion entre BSA y 1a, pudiendo tratarse de interacciones de van der
Waals, puentes de hidrégeno y/o atracciones de tipo electrostaticas e hidrofdbicas. La
entalpia de intercambio AH° se calcula a partir de la pendiente de la linea obtenida al
representar InKy, frente a 1/T (figura 28C) y AG° se estima a partir de la ecuacidon AG° =
AH®-T AS°. En este caso, se han obtenido valores de AH°y AS° por encima de 0 (Tabla 6),
gue indican la existencia de interacciones hidrofébicas entre la proteina y el derivado
metdlico®2. Por otro lado, el valor de AG° se encuentra por debajo de cero, lo que es
indicativo de que este proceso tiene lugar de forma espontanea. Finalmente, al
aumentar el nimero de sitios de union (pardmetro n de la Tabla 6) al inducirse el
incremento de la temperatura, puede concluirse que existe un componente dinamico
en la unién entre ambas moléculas.

A continuacidn, se llevo a cabo el mismo estudio con [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a).
Tal como puede apreciarse en la Figura 29, conforme se incrementaba la concentracion
del derivado se observaba un descenso en la fluorescencia de la BSA, de forma similar a
lo que ocurria con su andlogo 1a. No obstante, al procesar los datos de fluorescencia
obtenidos mediante la ecuacidn de Stern-Volmer y representar el cociente Fo/F frente a
la concentracién de 2a se obtiene una curva ascendente (Figura 30A) en lugar de una
recta como ocurria en el caso de 1a (Figura 28A). Mientras que la recta indica la
existencia de un Unico mecanismo de desactivacion de la luminiscencia, la curva
ascendente sugiere que coexisten los dos mecanismos previamente descritos.
Asimismo, este patrdn podria ser consecuencia de que el complejo metdlico es capaz de
unirse en mas de un lugar de la proteina; en este supuesto, el complejo podria sentir
una afinidad distinta por cada uno de estos sitios, o bien la proteina podria experimentar
un cambio conformacional como consecuencia de la interaccion, dejando asi expuestos
otros sitios de interaccidon que resultaban previamente inaccesibles®.

De nuevo, se estudid la interaccion entre el complejo metdlico y la proteina a distintas
temperaturas para asi poder determinar los valores de Ky a dichas temperaturas y
calcular los parametros termodinamicos AH®, AS® y AG° (Tabla 7) tal y como lo habiamos
medido en el caso del complejo [Au(C=CPh)(PTA)] (1a). En este caso, el valor de la
constante de enlace a temperatura ambiente es del orden de 108 ML, un valor muy
superior al previamente calculado para el analogo 1a (Tabla 6); esta cifra es mas similar

127

~
| S—



CAPITULO 1: Alquinil derivados de oro(l) con fosfinas hidrosolubles

a la hallada por Ji et al. al analizar la interaccidon entre una serie de nanoparticulas de
oroy la BSA®3,

Finalmente, mediante el cdlculo de los parametros termodindmicos se ha
determinado el tipo de enlaces que podrian mediar la interaccidon entre 2a y la BSA. Al
obtenerse un valor negativo para AG®, se puede concluir que el proceso es espontaneo,
igual que pasaba en el caso anterior, aunque al calcular los valores de AH°y AS°
encontramos otra diferencia con respecto a 1a, dado que en este caso ambos se
encuentran por debajo de cero; esto sugiere que la interaccién entre el complejo 2ay la
BSA depende de la formacion de enlaces de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals>*. Los
resultados obtenidos hasta el momento apuntan a que ambos derivados de oro(l) son
capaces de interaccionar con la proteina BSA, de modo que es razonable suponer que la
albumina sérica podria ser la principal responsable de transportarlos por el torrente
sanguineo. No obstante, se han observado diferencias significativas en cuanto a la
naturaleza de la interaccién con la proteina entre los dos complejos, que podrian estar
causadas por la presencia del nitrégeno adicional en la férmula quimica de 2a.
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Figura 29. Estudio de la interaccidn de 2a con la proteina BSA. Desactivacion de la fluorescencia
intrinseca de la BSA a 295 K en presencia de concentraciones crecientes de 2a (5, 10, 15, 20, 25
y 30 uM). La flecha indica la disminucién de la intensidad de la sefial conforme aumenta la
concetracién del complejo metalico.
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Figura 30. A) Representacion de la ecuacidn de Stern-Volmer que representa la pérdida de
fluorescencia de la BSA en presencia de concentraciones crecientes de 2a a 295 K, a partir de la
cual se obtiene el valor de K. B) Representacién de la ecuacidon modificada de Stern-Volmer que
representa la pérdida de fluorescencia de la BSA en presencia de concentraciones crecientes de
2a a 295 K, a partir de la cual se obtiene el valor de K. C) Representacién de InK, frente a 1/T.

Tabla 7. Valores de la constante de desactivacion (Ks), la constante de unién (Kp) y los
parametros termodinamicos relativos a la interaccidn entre BSA y 1a a diferentes temperaturas.

AG® AH° as?
1
T (K) n Ko (M) ) )
(Kj'mol- ) (Kj‘mol- ) (J°m0|'1'K'1)
295 1,70 2,3-10° 78,78  -105,9 47,54
304 1,62 8,98-107 78,78  -105,9 46,58
310 1,60 5,95.107 78,78  -105,9 45 95

A continuacién, se retomo el estudio relativo acerca del efecto antitumoral de ambos
complejos [Au(C=CPh)(PTA)] (1a) y [Au(C=C-2-NCsHa4)(PTA)] (2a). Para ello, se redujo el
tiempo de exposicion de 72 a 24h y todos los experimentos desarrollados a continuacion
fueron realizados sobre células Caco-2 indiferenciadas, afiadiendo una cantidad
equivalente al ICsode los complejos que se muestra en la Tabla 4 salvo que se especifique
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lo contrario. Al realizarse una primera determinacion de la viabilidad celular con los
parametros especificados, puede observarse que ambos complejos son capaces de
disminuir la proliferacién del cultivo, si bien el complejo 1a parece ser mas efectivo que
el 2a (Figura 31A). Debido a ello, se quiso ahondar en el efecto antiproliferativo de 2a.
Con este fin, se realizé una curva dosis-respuesta a dos tiempos de incubacién (24 y 72h)
con el complejo 2a para analizar el efecto de tiempo y concentracion sobre su efecto
citotéxico, encontrandose que era dependiente de ambos factores (Figura 31B). Estos
datos sugieren que, para igualar el efecto antitumoral del complejo 1a en un tiempo de
incubaciéon concreto, podria ser necesario aumentar la concentracién de 2a. Con esta
primera aproximacion se plantean dos escenarios: o bien el compuesto 2a tiene mas
dificultades para acceder a la célula, y por consiguiente requiere mas tiempo para
ejercer su accion bioldgica, o bien sus mecanismos de accién difieren, siendo mas lento
el de dicho complejo.
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Figura 31. Analisis del efecto citotdxico sobre células Caco-2 indiferenciadas. A) Efecto de 1ay
2a tras 24h de incubacion en células Caco-2 indiferenciadas en cantidades equivalentes a sus
ICso. ¥*p<0,05 vs control negativo. B) Curva dosis-respuesta tras 24 (cuadrados) o 72h (circulos)
de exposicién con 2a.

La siguiente etapa del estudio consistié en analizar el tipo de muerte inducida por
ambos complejos sobre la linea Caco-2 tras 24h de incubacién. Para ello, se recurrio a la
doble tincidn Anexina V-FITC (Fluorescein isotiocyanate) y yoduro de propidio®. Esta
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técnica permite distinguir cuatro poblaciones celulares diferentes: células vivas,
necréticas, en apoptosis temprana y en apoptosis tardia. Uno de los primeros eventos
de la apoptosis consiste en la translocacion del fosfolipido fosfatidilserina de la cara
citoplasmatica a la extracelular de la membrana plasmatica. La anexina V es capaz de
unirse a este fosfolipido, por lo que coordinarla con un compuesto fluorescente como el
isotiocianato de fluoresceina permitira identificar a las células en apoptosis temprana.
El yoduro de propidio, por su parte, es capaz de unirse a los acidos nucleicos, pero dado
gue no puede atravesar la membrana plasmatica solo dard fluorescencia en aquellas
células cuya membrana esté comprometida, que seran las necréticas y las que se
encuentren en la fase tardia de la apoptosis; estas ultimas, ademds, seran doble
positivas porque también daran la sefial FITC. Finalmente, las células vivas seran doble
negativas.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 32. En primer lugar, es destacable
el hecho de que ninguno de los complejos estudiados induce aumentos significativos en
el nimero de células necrdticas, lo que es de interés clinico de acuerdo con lo
desarrollado en el apartado 1.2°%. En lo que respecta al complejo [Au(C=CPh)(PTA)] (1a),
puede observarse un considerable aumento del nimero de células en apoptosis tardia,
lo que podria ser indicativo no solo de su capacidad de inducir apoptosis sino ademas
de su ya mencionado posible rapido efecto bioldgico. No obstante, el resultado obtenido
para su analogo [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) es muy diferente, ya que en este caso solo
se obtuvo un ligero aumento en la poblacidn celular en apoptosis tardia, junto con un
incremento no significativo del nimero de células en apoptosis temprana.
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Figura 32. Estudio de las poblaciones apoptdticas y necréticas en un cultivo de células Caco-2
indiferenciadas tras 24h de tratamiento con A) DMSO (control negativo; 2 uM); B) 1a (ICs); C)
2a (ICsp). La Figura 28 se toma ademdas como ejemplo para indicar la relacién entre cada uno de
los cuadrantes del histograma y la fluorescencia de las dos sondas utilizadas. Células vivas:
ausencia de fluorescencia. Células necrdticas: fluorescencia yoduro de propidio. Células en
apoptosis temprana: fluorescencia FITC. Células en apoptosis tardia: doble fluorescencia.

A pesar de que la hipétesis inicial de que 1a actua a mayor velocidad que 2a parece
estar validada por los resultados mostrados en las Figuras 31A y 32, el ligero aumento
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en el nimero de células en apoptosis tardia inducido en respuesta al tratamiento con
2a no permite aplicar el principio de Ockham y aceptar como vdlida esta suposicién, ya
que la disminucidn en la viabilidad del cultivo reflejada en la Figura 31A no puede
explicarse Unicamente con ese leve incremento de células en apoptosis tardia. Esto
obliga a buscar alternativas a la hipdtesis inicial, entre las que se encuentran suponer
gue 2a no causa la muerte de las células tumorales mediante la induccién de apoptosis.
Para comprobarlo, se estudié mediante doble tincidn fluorescente Hoechst 33342 y
CellEvent Caspase-3/7 Green detection reagent la activacion de las caspasas ejecutoras
3 y 7 tras 24h de exposicion a 2a (Figura 33). Al no encontrarse evidencias de la
activacion de dichas proteasas, se pudo concluir que el derivado causaba la muerte
celular a través de un mecanismo independiente de caspasas, lo que podria descartar la
induccion de apoptosis. La imagen de fluorescencia revela, ademas, otros dos datos de
gran relevancia. El primero de ellos, una efectiva disminucion de la poblacion celular en
respuesta al tratamiento que concuerda con la Figura 31A. El segundo y de mayor
interés, el aumento del volumen celular como consecuencia de la incubaciéon con 2a.
Esta caracteristica morfoldgica no es propia de las células apoptodticas, ya que este tipo
de muerte celular cursa con un encogimiento del volumen celular®”°8, Si bien se han
documentado casos en los que un agente quimioterapéutico puede inducir apoptosis
por vias que no requieren la activacién de las caspasas, la formacién de los cuerpos
apoptoticos parece ser una etapa comun y obligatoria®®=6. Por tanto, la ausencia de este
marcador, junto con la ya mencionada no activacién de caspasas ejecutoras, permite
concluir que 2a induce un tipo de muerte distinto tanto a apoptosis como a necrosis.

Figura 33. Doble tinciéon con Hoechst 33342 (azul) y CellEvent Caspase-3/7 Green detection
reagent (verde) tras 24h de incubacidn con 2a (ICso). Se marcan con flechas blancas células cuyo
volumen ha aumentado de forma apreciable.

Llegados a este punto, habia quedado patente que la respuesta celular variaba
considerablemente dependiendo de a qué complejo fuese expuesta, por lo que se vio
necesario estudiar por separado el efecto biolégico de cada uno de ellos. Asi pues, se
decidié continuar caracterizando el tipo de apoptosis inducida por el complejo
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[Au(C=CPh)(PTA)] (1a). Dada la tendencia habitual de los farmacos quimioterapéuticos,
incluidos el cisplatino®? y el auranofin®, de inducir apoptosis intrinseca, se optd por
analizar algunos de los principales marcadores de esta ruta (ver apartado 1.2, pag. 36;
Figura 7), a saber: niveles de las proteinas pro y anti-apoptodticas, liberacion del
citocromo c y activacién de las caspasas 9 y 3°6%4,

Se escogid BAX como modelo de proteina pro-apoptdtica y Bcl-2 como modelo de
proteina anti-apoptadtica. Tras 24h de incubacién con 1a a su ICso, se observa una ruptura
del equilibrio debido tanto a un incremento de 1,6 veces en los niveles de BAX (Figura
34A) como a un descenso de 5,2 veces en la cantidad relativa de Bcl-2 (Figura 34B). Es
decir, se produce un aumento de la proporcién de proteina pro-apoptética
concomitante con una reduccion en la de proteina anti-apoptadtica, lo cual permitiria a
las proteinas pro-apoptadticas iniciar la formacion de poros en la membrana externa
mitocondrial®®®* (ver apartado 1.2, pag. 36; Figura 7).
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Figura 34. Andlisis del equilibrio entre proteinas pro y anti-apoptoticas tras 24h de incubacion
con 1a (ICsg). Todos los resultados se expresan como media de fluorescencia. A) Medida de los
niveles de la proteina pro-apoptética BAX. B) Medida de los niveles de la proteina anti-
apoptética Bcl-2.

Al comparar ambas gréficas, puede resultar curioso que el valor numérico del
descenso en los niveles de Bcl-2 sea cuantitativamente mucho mayor que el aumento
en la proporcién de BAX (5,2 respecto a 1,6). Esto podria ser debido a la mutacién E204X
que posee la linea Caco-2 en TP53%. Dicho gen estd directamente implicado en la
induccion de apoptosis en aquellas células cuyo ADN estd dafiando, de modo que
contribuye a garantizar que se mantenga la integridad del genoma. Entraria, por lo
tanto, en el grupo de genes supresores de tumores. Entre sus funciones se cuentan
modificar los niveles de expresidn de las proteinas pro y anti-apoptoticas, por lo que es
habitual que el proceso de transformacion tumoral esté determinado por mutaciones
en este gen; en el caso del CRC esto resulta especialmente importante, ya que
alteraciones en TP53 pueden ser las responsables de la transicion de adenoma a
carcinoma®®-%8 (ver apartado 1.1, Figura 3).

Cuando p53 funciona correctamente, induce una rapida sobreexpresiéon de BAX junto
con una leve disminucidn de la expresion de Bcl-2%%7°, que es lo contrario de lo que se
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observa en la Figura 34 y lo que sugiere que este resultado puede ser debido a la citada
mutacion E204X. No todas las mutaciones que se producen en el gen TP53 tienen los
mismos efectos. Mientras que aquellas que dan lugar a una proteina p53 no funcional
se asocian con niveles de BAX anormalmente bajos, las que se localizan en el motivo que
interacciona con el ADN (loop-sheet-helix motif) inducen una sobreexpresion de la
proteina pro-apoptodtica, lo cual se correlaciona, sorprendentemente, con una peor
prognosis’’2. En el caso concreto del CRC, la sobreexpresién de BAX suele estar
relacionada con una mayor agresividad del tumor y una capacidad de metastatizar mas
alta’. Como se mencionaba anteriormente, la linea Caco-2 es de las que poseen unos
niveles anormalmente altos de BAX debido a la mutacion E204X de TP53%, por lo que
en este caso concreto la inducciéon de la apoptosis tendrd una mayor dependencia de la
disminucion en Bcl-2 que del aumento en BAX, quedando asi explicados los datos de la
Figura 34.

Dado que al romperse el equilibrio entre proteinas pro y anti-apoptéticas se induce
la permeabilizacién de la membrana externa mitocondrial, produciéndose un descenso
en el potencial de membrana mitocondrial (Ay) y la liberacién del citocromo c entre
otros°® (ver apartado 1.2; Figura 7), se estudiaron ambos parametros en respuesta a la
incubacién con el complejo 1a. En situacién basal, el funcionamiento de la cadena
transportadora de electrones genera un gradiente de protones a través de la membrana
interna mitocondrial. En consecuencia, la matriz mitocondrial posee naturalmente carga
negativa, por lo que se puede analizar la integridad de este organulo recurriendo a
sondas cationicas fluorescentes. Las mitocondrias cuyo A no esté alterado tenderan a
acumular las sondas en su interior, lo que se traducira en un aumento de la fluorescencia
con respecto a aquellas que estén despolarizadas’. De acuerdo con esto, la menor sefial
fluorescente que se observa tras incubar el cultivo de células Caco-2 con 1la en
comparacion con el control negativo sugiere un incremento en el nimero de células con
un valor alterado de su potencial mitocondrial en respuesta al tratamiento (Figura 35A).

El citocromo ¢, cuya relevancia para la apoptosis intrinseca ya ha sido
mencionada®®®*, se encuentra normalmente en el espacio intermembrana mitocondrial.
El modelo de apoptosis intrinseca mas aceptado sostiene que la despolarizacion de la
mitocondria era un paso previo y necesario para la liberacidon de esta proteina al
citoplasma (ver apartado 1.2; Figura 7). De acuerdo con este modelo, el descenso en el
Ay va acompaifado por una serie de cambios morfoldgicos en el organulo, siendo uno
de ellos una condensacién de la matriz mitocondrial que podria favorecer la salida del
citocromo c’>. No obstante, algunos autores han aportado evidencias de que la
liberacion de esta proteina puede ocurrir antes de que se pueda detectar la pérdida del
Ay, e incluso existen evidencias de que pueda salir al citoplasma en ausencia de cambios
en el AY’®. Aunque el orden de los eventos segun los cuales se produce la apoptosis
intrinseca sea objeto de debate, parece claro que su salida de la mitocondria al
citoplasma es un paso necesario en la mayoria de los casos, ya que tanto la via intrinseca
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como la extrinseca tienen como consecuencia su liberacién. La Figura 35B refleja la
cantidad de citocromo c presente en la mitocondria; al inducir el tratamiento con el
complejo 1a y observarse una reduccién en la cantidad de citocromo ¢ mitocondrial,
obtenemos un nuevo dato que refuerza la hipotesis de que este derivado metalico causa
apoptosis mitocondrial. En concreto, y a falta de mas datos que confirmen o desmientan
esta idea, parece que el tipo de apoptosis intrinseca causada por 1a depende tanto de
la condensacién de la matriz mitocondrial como de la salida del citocromo c del espacio
intermembrana.

15000 5
30000 -

10000 -
20000 -

7

5000 4 10000 -

NN
NN

= T

[AuC2CPREITA B Control [Aw C=CPhi(PFTA)]

Muenn cell eflunrescenei

A

Figura 35. Estudio del efecto de 24h de incubacién con 1a (ICso) sobre parametros relacionados
con la apoptosis intrinseca. Todos los resultados se expresan como media de fluorescencia. A)
Analisis de la cantidad de células cuyo potencial de membrana mitocondrial ha disminuido. B)
Medida del contenido mitocondrial de citocromo c.

Finalmente, se analizaron los niveles de activacion de las caspasas 9 y 3. Se escogio a
la caspasa 9 debido a su papel como activadora a su vez de las caspasas ejecutoras en la
via intrinseca (ver apartado 1.2; Figura 7), mientras que la caspasa 3 fue escogida como
modelo de caspasa ejecutora. Se encontré un aumento en los niveles de activacidn de
ambas (Figura 36), si bien el aumento en la activacidén de la caspasa 3 resulté ser mayor
qgue el de la caspasa 9 (1,5 frente a 1,16 respectivamente). Estos resultados podrian
sugerir que existe algun mecanismo adicional por el cual se activa la caspasa 3 en
respuesta al tratamiento con 1a. Si bien este hecho no era conocido en el momento de
la realizacion y posterior publicacién del presente trabajo, Hwang et al.”” detectaron un
aumento no solo en la activacion de la caspasa 9 sino también de la 8 en respuesta al
tratamiento con auranofin. No se han encontrado evidencias de que otros autores hayan
replicado estos resultados posteriormente con auranofin u otros complejos de oro(l),
pero nuestros resultados parecen ir en esta direccion. Es este un campo de estudio
nuevo e interesante que podria implicar que los derivados de oro(l) tienen dianas
terapéuticas hasta ahora desconocidas y que volverd a ser abordado en apartados
posteriores de |la presente memoria.
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Figura 36. Medida de la activacidn de caspasas en respuesta a 24h de tratamiento con 1a (ICso).
Todos los resultados se expresan como media de fluorescencia. A) Analisis de la activacion de la
caspasa 9. B) Determinacion de la activacion de la caspasa 3.

Segun lo desarrollado en el apartado 1.2, existe una fuerte relacién entre la muerte
por apoptosis y el avance en el ciclo celular, por lo que se planted como interesante
realizar el estudio de este parametro. Al incubar el cultivo con 1a durante 24h se indujo
un aumento del nimero de células en la fase G2/M con respecto al control negativo
(Figura 37). En el apartado 1.2, se ha mencionado que un cese del ciclo celular en esta
fase podria estar relacionado con un mecanismo de accién que causase serios dafios en
el ADN’8, A pesar de que, en general, los derivados de oro(l) sienten una menor afinidad
por esta macromolécula que su predecesor, el cisplatino, a raiz de estos resultados
consideramos necesario analizar la capacidad de 1a de interaccionar directamente con
el ADN y causarle dafilo como parte de su efecto citotoxico.
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Figura 37. Andlisis del niumero de células (indicado en porcentajes) en cada fase del ciclo celular
tras 24h de incubacién con A) DMSO (control negativo; 2 uM) o B) 1a (ICsg).

El estudio de esta posible interaccién de 1a con el ADN se abordd mediante dos
ensayos distintos. En primer lugar, se analizd la migracidn del plasmido pIRES2-EGFP en
presencia de cantidades crecientes del derivado de oro(l), utilizdndose cisplatino como
control positivo. Mientras que el complejo de platino si afectd a la movilidad del
plasmido en el gel de agarosa, ninguna de las concentraciones de 1a evaluadas causaron
este efecto (Figura 38A). No obstante, este resultado preliminar solamente indica que
el complejo carece de afinidad por el ADN, pero no necesariamente implica que en el
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interior celular no vaya a ser capaz de inducir dafos en el material genético de forma
indirecta, como se ha observado por ejemplo que ocurre por exposicion a
nanoparticulas de cobalto-cromio’. Por ello, se extrajo el ADN de células que habian
sido incubadas durante 24h con el complejo y se compard con el de un control negativo
(células incubadas con una cantidad equivalente de DMSQO). Aunque no se obtuvieron
diferencias significativas en cuanto a la movilidad (Figura 38B), lo que sugeria que,
efectivamente, el complejo no interaccionaba directamente con el ADN, resultd
sorprendente la ausencia del patrdn en escalera caracteristico de la apoptosis,
anteriormente mencionado como uno de los marcadores tipicos de esta clase de muerte
celular®®,

Teniendo en cuenta que hasta el momento se habian encontrado varios marcadores
apoptéticos (Figuras 33, 34, 35 y 36), este resultado resultaba llamativo. Se repitio la
extraccion de ADN, aunque en lugar de 1a en esta ocasion se incubo a las células Caco-
2 con dos conocidos inductores de apoptosis, la estaurosporina®! y el butirato®2. De
nuevo, se obtuvo una Unica banda en lugar del patron en escalera esperable (Figura
38C). Por lo tanto, los datos recopilados hasta el momento sugieren que la apoptosis
podria tener lugar en ausencia de este marcador.

Figura 38. Analisis de la capacidad de interaccién de 1a con el ADN. A) Interaccion entre el
plasmido pIRES2-EGFP (carril 1) con 1a en una proporcion 1:2 (carril 2), 1:1 (carril 3) 0 1:0,5 (carril
4), asi como con el cisplatino como control positivo (proporcién 1:2 carril 5, 1:1 carril 6, 1:0,5
carril 7y 1:0,25 carril 8). Marcador de peso molecular en el carril 9. B) ADN extraido de células
Caco-2 tras 24h de exposicién a DMSO (control negativo, 2 uM; carril 1) o 1a en una cantidad
equivalente a su ICso (carriles 2 y 3). C) ADN extraido de células Caco-2 tras 24h de exposicidn a
los controles positivos estaurosporina (1 uM, 1h; carril 1) y butirato (20 mM, 16h; carril 2).

Aunque tradicionalmente se ha considerado al patron en escalera como uno de los
marcadores mas fiables de la apoptosis, existen evidencias que muestran que los
cambios morfoldgicos que se utilizan para detectar la apoptosis (encogimiento celulary
formacién de cuerpos apoptdticos®”>) son un paso previo a la fragmentacién del ADN.
Ademas, existen algunas moléculas, como por ejemplo compuestos de cinc, que son
capaces de inducir apoptosis pero también de inhibir a las endonucleasas que llevan a
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cabo la fragmentacién del ADN, por lo que en algunas situaciones es posible obtener
todos los marcadores tipicos de apoptosis salvo el patrén en escalera®. En nuestro caso
particular, la inhibicion de las endonucleasas por parte de 1a es poco probable, dado
gue los controles positivos mostraron exactamente el mismo efecto. Estos datos podrian
apuntar a una caracteristica propia de la linea celular, ya que otros autores tampoco han
encontrado el patrén en escalera al incubar células Caco-2 con compuestos citotoxicos,
aungque si se observaron marcadores morfoldgicos de apoptosis®*. De cualquier manera,
los datos obtenidos hasta el momento permiten descartar la posibilidad de que 1a
interaccionase con el ADN como parte de su mecanismo de accién, lo que podria
implicar que su uso clinico fuese mas seguro que el del cisplatino. Al no compartir
mecanismo de accidn, resulta ademas plausible suponer que este derivado de oro(l) no
presentase resistencias cruzadas con el farmaco de platino, lo que explicaria los
resultados previamente obtenidos por otros miembros del grupo de investigacién sobre
el efecto antiproliferativo de este complejo en la linea de cancer de ovario A2780/R?8,
Por lo tanto, [Au(C=CPh)(PTA)] (1a) podria ser de gran interés en tumores resistentes
tanto al cisplatino como a sus analogos, lo que incluiria al oxaliplatino; esto podria ser
especialmente relevante para el tratamiento de tumores colorrectales resistentes a los
cocteles de farmacos que incluyen oxaliplatino.

Tras concluir que 1a era capaz de inducir la muerte de las células por apoptosis,
existiendo ademdas numerosas evidencias a favor de que activase la via intrinseca, y
haber descartado la interaccién con el ADN como principal mecanismo de accion, se
planted a la tiorredoxina reductasa (TrxR) como diana molecular mas probable, dada la
afinidad natural del oro por su residuo de selenocisteina®8. El abordaje de la posible
interaccion entre 1ay la TrxR siguid un planteamiento similar al del ensayo anterior. En
primer lugar, se realizd una determinacidn de la actividad enzimatica fuera del medio
extracelular, incubando una enzima recombinante con dos concentraciones del
complejo (su ICsoy el doble del mismo). Con esta aproximacién se pretendia analizar una
posible inhibicion de tipo directo, es decir, mediada por una interaccion complejo
metalico-enzima. De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 8), es posible afirmar
que 1a, en efecto, puede inhibir la actividad de la tiorredoxina reductasa de forma
directa, siendo este efecto dependiente de la concentracidn del mismo. A continuacion,
se validaron estos resultados en el medio intracelular. Para ello, se incubaron células
Caco-2 durante 24h con el complejo y se midio la actividad reductasa del lisado celular.
De nuevo, se observd una reduccion en la actividad enzimatica de la TrxR, lo que
concuerda con los datos obtenidos previamente y valida la hipdtesis de que 1a podria
ejercer su efecto antitumoral mediante el bloqueo de la actividad de la tiorredoxina
reductasa, al menos en parte (Tabla 8). Finalmente, se decidié determinar si el complejo
metalico era capaz de inhibir selectivamente a la TrxR o si bien podria bloquear a otras
enzimas redox. Se escogio a la glutation reductasa (GR) como modelo de enzima redox
no selenoproteina, partiendo de la base de que un derivado de oro(l) deberia sentir una
menor afinidad por ella que por la TrxR dada la ausencia del residuo selenocisteina36:#’,
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Efectivamente, los resultados mostrados en la Tabla 8 revelan que la incubacion con 1a
no solo no reduce la actividad de la GR, sino que incluso la aumenta ligeramente, aunque
de forma no significativa. Este aumento puede ser consecuencia del antes mencionado
papel del sistema glutation-glutarredoxina como “custodio” de la actividad de la
tiorredoxina ante una disfuncién de la TrxR (ver apartado 1.5, pag. 64; Figura 20).

Tabla 8. Medida de actividades de enzimas redox como potenciales dianas terapéuticas 1a. Se
incluyen resultados obtenidos con enzimas recombinantes y procedentes de lisados celulares
(células Caco-2 tras 24h de incubacidn con el complejo). *p<0,05 vs control negativo. **p<0,005
vs control negativo.

Concentracion 1a Enzima Actividad enzimatica % actividad
(1M) (umol-mg 1-min~?) enzimatica
0 (control negativo) TrxR (recombinante) 0,30 +0,03 100
2,65 TrxR (recombinante) 0,22 +0,03" 72,63
5,30 TrxR (recombinante) 0,19 +0,02" 64,86
0 (control negativo) TrxR (cél. Caco-2) 0,15+0,03 100
2,65 TrxR (cél. Caco-2) 0,13 +0,01" 85,84
0 (control negativo) GR (cél. Caco-2) 1,55+0,33 100
2,65 GR (cél. Caco-2) 1,75+0,53 112,67

Si bien se ha comprobado que 1la es capaz de realizar un bloqueo directo de la
actividad de la TrxR, con los datos obtenidos hasta el momento no se puede descartar
gue también lleve a cabo una inhibicién indirecta de la enzima, esto es, una reduccién
de su nivel de expresion. Chen et al. observaron que el tratamiento con auranofin podia
disminuir los niveles de expresion de la isoforma mitocondrial de la tiorredoxina
reductasa®®, de modo que inspirados por sus resultados se decidié analizar los niveles
de expresidon de la tiorredoxina y la TrxR de células Caco-2 tras 24h de exposicién al
complejo metalico. Las Figuras 39A y 39B muestran que la expresion de ambos genes
TXN y TXNRD1 se incrementaba en respuesta al tratamiento. Estos resultados
permitieron descartar que 1a llevase a cabo una inhibicidon indirecta de cualquiera de las
dos enzimas, puesto que ocurria justo lo opuesto.

Tras obtenerse estos datos, se determiné la cantidad de la enzima TrxR presente en
el interior celular mediante citometria de flujo, observandose un incremento efectivo
en respuesta a la sobreexpresion del gen (Figura 39C). Este aumento de la expresion
génica, que se traduce a su vez en una mayor cantidad de proteina, podria ser la
respuesta de la célula al bloqueo farmacolégico de la TrxR, un pre-mecanismo de
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resistencia a la terapia. No obstante, de acuerdo con los datos obtenidos, esta estrategia
no consigue evitar la muerte celular. Sin embargo, la capacidad de la célula de
sobreexpresar tanto la TrxR como la tiorredoxina, asi como el hecho de que se
incremente la actividad de la GR (Tabla 8), debe ser tenido en consideracidon, ya que una
terapia prolongada podria dar lugar a una resistencia efectiva a través de la combinacion
de estos tres elementos. Futuros experimentos en modelos animales deberdn tener en
cuenta estos datos para tratar de hacer mas efectiva la terapia usando los complejos de
oro junto a blogueantes del sistema glutatién-glutarredoxina para quizd aumentar las
posibilidades de éxito del tratamiento, ya que, segln se desarrollarda mds adelante, la
inhibicion concomitante de TrxR y GR implica una mayor probabilidad de éxito

terapéutico®.
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Figura 39. Efecto de 24h de tratamiento con 1a (ICso) sobre la expresion génica de células Caco-
2. A) Determinacion del nivel de expresion del gen TXN. B) Determinacién del nivel de expresion
del gen TXNRD1. C) Medida de la cantidad de proteina TrxR en el interior celular.

Dado el papel clave de la TrxR en el mantenimiento de la homeostasis redox, al inhibir
su actividad mediante la incubacion con 1a era esperable un incremento en los niveles
de especies reactivas de oxigeno. De acuerdo con investigaciones previas respecto al
mecanismo de accion del auranofin, la ruptura del equilibrio redox estaria directamente
relacionada con la capacidad del compuesto de inducir la muerte de la célula
tumoral'>®%22, por lo tanto, se midieron los niveles de ROS en células Caco-2 tras 1h de
exposicidon a 1ay a auranofin como control positivo. Se observé un aumento significativo
(p<0,001) con respecto al control negativo (Figura 40), lo que permitidé concluir que,
efectivamente, el bloqueo de la TrxR se tradujo en una ruptura del equilibrio redox que
podria ser una de las causas de la induccién de apoptosis.
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Figura 40. Medida de los niveles de ROS en células Caco-2 tras 1h de exposicion a 1a (ICso) 0 a
un control positivo (auranofin, 1,80 uM). Los resultados se expresan como valores promedio de
unidades arbitrarias de fluorescencia. **p<0,005 vs control negativo. ***p<0,001 vs control
negativo.

Este incremento en los niveles de ROS también podria ser la razon por la que se
observa un arresto en la fase G2/M del ciclo celular (Figura 37). Wang et al. observaron
que una alta produccién de ROS tenia como consecuencia la activacidon de Chk1/2, una
proteina que bloquea la accion de Cdc25C, la cual a su vez promueve el paso de la fase
G a la mitosis®3. Por otra parte, de acuerdo con los resultados obtenidos por Kang et al.,
la activaciéon de la proteina p38 en respuesta a un incremento en los niveles de ROS esta
a su vez relacionada con un cese del ciclo en la fase G2/M?4. En este sentido, nuestros
resultados podrian sugerir que los elevados niveles de ROS causados a consecuencia del
tratamiento con el complejo metdlico causan graves dafios en el ADN durante la fase G2
del ciclo, lo que provocaria que el punto de control que determina la entrada en la
mitosis iniciase la apoptosis para mantener la integridad del genoma. Asi mismo, esta
produccién aberrante de ROS también podria estar relacionada con la induccién de
apoptosis a través de una segunda via, dado que la activacién de la proteina p38 también
esta relacionada con un incremento en la tasa de activaciéon de la caspasa 9°3°%. No
obstante, en nuestro caso concreto esto es poco probable, dada la escasa activacion de
esta caspasa segun se puede apreciar en la Figura 36A.

Por ultimo, el exceso de ROS podria ser también responsable del efecto observado
sobre la expresidén génica de los miembros del sistema tiorredoxina (Figura 39). En
presencia de altas cantidades de ROS, se produce una estabilizacion del mRNA que
codifica a la TrxR para asi contribuir a una mayor produccidon de esta enzima y poder
evitar la muerte desencadenada por una cantidad aberrante de ROS®°. Esto podria
explicar por qué el aumento de expresion del gen TXNRD1 (Figura 39B) se traduce en un
incremento efectivo de la cantidad de TrxR en el medio intracelular (Figura 39C). Esta
explicacion también es aplicable al aumento de expresién del gen TXN?®.
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Asi, se da por concluido el estudio preliminar acerca del uso potencial del complejo
1a con fines quimioterapéuticos frente al CRC. Su mecanismo de accidn se esquematiza
en la Figura 41.
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Figura 41. Representacion esquematica del mecanismo de accidn del complejo 1a sobre células
Caco-2.

Se retomd entonces el analisis de las propiedades antiproliferativas del complejo
[Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a). El escaso aumento en los niveles de apoptosis y necrosis de
acuerdo con los datos de citometria de flujo (Figura 32), unido a la ausencia de activacion
de caspasas y el fenotipo necrético (Figura 33) nos indujeron a sospechar que este
derivado podria inducir necroptosis en lugar de apoptosis.

Ademas de las ya citadas evidencias, es pertinente mencionar una mas. A la hora de
detectar células necroptoticas mediante citometria de flujo, la doble tincién con anexina
V-FITC y yoduro de propidio posee una importante limitacion. Ya que durante la
necroptosis no se produce la traslocacion de la fosfatidil serina a la cara externa de la
membrana plasmatica, podria caerse en el error de suponer que las células
necroptédticas darian un marcaje negativo para anexina V-FITC. No obstante, en la
practica las células en apoptosis tardia y las necroptdticas pueden confundirse. Debe
tenerse en cuenta que uno de los primeros eventos de la necroptosis es la ruptura de la
membrana plasmatica debido a la excesiva hinchazén celular, lo que va a permitir la
entrada en la célula de ambas sondas, de forma similar a lo que les ocurre a las células
en apoptosis tardia®’. De ahi que sea necesario medir otros parametros, como el tamafio
de las células, o incluir marcadores especificos de necroptosis en la mezcla de sondas
para poder diferenciar ambas poblaciones. En nuestro caso concreto, el aumento de la
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poblacién celular en apoptosis tardia respecto al control negativo (Figura 32C) podria
tratarse, en realidad, de células necroptdticas mal clasificadas.

Se comenzd el estudio de marcadores necroptéticos mediante el analisis de la tasa
de activacion de la proteina RIP-1, que en el apartado 1.2 se mencionaba como una de
las principales responsables de este tipo de muerte (ver Figura 9; pag. 41) tras incubar
un cultivo de células Caco-2 con 2a durante 24h. Se observé un aumento de 8,5 veces
en su nivel de expresién (Figura 42A), lo cual parecia confirmar su implicacion en el tipo
de muerte inducida por el complejo metalico. Para confirmarlo, se pre-incubd el cultivo
con el inhibidor especifico de RIP-1 necrostatina-1 (Nec-1). De acuerdo con la Figura 42B,
el pre-tratamiento con Nec-1 aumentd significativamente la viabilidad celular en
comparacion con aquellas que solamente fueron incubadas con el complejo 2a (p<0,05),
si bien no se consiguiod reducir por completo el efecto antiproliferativo del complejo de
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Figura 42. Andlisis de la implicacion de RIP-1 en la muerte celular inducida tras 24h de incubacion
con 2a (ICso). A) Niveles de expresion de la proteina RIP-1 tras 24h de incubacién con DMSO
(panel superior; control negativo, 2 uM) o 2a (panel inferior). B) Estudio del efecto del inhibidor
de RIP-1 necrostatina-1 (50 uM, 1h) sobre la capacidad antiproliferativa de 2a. *p<0,05 respecto
al control negativo. #p<0,05 respecto a células tratadas con 2a.

Una vez demostrada la implicacion de RIP-1 en la muerte celular inducida por 2a, se
amplid el estudio utilizando dos inhibidores de puntos clave de la ruta necroptética
mejor caracterizada: aquella que depende de la unién entre TNF-a y su receptor TNFR1
(ver apartado 1.2, pag. 41; Figura 9). En primer lugar, se recurrio a un analogo del TNFR1
gue impide su unidon con TNF-a, observandose que el pre-tratamiento con este
compuesto tenia un efecto similar al previamente encontrado con Nec-1 (Figura 43A). A
continuacion, se utilizé el compuesto SN50, capaz de bloquear la traslocacion al nucleo
de NF-kB y, por consiguiente, su efecto sobre la expresion de diversos genes
relacionados con la expresién de citoquinas pro-inflamatorias entre las que se incluye el
propio TNF-a, y se encontré de nuevo que remitia el efecto antiproliferativo de 2a

143

~
| S—



CAPITULO 1: Alquinil derivados de oro(l) con fosfinas hidrosolubles

(Figura 43B). Por lo tanto, los resultados mostrados en las Figuras 42 y 43, sugieren que
2a induce la ruta necroptética dependiente de TNF-a.

120

4 = DMS0
100 #
80 * [AulC=C-2-NESHA)(PTA)]
=
= T 3.8 uM
E
?i m B TNFRI analog 5 uM
&# i
B [Au(C=C-2-NCSH4)(PTA))
20 5.8 u+Hoja1!5I529M +
TNFR1 analog 5 uM
o
A
120 -
100 -
*H HOMSO
= a0 | %
= T [Au{C=C-2-NCSHA)(PTA)]
- 3.8 uM
= 60 o
=8 WSNS0 1 uM
= 40 -
| m [Au(C=C-2-NCSHE)(PTA)]
3.8 uM + SN50 1 uM
20 4
o -
B

Figura 43. Efecto de inhibidores de puntos clave de la necroptosis dependiente de TNF-a sobre
la capacidad antiproliferativa de 2a (ICso) tras 24h de incubacién. A) Pre-incubacién con un
analogo de TNFR1 (5 uM, 1 h). *p<0,05 respecto al control negativo. #p<0,05 respecto a células
tratadas con 2a. B) Pre-incubacién con SN50 (1 uM, 1 h). *p<0,05 respecto al control negativo.
#p<0,05 respecto a células tratadas con 2a.

No obstante, segin puede observarse en las Figuras 42B y 43 ninguno de los tres
inhibidores utilizados dio lugar a una recuperacion de la viabilidad celular comparable a
la del control negativo, es decir, no se produjo en ningun caso una anulacion del efecto
antiproliferativo de 2a. Kim et al.®® observaron que el pre-tratamiento con Nec-1
tampoco pudo bloquear por completo la necroptosis causada por un compuesto natural
sobre células NSCLC, un modelo de cancer de pulmdn de células no pequefias. Cui et al.
% obtuvieron resultados similares al inducir necroptosis sobre células de céncer de
prostata (linea PC-3) con selenito. En este caso particular, sin embargo, si lograron una
proteccion completa al recurrir a un inhibidor selectivo de la RIP-3. Tomando estos dos
trabajos en consideracion, es posible deducir que RIP-3 puede tener un papel mucho
mas relevante que RIP-1 en cuanto al control del proceso necroptoético, a pesar de que
forzosamente deba ser activada por RIP-1, lo que se ve apoyado por los resultados
obtenidos por otros investigadores acerca de su implicacion crucial en la necroptosis
mediada por TNF-a'%. En este sentido, se podria quizd establecer una comparacion
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entre RIP-3 y las caspasas ejecutoras en cuanto a su papel determinante para el proceso
de muerte celular.

Dado que en el estudio del efecto de 2a nos hemos limitado a analizar el efecto de
RIP-1 utilizando al inhibidor selectivo Nec-1, la hipdtesis acerca del mayor peso de RIP-
3 en este proceso no puede ser confirmada ni descartada por el momento. Debe tenerse
en cuenta, ademas, que no existen datos hasta el momento acerca del papel de RIP-3
en la induccién de necroptosis sobre la linea Caco-2, de modo que son necesarios mas
datos relativos a este modelo tumoral para esclarecer el porqué de los datos obtenidos
hasta el momento.

Al margen de esta posible relevancia de RIP-3, existe una segunda hipdtesis que
podria explicar los resultados mostrados en las Figuras 42B y 43, fundamentada en la
estrecha relacién entre los diferentes tipos de muerte celular. Anteriormente, se ha
discutido acerca del papel de la necroptosis como mecanismo de emergencia en caso de
que la apoptosis se encuentre bloqueada'®’. Se han encontrado también evidencias de
gue puede suceder a la inversa, es decir, que el bloqueo de la necroptosis tenga como
consecuencia un aumento de la apoptosis. Han et al.X%2 observaron que el uso de Nec-1
podia causar un aumento de la apoptosis en dos modelos de leucemia (lineas K562 y
HL60) tratadas con el compuesto natural shikonina. También se han dado casos en los
gue un Unico compuesto puede inducir al mismo tiempo apoptosis y necroptosis, de
acuerdo con la investigacion realizada por Khorsandi et al.l® acerca del efecto
antitumoral de la quercetina sobre células MCF-7 (carcinoma de mama). Los autores
demostraron que, tanto la inhibicion de las caspasas mediada por zZVAD (un conocido
inhibidor de la apoptosis) como el bloqueo de la necroptosis causado por Nec-1
promovian una recuperacion parcial de la viabilidad celular tras el tratamiento con
guercetina. Observaron, ademds, que el uso de Nec-1 tenia como consecuencia
inesperada un descenso en los niveles de expresion de BAX junto con un aumento en los
de Bcl-2 en comparacién con células tratadas Unicamente con quercetina. Es decir, el
blogueo de la necroptosis podia tener un efecto anti-apoptético como consecuencia,
observandose que el uso de Nec-1 tenia un mayor efecto protector que el de z-VAD para
la viabilidad del cultivo tratado con quercetina.

En vista de esta curiosa relacidon entre ambos tipos de muerte celular, consideramos
interesante volver a analizar con la doble tincién anexina V-FITC y yoduro de propidio al
cultivo de Caco-2 tras 24h de incubacidon con 2a, aunque en esta ocasién tras una pre-
incubacién con Nec-1. Se obtuvo un incremento en el numero de células en apoptosis
temprana, concomitante con un descenso en la poblacidon en apoptosis tardia (Figura
44). De acuerdo con la suposicion inicial de que las células en apoptosis tardia podrian
ser células necroptédticas®, los resultados obtenidos sugieren que, al bloquear la
necroptosis con Nec-1, los daios inducidos por 2a son todavia incompatibles con la vida,
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por lo que la muerte de la célula es inevitable y se induce apoptosis de manera
alternativa.
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Figura 44. Estudio de las poblaciones apoptdticas de un cultivo de células Caco-2 incubadas
durante 24h con 2a (ICso) en presencia o ausencia de un pre-tratamiento con Nec-1 (50 uM, 1h).

Si bien las pruebas obtenidas hasta el momento parecen indicar que 2a
efectivamente induce la muerte por necroptosis como primera alternativa, todavia
guedaba pendiente determinar el mecanismo molecular que desencadenaba esta
respuesta. Ademas, dado el diferente comportamiento mostrado respecto a 1a, no
podia descartarse que todos los procesos descritos hasta el momento fuesen
consecuencia de una interaccién directa con el ADN. Esta hipdtesis se sustentaba sobre
el hecho de que, recientemente, se ha descubierto la capacidad del cisplatino para
inducir necroptosis sobre algunas lineas celulares'®. Ademds, otros autores han
relacionado la induccién de dafios sobre el ADN con la muerte por necroptosis®. Por
tanto, se evalud la capacidad de 2a de interaccionar con el plasmido pIRES2-EGFP. Se
utilizaron dos concentraciones distintas del complejo y al cisplatino como control
positivo. La Figura 45 permite descartar la interacciéon directa entre el ADN y 2a, lo que,
ademas de sugerir que el derivado de oro podria ser menos tdxico que el cisplatino, algo
gue ya se habia sospechado al calcular sus respectivos indices de selectividad (Tabla 5),
da pie a continuar la bisqueda de su mecanismo de accion, presumiblemente mas
selectivo.
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M Cinc Cis0.5 Cis1 Cis2 Au0.5 Au1 Au2

Figura 45. Interaccién entre el plasmido pIRES2-EGFP (carril 2) con 2a en una proporcion
complejo:plasmido de 0,5 (carril 6), 1 (carril 7) o 2 (carril 8), asi como con cisplatino como control
positivo (ratio 0,5 carril 3; ratio 1 carril 4; ratio 2 carril 5). Marcador de peso molecular en el
carril 1.

Tras haber descartado una interaccidn directa con el ADN como responsable de la
induccion de la necroptosis, pasamos a considerar una hipotética ruptura del equilibrio
redox como causa de la misma. Existen numerosas referencias acerca del papel clave de
las especies reactivas de oxigeno en esta clase de muerte celular. Se ha observado que
la propia proteina RIP-1, una vez activada, podria inducir la produccién de ROS al causar
un descenso en los niveles de expresion de la enzima mitocondrial responsable de la
conversion de ADP en ATP. Este aumento de ROS genera, a su vez, un bucle de
retroalimentacién que conduce a un mayor aumento de la actividad de la RIP-1196:197,
También la activacién de la RIP-3 puede intervenir en la ruptura de la homeostasis redox,
ya que en su caso es capaz de activar a enzimas relacionadas con la glicélisis y la
respiracion aerobia. Al aumentar ambos procesos, se produce como consecuencia un
exceso de ROS!%198 que presumiblemente contribuiria a mantener a la RIP-1 activada
y funcional segun lo descrito anteriormente, contribuyendo asimismo a la activacion de
la propia RIP-3. Si bien es cierto que estos datos no apuntan a la generacidon de ROS
como principales responsables de la necroptosis, si dejan patente su relevancia para que
el proceso continde. Una prueba mas contundente acerca del papel de las ROS como
inductores de este tipo de muerte la presentaron Yu et al.'%, al detallar la accién
antitumoral de la citronela sobre un modelo de cancer de pulmdén humano (células NC1-
H1299). En el citado trabajo, los autores observaron dos picos en la produccion de ROS:
el primero de ellos se daba antes de finalizar las 6h de incubacion, por lo que lo
atribuyeron al efecto directo de la citronela, mientras que el segundo pico se daba
pasadas 12h de tratamiento y lo atribuyeron al bucle de retroalimentacidn, es decir, al
proceso necroptdtico en si.

Por todo ello, se analizaron los niveles de ROS en células Caco-2 tras 1h de incubacién
con 2a. Se utilizé la sonda fluorescente CellROX® Deep Red Reagent y microscopia de
fluorescencia. La Figura 46A muestra un notable aumento de la fluorescencia, que se
corresponde con un incremento del nivel intracelular de ROS en respuesta al
tratamiento con el derivado metalico. Para confirmar que este hecho guardaba relacion
con la muerte celular, se analizd la viabilidad del cultivo tras un pre-tratamiento con el
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antioxidante N-acetil-cisteina (NAC). El uso de este compuesto si revirtido por completo
el efecto del complejo metélico sobre la muerte del cultivo (Figura 46B), lo que no se
habia conseguido con ninguno de los inhibidores especificos de la necroptosis utilizados
previamente (Figuras 42B y 43). Esto demuestra el papel central de la produccién de
ROS en la muerte celular inducida por 2a.

A B i

T mDMSO
100
[Au(C=C-2-NCSHE)(PTA)]
bt 1"_‘ 38uM
i | HHAC 30 mM
46 B [Au(C=C-2-NCSHe) (PTa)]
3.8 UM + NAC 30 mM
20
o

Figura 46. Influencia de 2a sobre la produccién de ROS. A) Andlisis de la cantidad total de ROS

Cell viability (26)

en el interior celular tras 1h de incubacion con DMSO (panel izquierdo; control negativo, 2 uM)
0 2a (ICsp) (panel derecho) utilizando la sonda fluorescente CellROX® Deep Red Reagent. B)
Influencia de la pre-incubacién con NAC (30 mM, 1h) sobre la viabilidad celular tras 24h de
incubacién con 2a (ICso). *p<0,05 vs control negativo. #p<0,05 vs 2a.

Una vez demostrado el papel esencial de la induccién de estrés oxidativo para el
efecto antiproliferativo de [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a), se decidid estudiar el potencial
de RIP-1 en esta produccion de ROS, ya que de acuerdo con los trabajos anteriormente
mencionados la activacion de esta proteina puede tener como consecuencia un
aumento en los niveles de especies reactivas de oxigeno!%1%8 Se determinaron los
niveles de ROS tras una pre-incubacidn con Nec-1 y se encontré que, efectivamente, la
inhibicidn de RIP-1 promovia un descenso en los niveles de ROS, comparable tanto al del
control negativo como al utilizar NAC (Figura 47). Estos resultados son similares a los
obtenidos por Yu et al. 1%° en relacion al pico de ROS obtenido una vez se activaba la
maquinaria necroptotica, y dejan constancia una vez mas del papel de RIP-1 en la
generacién de ROS, necesaria a su vez para el bucle de retroalimentacion ROS-RIP-1 que
induce la formacién del necrosoma y la consiguiente muerte celular via necroptosis.
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Figura 47. Efecto de la pre-incubacidn con Nec-1 sobre la produccién de ROS inducida por 24h
de tratamiento con 2a (ICso) sobre células Caco-2. *p<0,05 vs control negativo.

Puesto que el incremento en los niveles de ROS es el primer punto en comun entre
los complejos 1a y 2a, nos planteamos como hipdtesis que 2a fuese igualmente capaz
de bloquear a la tiorredoxina reductasa y causar asi la ruptura del equilibrio redox, tal
como se habia descrito previamente para su andlogo (Tabla 8, Figura 39). Esta hipotesis
podria verse reforzada por los descubrimientos de Tsuchiya et al.1%! y Li et al.*'! acerca
de otros agentes quimioterapéuticos capaces de inhibir a la TrxR e inducir necroptosis
como consecuencia; resulta especialmente relevante el ultimo articulo mencionado,

112" que ha descrito la

puesto que es el Unico, al margen de nuestro presente trabajo
capacidad de un complejo de oro(l), en concreto el auranofin, de inducir necroptosis

sobre un modelo tumoraltl,

Para estudiar la posible interaccién 2a-tiorredoxina reductasa, se incubd durante 24h
un cultivo de células Caco-2 con el derivado y se midié la actividad TrxR del lisado celular.
En este caso, no obstante, los resultados encontrados no guardaban ninguna relacién
con los previamente obtenidos tras el tratamiento con 1a (Tabla 8), puesto que no se
obtuvieron cambios significativos respecto al control negativo. De igual manera, se
analizo la actividad de la proteina redox glutation reductasa tras la incubacion con 2a,
enzima cuya actividad tampoco se vio modificada en respuesta al tratamiento. Estos
resultados se recogen en la Tabla 9. Por lo tanto, todos los datos obtenidos hasta el
momento sugieren que el incremento de ROS mostrado en la Figura 46A, del que
depende el efecto antiproliferativo de 2a (Figura 46B), no parece estar causado por la
inhibicidn de las enzimas redox tiorredoxina reductasa o glutatién reductasa.

Tabla 9. Medida de actividades de enzimas redox en lisados celulares como potenciales dianas
terapéuticas de 2a (24h de incubacidn con su [Csp).
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Concentracidn 2a Enzima % actividad
(M) enzimatica
0 (control negativo) TrxR 100
3,80 TrxR 88,99 + 6,77
0 (control negativo) GR 100
3,80 GR 147,01 £ 43,13

Quedaba pendiente, sin embargo, una ultima cuestion, la de mayor relevancia: épor
qué el tratamiento con 2a promovia la induccién de necroptosis en lugar de apoptosis?
Al principio del presente capitulo, se ha mencionado la existencia de interacciones
aurofilicas que se tienden a establecer entre los centros metalicos de complejos de oro(l)
diferentes. Esto hace que los alquinil derivados de oro(l) posean una cierta tendencia a
formar estructuras supramoleculares, propiedad que se relaciona, ademads, con la
capacidad luminiscente de esta clase de compuestos'®. Tanto el complejo 1a como el 2a
poseen propiedades luminiscentes?®, lo que permitid estudiar la distribucion de 2a en el
interior celular mediante microscopia de fluorescencia. La Figura 48 muestra que el
compuesto se acumula preferentemente en la mitocondria. La entrada en este organulo
seria posible debido al equilibrio entre lipofilicidad e hidrofobicidad que posee este
compuesto, segln se ha comentado previamente (Tabla 4). Si bien es cierto que aquellos
compuestos con un caracter mas lipéfilo y catidnico tienen la entrada mas favorecida en
la mitocondria®'3, también se ha mencionado que estos farmacos podrian resultar mas
téxicos por no discriminar entre células tumorales y no tumorales. Pero dado que las
células tumorales poseen una mayor cantidad de mitocondrias para responder a sus
necesidades metabdlicas, esto podria ser la razon de la selectividad de 2a. Es decir,
podria establecerse un paralelismo entre ambos complejos en cuanto a su posible
selectividad: mientras que el primero actua frente a una enzima sobreexpresada, el
segundo afectaria a un organulo cuya proporcién es mayor que en una célula normal.

Figura 48. Efecto de 2a sobre la mitocondria de células Caco-2. Co-localizacién del complejoy la
mitocondria realizada con el test de co-localizaciéon Van Steensel tras 3h de incubacion. Panel
izquierdo: mitocondrias tefiidas con Mitotracker®Deep Red. Panel central: 2a (10 uM). Panel
derecho: co-localizacion.
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En cuanto al efecto de la entrada de 2a en la mitocondria, se observd que, tras 24h
de incubacion, se producia un descenso en el potencial de membrana mitocondrial, lo
que sugiere un fallo en el funcionamiento normal del organulo (Figura 49). De acuerdo
con todos los datos obtenidos, la disfuncion mitocondrial podria ser la causa por la que
se induce necroptosis en lugar de apoptosis en respuesta al tratamiento con 2a. La
induccion de un descenso en el valor del A de las células Caco-2 tras 24h de
tratamiento es otro punto en comun que tienen 1a y 2a, aunque debe tenerse muy en
cuenta que las causas que lo motivan son muy distintas en cada caso. Mientras que el
tratamiento con 1a inducia un desequilibrio de proteinas pro y anti-apoptoticas (Figura
34), lo que da lugar a la formaciéon de poros en la membrana mitocondrial®® (ver
apartado 1.2), 2a parece inducir una disfuncién mitocondrial sin implicacion de las
proteinas pro-apoptéticas.
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Figura 49. Analisis de la poblacion celular con un Ay alterado (cuadrante P2) tras la 24h de
incubacion con DMSO (panel superior; control negativo, 2 uM) o 2a (ICso) (panel inferior).

Ademas de las interacciones aurofilicas, la presencia del nitrogeno adicional en el
esqueleto alquino del complejo 2a podria determinar la formacion de interacciones
adicionales entre compuestos vecinos que no se darian en el caso del complejo 1a. A
modo de ejemplo, ensayos realizados con un complejo andlogo con el alquino 4-
piridiletinil y con PTA altamente soluble en agua, revelaron que la formacién de
interacciones m-m entre las unidades piridina daba lugar a la formacion de largas fibras
de gel en presencia de agua''®. Si bien la formacion de esta clase de interacciones -1t
entre la PTA y la unidad piridina de 2a es menos probable que en el caso descrito, la
posicidn del atomo de nitrégeno si podria dar lugar a interacciones N-metal entre dos
moléculas adyacentes, ademds de a contactos de enlace triple metal, tal como
observaron Blanco et al.1*® De ser cierto, esto podria explicar la pérdida de afinidad con
la TrxR al afiadir un nitrégeno al fenilo del alquino en el complejo 1a para dar lugar al
analogo 2a: existiria una mayor afinidad entre las moléculas del propio compuesto que
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hacia la proteina. Esto permite suponer que, una vez en el interior mitocondrial, la
formacién de agregados de 2a podria ser la responsable de la disfuncién del organulo,
causando la activacién de la RIP-1 y el resto de efectos observados. El supuesto
mecanismo de accidn de este derivado se muestra a modo de resumen en la Figura 50.

Ausencia de \ Incremento
® dafio

Activacion
RIP-1

Descenso A

Figura 50. Mecanismo de accion del complejo 2a sobre células Caco-2.

Anteriormente, se ha mencionado que la induccion de necroptosis es una posible
estrategia para inducir la destruccidon de células tumorales resistentes a la apoptosis'©?.
Esto dota al complejo [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) de un interés del que carece el
andlogo [Au(C=CPh)(PTA)] (1a), puesto que podria ser utilizado frente a tumores en
estadios mds avanzados o como agente quimioterapéutico de segunda eleccion frente
a casos de recurrencia. Debido a este prometedor futuro, decidimos desarrollar un
modelo tridimensional de cancer de colon sobre el que evaluar el efecto del complejo

2a.

El cultivo celular tradicional o en dos dimensiones, resulta de utilidad a la hora de
determinar el posible mecanismo de accién de un futuro farmaco, y es el paso previo a
los estudios en modelos animales porque, ademas, da una idea preliminar acerca de su
posible toxicidad sobre los tejidos sanos como ya hemos comentado. No obstante, el
cultivo en monocapa presenta serias limitaciones respecto a un tumor real, lo que
implica que la gran mayoria de compuestos que son muy prometedores en este estadio
carecen de efecto cuando son probados en modelos animales. Quiza la mas relevante
de estas limitaciones sea que no se reproducen con exactitud las interacciones célula-
célula ni célula-matriz extracelular que se dan en el microambiente tumoral. En el caso
de las células adherentes, este hecho es debido a que las células establecen
interacciones principalmente con la superficie en la que crecen, y de manera secundaria,

152

~
| S—



CAPITULO 1: Alquinil derivados de oro(l) con fosfinas hidrosolubles

unas con otras. Existen métodos que evitan la agregacion de las células sobre la
superficie, forzando la interaccién entre si para dar lugar a estructuras en tres
dimensiones que guardan mayor similitud con un tumor real que el cultivo en
monocapa. Al establecerse las uniones célula-célula adecuadas, las células adquieren un
patron morfoldgico y funcional mas proximo al que poseen en el tejido canceroso, lo
gue resulta de interés a la hora de evaluar el potencial terapéutico de un compuesto,
incluso a nivel farmacodindmico®'617,

Uno de los modelos 3D mejor caracterizados por su utilidad en el disefio de farmacos
antitumorales es el esferoide. En los esferoides, las células tumorales se organizan en
capas diferentes para imitar su disposicién en un tumor real. Esto hace que exista un
gradiente de oxigeno, metabolitos, etc., que resulta de interés para analizar las
propiedades farmacodinamicas del compuesto de estudio, ya que puede que tenga
dificultades para alcanzar la zona central del esferoide. Por ello, es frecuente que las
células de las capas externas reciban el dafio, pero las internas queden protegidas. Un
farmaco serd mas efectivo en cuanto a su capacidad de reducir el tamano del esferoide
al completo. Otra caracteristica de interés de los esferoides es el distinto patron de
expresion génica que muestran las células respecto a cuando son cultivadas en
monocapa. Se ha observado que se promueve la expresion de genes relacionados con
la resistencia a la muerte celular o la pérdida de adherencia, ambos marcadores de la
agresividad de un tumor. En resumidas cuentas, un esferoide resulta un modelo de gran
interés para predecir el efecto de un posible farmaco antes de pasar a probarlo en un
modelo animal. Como ventaja afiadida, permitiria reducir la cantidad de animales de
experimentacién, ya que los farmacos que no resultasen prometedores en estos
estudios serian descartados!’/118,

Los modelos 3D presentan una ultima ventaja, y es que pueden incluir varios tipos de
células, no solamente las tumorales sino también células epiteliales o incluso del sistema
inmune, para asi imitar la complejidad observada en un tumor real. En el caso concreto
del cancer colorrectal, esta clase de esferoides se han utilizado para evaluar la respuesta
a distintos farmacos. Se ha observado, por ejemplo, que los esferoides resultantes del
co-cultivo de células Caco-2 y fibroblastos asociados a tumor tiene como consecuencia
un descenso de la efectividad del céctel farmacoldgico compuesto por 5-fluorouracilo y
oxaliplatino!®. Por consiguiente, estos ensayos podrian ayudar a determinar las bases
de la resistencia a la quimioterapia, asi como a predecir la respuesta del microambiente
tumoral a una nueva terapia.

Para realizar un estudio preliminar acerca del comportamiento del complejo 2a
frente a un modelo 3D, se disend un esferoide de células Caco-2 mezclando las células
con una solucion de metilcelulosa de alta viscosidad, de acuerdo con el modelo
previamente descrito por Ayuso et al.*?°, Tras la formacién del esferoide, fue incubado
con concentraciones crecientes (3, 4 y 5 uM) de 2a durante 24h y se realizé una doble
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tincion con Hoechst 33342, para visualizar los nucleos, y yoduro de propidio, para poder
observar aquellas células cuya membrana estuviese dafiada, y que se consideran, por lo
tanto, células que han sufrido necroptosis. Mediante microscopia de fluorescencia, se
tomaron cuatro imagenes diferentes: esferoide sin tratar (Figura 51A), esferoide tratado
con 3 uM (Figura 51B), tratado con 4 uM (Figura 51C) y tratado con 5 uM de 2a (Figura
51D). Comparando las cuatro imagenes, puede observarse un aumento de la tincién
roja, correspondiente al yoduro de propidio, en respuesta al aumento de la
concentracion del complejo. De igual manera, al aumentar la concentracion se
incrementa también la proporcidn de células hinchadas. Esto sugiere que se podria estar
iniciando la necroptosis, y que, debido a las caracteristicas del cultivo 3D, el complejo
metalico pueda tardar mas tiempo en actuar, aunque presumiblemente el efecto final
seria el mismo que el ya descrito al aumentar el tiempo de incubacion. Por consiguiente,
estos estudios preliminares sugieren que 2a podria ser un interesante candidato a
considerar para futuros ensayos en modelos animales.

Figura 51. Analisis del efecto de 24h de incubacién con 2a sobre un modelo 3D de cancer de
colon (esferoide de células Caco-2). A) Control negativo (esferoide sin tratar). B) 3 uM 2a. C) 4
MM 2a. D) 5 uM 2a. Azul: Hoechst 33342 (nucleos sanos). Rojo: yoduro de propidio (células
danadas). La hinchazdn celular se indica con flechas blancas.

Los dos casos aqui desarrollados son un ejemplo perfecto acerca de la complejidad
del diseno racional de farmacos. Conforme se han ido describiendo las particularidades
de cada tipo tumoral, en cuanto a su perfil de expresidn génica, marcadores moleculares
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y demas, se ha incrementado el disefio de terapias dirigidas para tratar de aumentar la
eficacia y selectividad de los nuevos farmacos. Esta estrategia se basa, por lo tanto, en
un conocimiento profundo de las bases moleculares de cada tipo tumoral y busca el
blogueo de una diana en concreto. El mejor exponente de esta aproximacién es el
empleo de anticuerpos monoclonales. En el caso del cancer colorrectal, destaca el uso
del bevacizumab, que actla como antagonista del factor de crecimiento del endotelio
vascular (Vascular Endothelial Growth Factor; VEGF) y causa un bloqueo de la formacién
de nuevos vasos sanguineos a partir del tumor, asi como una regresion de los ya
existentes!?!. Este ejemplo muestra que, conociendo las caracteristicas de un tumor, es
posible dar con la terapia que resulte mas efectiva. En este sentido, se estan
desarrollando nuevas terapias selectivas frente a CRC basandose en otras moléculas
qgue, como ocurre en el caso del VEGF, resultan esenciales para el desarrollo del tumor.
Puesto que la TrxR tiene un papel central en la prognosis de esta clase de cancer, y
siendo bien conocida la afinidad de los complejos de oro(l) por esta enzima, se disefiaron
tres nuevos alquinil derivados de oro(l) para bloquear especificamente esta enzima y
aumentar asi la selectividad de la terapia frente a las células tumorales. Tras una
evaluacion inicial, se descarto el complejo [Au(C=CPh)(DAPTA)] (1b) coordinado con la
fosfina DAPTA por su menor efecto antiproliferativo, llegandose asi a la conclusion de
que el uso de la fosfina PTA podria resultar de mayor interés a la hora de disefiar nuevos
complejos de oro(l) con fines antitumorales.

El complejo [Au(C=CPh)(PTA)] (1a), por su parte, mostro gran afinidad por la TrxR y
causo, en consecuencia, una ruptura del equilibrio redox que culmind con la muerte de
la célula por apoptosis intrinseca. Es decir, se cumplié el objetivo inicial de disefiar un
nuevo derivado de oro(l) que bloquease especificamente a esta enzima redox. Ademas,
no se produjeron dafios significativos sobre células diferenciadas, lo que sugeria que
podria actuar selectivamente frente a las células tumorales, el segundo e igualmente
importante objetivo a batir. No obstante, al sustituir el grupo fenilo del esqueleto
alquino por una molécula de piridina, la afinidad por la TrxR se perdié. En su lugar, el
complejo [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) causé la muerte por necroptosis,
presumiblemente al formar agregados moleculares en el interior de la mitocondria que
causen su destruccion, activando en consecuencia a la RIP-1.

Descubrir que un compuesto posee unas propiedades farmacoldgicas que
inicialmente no se corresponden con las esperadas no es tan sorprendente como pueda
parecer en un principio. Aparece asi el concepto de drug repurposing, segun el cual un
farmaco que se utilizaba tradicionalmente frente a una enfermedad concreta resulté ser
de utilidad frente a otra completamente distinta. El auranofin es un buen exponente
acerca de la importancia del drug repurposing, puesto que sus propiedades
antitumorales fueron descubiertas anos después de que se aprobase su uso como
farmaco contra la artritis reumatoide 2. Esta leccidn nos ensefia que, aunque un
compuesto no muestre el efecto esperado, no debe descartarse a la ligera, ya que su
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potencial terapéutico podria estar todavia por descubrir. En este sentido, se podria
haber caido en el error de descartar al complejo 2a al no obtenerse evidencias de
induccion de apoptosis y ser su ICso ligeramente superior al de su andlogo 1a. No
obstante, al haber continuado estudiando el efecto del complejo 2a se ha descrito el
primer caso de un derivado de oro(l) capaz de inducir necroptosis sobre un modelo de
cancer colorrectal. Las implicaciones de este descubrimiento podrian estar relacionadas
con un futuro uso de este complejo o algun derivado suyo sobre modelos tumorales
resistentes a apoptosis, canceres agresivos y con mal prondstico. Por consiguiente, en
el apartado actual se ha hecho referencia a la importancia tanto del disefio racional
como de la serendipia a la hora de desarrollar nuevos farmacos, lo que implica estar
abiertos a la posibilidad de que los objetivos iniciales no se cumplan, pero se encuentren
resultados de gran interés igualmente. En definitiva, se ha mostrado el potencial de los
alquinil derivados de oro(l) en el tratamiento de los tumores colorrectales desde un
punto de vista que se desconocia por el momento, poniendo el foco sobre su uso
potencial en aquellos tumores que peor respondan a la terapia tradicional.
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El uso de los extractos vegetales como potenciales adyuvantes para el cisplatino ha
sido mencionado en el apartado 1.4 como una posible estrategia mediante la cual se
podria aumentar la eficacia de este farmaco y/o reducir sus efectos secundarios y la
resistencia a la terapia (pag. 55; Figura 17). La posibilidad de desarrollar nuevas terapias
combinatorias que contengan extractos vegetales ha surgido recientemente como una
alternativa a las actuales opciones terapéuticas, y se plantea como un interesante
campo de estudio en vista de la ya mencionada necesidad de dar con nuevos
tratamientos mas eficaces y seguros con los que mejorar la calidad y la esperanza de
vida de los pacientes.

Sin embargo, hasta el momento no se ha profundizado en la materia prima a partir
de la cual se obtendrian dichos extractos, un tema que debe ser tomado en
consideracion antes de plantearnos el desarrollo de estas nuevas terapias. Aunque
existe un gran numero de trabajos de investigacion que parten de frutas y verduras
frescas de las que se obtienen extractos y compuestos bioactivos aislados con potencial
antitumoral, existe un dilema moral en relacién al uso de piezas aptas para consumo
humano con fines farmacoldgicos, puesto que gran parte del mundo se ve asolado por
una epidemia de hambruna®. Por otra parte, esto seria innecesario ademas de inmoral,
dado que se ha observado que partes del vegetal como la cascara, las semillas o las pieles
que, o bien no son aptas para el consumo humano o bien suelen ser descartadas y no se
aprovechan, poseen un contenido en polifenoles comparable al de las pulpas. Asi como
el descubrimiento de las propiedades antitumorales del oro fue posible gracias a que
previamente se observo que el platino tenia un potente efecto anticancerigeno, el uso
de partes no comestibles con fines terapéuticos tiene su origen en la medicina
tradicional, cuyos remedios recurrian a frutas y hierbas silvestres entre otros
ingredientes?. Por ejemplo, la corteza de pino se incluia en la preparacién de tisanas
para sanar distintos males, lo que posteriormente despertaria la curiosidad de los
investigadores modernos y permitiria identificar a este residuo forestal como fuente de
compuestos bioactivos de interés frente a diversos trastornos cuya incidencia en la
actualidad es muy alta, como el cancer o la aterosclerosis>*.

Ademas de los productos de desecho que resultan de los procesos de deforestacion,
los frutos silvestres también son una fuente interesante de extractos vegetales que
pueden ser utilizados en investigacion farmacéutica. Un ejemplo es el escaramujo (Rosa
canina), que ha sido objeto de numerosas investigaciones durante los ultimos afos
debido a su composicion rica en antioxidantes. De las mas de 100 especies distintas del
género Rosa que se encuentran a lo largo de todo el mundo, la R. canina es la variante
mas comun en Europa. En algunas regiones, estos pequenos pseudofrutos son utilizados
en mermeladas, yogures o infusiones, y han formado parte de remedios tradicionales
frente a trastornos que causan dolencias leves, entre los que se encuentran las molestias
articulares asociadas a la artritis reumatoide, problemas gastrointestinales o los
sintomas del resfriado®®. Sus propiedades antioxidantes y su alto contenido en
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polifenoles’® la convierten en una candidata ideal a ser investigada por sus propiedades
antitumorales>.

Hasta la fecha, la mayor parte de estos estudios se han limitado a modelos celulares
para determinar su mecanismo de accion, obteniéndose en general resultados bastante
prometedores. Debe tenerse en cuenta, no obstante, que es dificil reproducir los
resultados obtenidos por diferentes investigadores, puesto que tanto la procedencia de
las muestras como el método de extraccién van a condicionar el contenido final en
polifenoles y, por consiguiente, el efecto bioldgico de las mismas®>?*%. A modo de
ejemplo, se van a comparar los resultados obtenidos por dos grupos de investigacidon
distintos. En primer lugar, Tumbas et al.!? evaluaron el efecto antitumoral de bayas de
Rosa canina crecidas en la proximidad de la montafia Rtanj de Serbia. Procesaron sus
muestras mediante extraccion con fase sélida y obtuvieron tres fracciones: vitamina C,
flavonoides y acidos fendlicos. Trabajaron con tres modelos tumorales, las lineas
celulares Hela (carcinoma cervical), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) y HT-29
(adenocarcinoma de colon), observando que la vitamina C era ineficaz sobre todos los
modelos de estudio, mientras que las otras dos fracciones mostraron un efecto
antiproliferativo dependiente de la concentracion. Por su parte, Jiménez et al.'* si
encontraron un descenso significativo en la viabilidad de células Caco-2 indiferenciadas
al ser tratadas con cantidades crecientes de vitamina C extraida de los frutos de la Rosa
canina en un trabajo posterior. En este caso, los investigadores obtuvieron sus muestras
de la region de Alicante, Espafia, y las procesaron del mismo modo que Tumbas et al.3
previamente. Por consiguiente, los investigadores deben ser cuidadosos al intentar
replicar un resultado obtenido por otro grupo de investigacion, ya que en esta clase de
estudios influye una gran cantidad de variantes, aunque se pueden obtener datos
orientativos de gran utilidad para disefar futuros experimentos.

De igual manera, los distintos trabajos realizados acerca del potencial antitumoral de
los extractos de escaramujo han arrojado resultados prometedores, aunque también
dispares. A la hora de compararlos, debe tomarse en consideracidon que no solo el
contenido en polifenoles del extracto va a ser determinante sobre su efecto biolégico,
sino que puede ocurrir que los distintos tipos de tumor no respondan de igual forma.
Curiosamente, aunque el efecto antiproliferativo de los extractos de las pseudofrutas
del género Rosa ha sido demostrado en varias ocasiones por autores diferentes, de
acuerdo a datos recogidos en un articulo de tipo revisidon en el que participd la autora
de la presente memoria>, pocos han ido mas alld y existen pocos trabajos acerca de su
diana o dianas mas probables. Uno de estos trabajos es el de Turan et al.*>, en el que
recogieron el descenso en la expresion de la enzima telomerasa en células de cancer de
colon (linea WiDr) tras la incubacién con extractos de bayas de R. canina procedentes
de la region este de Anatolia, Turquia. En su caso, la extraccidn se realizé usando DMSO
como disolvente, y se observd que los extractos actuaban selectivamente frente a las
células tumorales, causando un descenso en la expresion del gen hTERT dependiente
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del tiempo de incubacion. Otros investigadores han optado por analizar la posible
selectividad de estos extractos, como observaron Kilinc et al.1® en una continuacion del
trabajo anterior. Los autores compararon la citotoxicidad de sus muestras sobre un
modelo no tumoral (fibroblastos humanos) y dos lineas tumorales (PC-3, cancer de
prostata, y A549, de pulmon), observandose un efecto antiproliferativo sobre los dos
modelos cancerigenos, pero no asi sobre el modelo no tumoral. En definitiva, estos
datos sugieren que los extractos de Rosa canina podrian reunir las dos caracteristicas ya
mencionadas del agente quimioterapéutico ideal: efectividad y selectividad.

En el anteriormente citado trabajo, Jiménez et all* evaluaron el efecto
antiproliferativo del extracto total del fruto de la R. canina sobre la linea Caco-2, asi
como de tres fracciones derivadas del mismo: vitamina C, polifenoles neutros y
polifenoles acidos. Se observo que, si bien las cuatro muestras fueron capaces de reducir
significativamente la viabilidad del cultivo, siendo este efecto dependiente de la
concentracion, las dos fracciones ricas en polifenoles resultaron ser mas eficaces que el
extracto total o la vitamina C. Los autores observaron, ademas, que este efecto parecia
ser debido a la induccidn de apoptosis. A la vista de los interesantes resultados
obtenidos, se decidio estudiar el posible papel de estos extractos como coadyuvantes
para un farmaco metalico. Sin embargo, se toma la decision de dejar fuera del estudio
a la fraccién que uUnicamente contenia a la vitamina C. Pese a sus propiedades
antiproliferativas, la conservacién de la muestra resultaba problematica, ya que para
mantener intactas sus propiedades debia mantenerse a -802C, pero almacenamientos
superiores a un mes tenian como desagradable consecuencia la formacién de una pasta
apelmazada que resultaba complicado pesar y disolver en el medio de cultivo. Ademas,
inducia leves cambios en el pH del medio que podrian afectar al derivado metadlico. Por
todo ello, se limitd el estudio a las tres fracciones restantes: extracto total (en adelante
TE; Total Extract), polifenoles neutros (NP; Neutral Polyphenols) y polifenoles acidos (AP;
Acidic Polyphenols).

A la hora de escoger un derivado metalico que incluir en el céctel farmacolégico (DC;
Drug Combination) junto con los extractos vegetales, debido al efecto antitumoral
descrito para el complejo [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) (en adelante GC; Gold Complex)
en el capitulo anterior, lo consideramos un candidato interesante para el desarrollo de
esta nueva terapia combinada enfocada al tratamiento de tumores colorrectales
especialmente agresivos, dada su capacidad de inducir necroptosis y los buenos
resultados obtenidos en el modelo tridimensional®’. Asi pues, el objetivo principal de
este capitulo consistiria en determinar si, al igual que ocurre en el caso del cisplatino,
podria resultar beneficioso el combinar un complejo de oro con extractos vegetales.

A modo de ensayo preliminar, se decidié evaluar la respuesta del cultivo con cada
una de las tres fracciones al ser administradas junto con el complejo 2a. Asi, las células
Caco-2 indiferenciadas fueron incubadas durante 72h con el ICso previamente calculado
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para 2a (3,80 uM; ver Capitulo 1, pag. 121; Tabla 4) junto con cada una de las tres
fracciones, cuyos ICso habian sido previamente calculados por Jiménez et al. (ICso TE: 250
ug/ml; ICsoNP: 125 pg/ml; ICso AP: 125 pg/ml). La Unica de las combinaciones que mostré
un descenso significativo (p<0,05) de la viabilidad celular con respecto al complejo de
oro administrado de forma individual fue la contenia a 2a y a la fraccion de polifenoles
acidos (Figura 52). Por consiguiente, esta fraccion era la Unica que mejoraba las
propiedades antiproliferativas del derivado metdlico, de modo que se descartaron las
otras dos para futuros ensayos. La concentracién de cada uno de los agentes que
componen esta combinacién de farmacos (DC; Drug Combination) se muestra en la
Tabla 10, y seran las que se administren en los ensayos descritos a continuacién salvo
gue se especifique lo contrario.

120 ~
100 A

80 A #
M Negative control

60 - * O Gold complex

E Rosa canina extract

% cell viability

40 A ODrug combination

20 A

TE 250 pg/mlL NP 125 pg/mL AP 125 pg/mL

Figura 52. Medida del efecto antiproliferativo de 2a, el extracto total de Rosa canina (TE), sus
polifenoles neutros (NP) y sus polifenoles acidos (AP), solos o en combinacién con el complejo
de oro, sobre células Caco-2 indiferenciadas tras 72h de incubacién. *p<0,05 vs control negativo.
#p<0,05 vs complejo de oro.

Tabla 10. Concentraciones de los dos componentes de la combinacién de farmacos (DC).

Componente Concentracion
[Au(C=C-2-NCsH,4)(PTA)] (2a) (GC) 3,80 uM
Polifenoles acidos (AP) 125 pg/ml

A continuacién, se estudi6 el efecto de la concentracion de la fraccidn
correspondiente a los polifenoles acidos (AP) sobre la citotoxicidad del complejo de oro.
Para ello, se incubaron células Caco-2 durante 72h con una cantidad fija del compuesto
metalico, correspondiente a su ICsp, con tres concentraciones de AP: 125, 62,5y 31,25
ug/ml respectivamente. En la Figura 53A puede apreciarse que, en los tres casos, la
combinacion de farmacos causé un descenso en la viabilidad del -cultivo
significativamente mayor (p<0,05) que el inducido en respuesta al tratamiento con el
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complejo 2a en solitario. Las combinaciones que contenian 125 y 62,5 ug/ml de AP
dieron lugar a valores practicamente idénticos del porcentaje de viabilidad celular
(27,94 + 1,51y 26,72 + 2,13 respectivamente), mientras que el obtenido al utilizar una
concentracion de 31,25 pg/ml fue ligeramente mas alto, aunque no significativamente
diferente. Es interesante mencionar que, en este Ultimo caso, el tratamiento del cultivo
con Unicamente AP en ausencia de 2a no dio lugar a modificaciones significativas de la
viabilidad celular, es decir, a esta concentracion AP carece de efecto antiproliferativo,
aunque puede influir positivamente sobre la del derivado metalico.

80 4

Il viahility

AP 175 pg/mi AP 625 pg/fmi

=

[Gold complex] (uh)
o

o 05 1 1,5 2 25 3

[AP] {pg/mL)

Time (h)

Figura 53. Estudio preliminar del efecto conjunto de 2a (GC) y los polifenoles acidos de Rosa
canina (AP). A) Medida de cambios en la viabilidad de un cultivo de células Caco-2 tras 72h de
incubacién con una concentracion fija GC (3,8 uM) y tres concentraciones de AP (125, 62,5y
31,25 pg/ml). *p<0,05 vs control negativo. #p<0,05 vs GC. B) Anélisis de la interaccidn
farmacoldgica entre GC y AP realizado mediante isobolograma. C) Medida de cambios en la
viabilidad de un cultivo de células Caco-2 tras 24, 48 o 72h de incubacion con GC (3,8 uM), AP
(125 pg/ml) o la combinacién de ambos (DC). #p<0,05 vs GC.

Cuando se combinan dos o mas farmacos pueden darse tres tipos de interacciones
farmacoldgicas diferentes. En primer lugar, se encuentra el antagonismo, segun el cual
el efecto de los farmacos en conjunto es menor que el de cada compuesto por separado.
En segundo lugar, la sinergia, de acuerdo con la cual el efecto conjunto es mayor que el
esperado al sumar sus efectos individuales. Finalmente, la situacion mas comun es la de
aditividad, supuesto en el que el efecto conjunto es la suma de los efectos individuales*®.
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En nuestro caso particular, los ensayos preliminares realizados hasta el momento habian
permitido descartar una relacion de antagonismo entre 2a y la fraccidn rica en
polifenoles acidos (Figuras 52 y 53A). Por lo tanto, quedaban dos posibilidades. Para
dilucidar esta alternativa, se decidié realizar un isobolograma mediante el modelo de
Loewe, una aproximacion que consiste en trazar una grafica, representando el eje X la
concentracion de un farmaco y el eje Y la del otro. En el eje correspondiente se tomara
el punto equivalente al ICso de cada farmaco y se trazard la recta que los une, en adelante
denominada “linea de aditividad”. A continuacidn, se representaran en el grafico
resultante distintos puntos obtenidos a partir de la combinacidn de dos concentraciones
de ambos farmacos, y su situacion respecto a la linea de aditividad determinara el tipo
de interaccién farmacolégica que se establece entre ambos. En caso de quedar por
debajo de la linea, se trata de antagonismo; por encima, de sinergia; y, finalmente, los
puntos que caigan sobre la linea representardn una interaccion de tipo aditivo®.

Para trazar el isobolograma, fue necesario recalcular el ICso de 2a en presencia de dos
concentraciones de AP (62,5 y 31,25 pg/ml), obteniéndose dos nuevos valores: 1,25y
2,04 uM respectivamente. La representacion de estos puntos sobre la linea de aditividad
permitié determinar que la relacidén que se establece entre ambos farmacos es de tipo
aditivo (Figura 53B). De acuerdo con la hipdtesis establecida por Ooko et al.?° en su
estudio relativo a la interaccién farmacoldgica entre la curcumina y el dcido ascérbico
sobre diferentes modelos tumorales, esta clase de interaccién farmacoldgica era la
esperable. Los autores sostienen que, para que se produzca una interaccidon de tipo
sinérgico, es necesario que ambos farmacos actien sobre la misma diana terapéutica,
maximizandose asi sus efectos. No obstante, un extracto vegetal contiene diferentes
compuestos bioactivos, cada uno de los cuales actla, por lo general, sobre una diana
distinta; por ello, es esperable que entre compuestos naturales se establezcan
interacciones de tipo aditivo. Aplicando esta hipdtesis a nuestro caso de estudio
concreto, los datos obtenidos parecen apuntar a que el complejo 2a y la fraccion de
polifenoles acidos (AP) de Rosa canina poseerian dianas terapéuticas distintas, lo que
podria explicar por qué sus efectos biolégicos no se anulan, pero tampoco se magnifican.

El dltimo de estos ensayos preliminares se realizd con el fin de determinar el tiempo
de incubacién optimo de cara a estudiar el posible mecanismo de accién de la
combinacion de farmacos. Asi, se analizé el efecto sobre la viabilidad de un cultivo de
células Caco-2 durante 24, 48 y 72h de incubacion con 2a (3,8 uM) y AP (125 pg/ml). En
la Figura 53C puede observarse que la combinaciéon de farmacos causa un efecto
significativamente mayor (p<0,05) que 2a administrado en solitario pasadas 72h de
incubacidén. Por ello, se considerd que la maquinaria molecular que desencadenaba el
efecto conjunto comenzaba a funcionar antes de dicho tiempo, y, por consiguiente, se
decidié estudiar el tipo de muerte celular, entre otros parametros, a tiempos de
incubacién mas bajos.
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En vista de la considerable accidén antiproliferativa de la combinacién de farmacos
(DC), consideramos necesario evaluar su efecto sobre un modelo no tumoral, puesto
que, si se pusiese en peligro la integridad de los tejidos sanos, esta nueva combinacion
guedaria descartada de inmediato como posible céctel quimioterapéutico. Por
consiguiente, se analizé la viabilidad de un cultivo de células Caco-2 diferenciadas tras
72h de exposicion a la combinacion de farmacos. De acuerdo con los datos mostrados
en la Figura 54, no se encontraron diferencias significativas respecto al control negativo,
un dato preliminar que, pese a ser necesario validarlo sobre un modelo animal, sugeria
que DC podria actuar de forma selectiva frente al tejido tumoral. Este efecto podria estar
mediado, quiza, por la accién antioxidante de los polifenoles, que podrian proteger a los
enterocitos frente a un posible dafno oxidativo causado por la exposicion al complejo 2a,
de acuerdo con datos previos obtenidos con cdcteles compuestos por cisplatino y
extractos vegetales?'??, Esta suposicién se apoya sobre el hecho de que, al administrar
el derivado metalico junto con los polifenoles acidos de Rosa canina, se aumenta la
reproducibilidad en comparacién con los datos previamente mostrados en la Figura 26
(ver Capitulo 1).

m Mo ck-treated
ey cells

% cell viability

DC

Figura 54. Estudio de la toxicidad sobre un modelo in vitro de la mucosa intestinal. Efecto de 72h
de incubacion con la combinacién de farmacos (DC) en la linea Caco-2 diferenciada.

Dados por concluidos los estudios preliminares al determinar que los polifenoles
acidos podian aumentar el efecto terapéutico de [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) sin alterar
su selectividad, se procedidé a analizar el tipo de muerte celular inducida por la
combinacion de farmacos. Antes de analizar las poblaciones necréticas y apoptaticas,
habia varios puntos a tener en cuenta. El primero de ellos, que 2a por si solo ya es capaz
de inducir cambios significativos en la viabilidad, asi como necroptosis, tras 24h de
incubacién, mientras que los polifenoles acidos requieren de un mayor tiempo de
tratamiento para desencadenar la muerte celular, que en este caso es apoptosis, de
acuerdo con los datos recabados por Jiménez et al.** A raiz de estos resultados previos,
resultaba complicado establecer una hipdtesis inicial acerca del tipo de muerte
predominante. Por un lado, existen evidencias acerca de la capacidad de un unico
agente quimioterapéutico de inducir simultdneamente apoptosis y necroptosis 2324,
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aungue quiza resulte mas interesante, por proximidad a nuestro estudio actual, el
trabajo realizado por Pietkiewicz et al.?> En este estudio, los autores utilizaron una
combinacion del ligando del receptor mortal CD95 y el andlogo de nucledsidos
gemcitabina para desencadenar la muerte de un modelo de cancer de pancreas (linea
SUIT-020) via necroptosis y apoptosis. De acuerdo con dicho trabajo, resultaba plausible
gue una combinacién de farmacos como la nuestra pudiese provocar el inicio de ambos
tipos de muerte al mismo tiempo.

Se llevd a cabo una doble tincién anexina V-FITC y yoduro de propidio para analizar
la capacidad de ambos agentes administrados conjuntamente de inducir apoptosis y/o
necrosis. Tras 48h de incubacidon con la combinacidon de farmacos, se encontré un
aumento de 2,5 veces en la poblacién celular en apoptosis temprana y un incremento
de 2,8 veces en la poblacidén en apoptosis tardia en comparacion con el control negativo,
sin verse modificada la poblacion necrética. Tras el mismo tiempo de incubacién, no se
produjo ningln cambio destacable en las poblaciones apoptdticas de los cultivos
tratados con cada farmaco por separado, lo cual sugiere que el efecto pro-apoptético
observado es consecuencia directa de la combinacion de ambos (Figura 55A). Ademas,
se encontrd un aumento del 5,4 en la activacion de la caspasa 3 (Figura 55B), que junto
con el incremento de células en fase Gi del ciclo celular (Figura 55C), permitié concluir
qgue la combinacién de farmacos causaba la muerte de las células Caco-2 por apoptosis
a las 48h de incubacion.

No obstante, no debemos perder de vista lo desarrollado en el capitulo anterior
acerca de la ineficacia a la hora de diferenciar entre células en apoptosis tardia y
necroptosis?®. Para determinar si este incremento de 2,8 veces en la poblacion en
apoptosis tardia en respuesta al tratamiento con la combinacion de farmacos (Figura
55A, panel 2) se correspondia efectivamente con esta clase de muerte o bien se trataba
de necroptosis mal clasificada, se midié la activacion de la proteina RIP-1 tras 24h de
incubacién con ambos agentes. Este tiempo fue escogido ya que previamente se habia
observado un aumento significativo de este parametro al caracterizar el efecto bioldgico
de 2a (ver Capitulo 1, pag. 143; Figura 42A). No obstante, al tratar el cultivo no solo con
el complejo de oro sino ademas con los polifenoles acidos, no se encontraron cambios
significativos respecto al control negativo (Figura 56A). Esto podria sugerir que la
proteina RIP-1 no se activa en respuesta al tratamiento con la combinacion de farmacos
utilizada.
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Figura 55. Estudio del tipo de muerte celular inducida por la combinacién de farmacos (DC) tras
48h de incubacidn sobre células Caco-2. A) Estudio de las poblaciones apoptéticas y necréticas
tras ser tratadas con 1) DMSO (control negativo; 3,5 mM); 2) DC; 3) 2a (GC); 4) polifenoles acidos
(AP). B) Medida de la activacién de la caspasa 3. *p<0,05 vs control negativo. C) Analisis del
numero de células (indicado en porcentajes) en cada fase del ciclo celular tras la incubacién con
DMSO (panel izquierdo) o DC (panel derecho).

Para confirmar estos datos, se pre-incubd el cultivo con Nec-1 antes de realizar el
tratamiento con ambos agentes. De acuerdo con los datos mostrados en la Figura 56B,
el inhibidor de la necroptosis no modificé la capacidad antiproliferativa de Ia
combinacion de farmacos respecto a una muestra que no habia recibido el pre-
tratamiento. Por consiguiente, aunque cuando 2a es utilizado como farmaco unico
puede inducir necroptosis, al ser administrado junto con los polifenoles acidos de R.
canina esta capacidad se pierde en favor de la activacién de la maquinaria apoptatica.
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Figura 56. Estudio de la induccién de necroptosis sobre células Caco-2 tras 24h de incubacion
con la combinacién de farmacos (DC). A) Medida de la activacién de la proteina RIP-1 tras el
tratamiento con DMSO (control negativo; 3,5 mM) (panel izquierdo) o DC (panel derecho). B)
Analisis de la viabilidad celular tras el tratamiento con DC en ausencia o presencia del inhibidor
de necroptosis Nec-1 (50 uM, 1h). *p<0,05 vs control negativo.

Ya en el capitulo anterior, se ha discutido acerca de la estrecha relacion entre los
diversos tipos de muerte celular. En concreto, se mostréo como el complejo 2a podia
causar la muerte por apoptosis al bloquearse farmacoldgicamente la necroptosis con
Nec-1 (ver Capitulo 1, pag. 146; Figura 44). De acuerdo con estos datos previos, los
resultados mostrados en la Figura 55 podrian ser consecuencia de un bloqueo de la
necroptosis causado por los polifenoles dcidos de R. canina, de manera analoga al efecto
gue tiene Nec-1 al impedir la activaciéon de RIP-1 y, con ello, la necroptosis. En un
interesante trabajo desarrollado sobre un modelo animal de induccién de epilepsia,
Wang et al.?’ observaron que el uso del polifenol curcumina podia bloquear la
necroptosis, reduciendo asi la tasa de muerte celular y dafios en el hipocampo del
animal. Esta capacidad de inhibir la necroptosis estaba mediada por un aumento de la
autofagia, que actuaba presumiblemente en su vertiente citoprotectora, retirando las
estructuras celulares dafadas para evitar la induccién de necroptosis. Aunque debe
tenerse en cuenta que estos estudios no fueron realizados sobre un modelo tumoral, si
ponen el foco sobre una posible intervencion de la autofagia en nuestro caso concreto,
ya que, ademas, existen otras evidencias acerca del papel protector de la autofagia que
tienen como consecuencia el bloqueo de la necroptosis, si bien el objetivo sigue siendo
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promover la supervivencia celular?®. Por otra parte, se ha reportado en numerosas
ocasiones la capacidad de los extractos, asi como de fitocomponentes aislados, de iniciar
la autofagia como parte de su mecanismo de accién antitumoral?®*=3!. Esto nos hizo
suponer que el uso de los polifenoles acidos de la Rosa canina podria estimular la
induccion de autofagia, lo que podria bloquear la necroptosis causada por el complejo
metalico; a causa de este bloqueo, se forzaria la muerte por apoptosis de forma analoga
a como se describio en la Figura 44 (ver Capitulo 1, pag. 146).

Para comprobar esta hipdtesis, se estudio la formacion de autofagosomas en
respuesta al tratamiento con la combinacién de farmacos, puesto que es uno de los
primeros eventos del proceso autofagico3? (ver apartado 1.2, pag. 41; Figura 10). A la
hora de disefiar este experimento, se escogieron dos tiempos de incubacién: 1y 24h.
Esta decision estaba motivada por los resultados previos obtenidos con 2a en solitario,
segun los cuales se encontraron evidencias de la induccidon de necroptosis ya a las 24h
(ver Capitulo 1, pag. 143; Figura 42). Por tanto, en caso de que los polifenoles acidos
fuesen capaces de bloquear el proceso necroptético mediante autofagia, esta via
tendria que iniciarse antes de las 24h, motivo por el cual se escogid un tiempo de
exposicidon tan corto como 1h. La Figura 57A muestra que, si bien a este tiempo tan
breve no se modificd la formacién de autofagosomas, tras 24h si se observd un
incremento significativo (p<0,05), que podria indicar que la autofagia se ha iniciado en
un momento por determinar entre la primera hora y las 24h de incubacién.

A la vista de estos resultados, consideramos necesario comprobar si este efecto lo
producia exclusivamente la combinacion de farmacos o si bien alguno de sus
componentes podia causarlo al ser administrado de manera individual. Tras 24h de
incubacidn, el tratamiento con polifenoles acidos no causd ningun cambio respecto al
control negativo, mientras que [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) si fue capaz de incrementar
significativamente (p<0,05) la produccidn de autofagosomas, aunque el efecto causado
por la combinacién de farmacos era mucho mas destacable (Figura 57B). La capacidad
de 2a de estimular la activacion de la autofagia podria ser una respuesta de la célula
para evitar la muerte causada por el fallo mitocondrial, de forma similar al incremento
en la expresion de la TrxR y la tiorredoxina observado en respuesta al tratamiento con
1a (ver Capitulo 1, pag. 140; Figura 39). Dado que el principal cometido de la autofagia
es promover la supervivencia celular, eliminando para ello estructuras dafiadas que
pudiesen comprometer la integridad de la célula, es razonable suponer que este proceso
se active para retirar las mitocondrias dafiadas por la formacién de agregados de 2a en
su interior, aunque este parece ser un esfuerzo vano a la hora de frenar la muerte por
necroptosis, de acuerdo con los resultados del capitulo anterior. No obstante, al ser
administrado el derivado metalico junto con los polifenoles acidos, la induccion de
autofagia parece verse fuertemente estimulada. Es desconocido, por el momento, el
estimulo que promueve el inicio del proceso, pero en este punto resulta indudable que
es consecuencia de la administracidén conjunta de ambos farmacos. Puede asumirse, asi
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mismo, que es la induccion de autofagia la responsable del blogueo de la necroptosis
observado.
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Figura 57. Estudio de la formacién de autofagosomas en células Caco-2. A) Medida de la
formacién de autofagosomas tras 1 6 24h de incubaciéon con la combinacidn de farmacos (DC).
*p<0,05 vs control negativo. B) Medida de la formacién de autofagosomas tras 24h de
incubacién con 2a (GC), los polifenoles acidos (AP) o DC. *p<0,05 vs control negativo. #p<0,05
vs GC.

Aunque los resultados mostrados en la Figura 57 revelaban un aumento de la
induccion de autofagia en respuesta al tratamiento con la combinacion de farmacos,
dada la dualidad citoprotectora y citotoxica de este proceso previamente
desarrollada3?34, se planted la siguiente pregunta: éel bloqueo de la autofagia
favoreceria o entorpeceria la muerte celular causada por la combinacién de farmacos?
De acuerdo con la hipdtesis seguida hasta el momento, la autofagia podria ser la
responsable del bloqueo de la necroptosis y la subsiguiente muerte via apoptosis, segun
lo cual podria deducirse que se trata de un mecanismo de autopreservacion que sale
mal. En este sentido, anadir un tercer componente a la combinacién de farmacos cuyo
objeto fuese inhibir la autofagia citoprotectora podria incrementar la eficacia
terapéutica del mismo al evitar que la célula pudiese eliminar parte de los dafos
producidos por efecto del tratamiento. En tal caso, deberia producirse un aumento en
la apoptosis debido a la acumulacion de dafios y quiza un desbloqueo de la necroptosis
gue también podria contribuir al efecto antiproliferativo de ambos agentes. Esta
hipotesis se apoya en el éxito obtenido por algunos investigadores al aumentar la
eficacia del cisplatino sobre varias lineas celulares inhibiendo farmacolégicamente Ila
autofagia®3®. Asi pues, se realizd una pre-incubacién con el inhibidor de autofagia
cloroquina (CQ) y se midié la viabilidad del cultivo tras 24 y 72h de incubacién con la
combinacion de farmacos. Sin embargo, no se encontraron cambios significativos con
respecto al tratamiento en ausencia de cloroquina (Figura 58).
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Figura 58. Medida de la viabilidad de un cultivo de células Caco-2 tras una pre-incubacién con
cloroquina (CQ) (10 uM, 1h) y 24 6 72h de incubacién con la combinacién de farmacos (DC).
*p<0,05 vs control negativo.

Estos resultados plantearon una tercera posibilidad que no se habia considerado
hasta el momento. Segun puede observarse en el esquema que se muestra en la Figura
59, la cloroquina inhibe la etapa tardia de la autofagia al bloquear la fusion de
autofagosoma y lisosoma3’. De acuerdo con los datos de la Figura 57, podemos suponer
gue lafase temprana, en la que se forma el autofagosoma, se ha completado, pero dado
el efecto no significativo de la CQ (Figura 58), cabe la posibilidad de que la etapa tardia
no tenga lugar. Es decir, los resultados hasta el momento parecen apuntar hacia una
ausencia de fusion entre lisosoma y autofagosoma.
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Figura 59. Efecto de la cloroquina sobre el flujo autofagico.

En el apartado 1.2 se ha mencionado la relacidn entre autofagia y apoptosis, pero
siempre considerando que el flujo autofagico se completaba, dejando a un lado lo que
puede ocurrir cuando este proceso se interrumpe. La ausencia de fusidon entre un
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autofagosoma maduro y un lisosoma se ha estudiado con gran detalle en modelos
neuronales, puesto que el bloqueo de la autofagia parece ser la causa subyacente a
varias enfermedades neurodegenerativas, entre ellas el Parkinson y el Alzheimer. En
este contexto, la muerte neuronal estaria causada por fallos en la funcion lisosomal que
impiden la degradacion de estructuras dafiadas via autofagia, una ruta metabdlica clave
para la supervivencia de la neurona3®3°. Tan relevantes son estos descubrimientos que
se ha llegado a proponer que la muerte celular causada especificamente por el bloqueo
de la autofagia deberia ser considerado un nuevo e independiente tipo de muerte
celular: la karyoptosis. A nivel morfoldgico, la karyoptosis comparte las caracteristicas
tipicas de la apoptosis, incluyendo encogimiento celular y degeneracion del nucleo,
aunque no se forman los cuerpos apoptéticos®®. A pesar de que el concepto de
karyoptosis es muy reciente y no ha calado del todo en la comunidad cientifica,
especialmente por todos los interrogantes que aun rodean a este proceso, si se han
encontrado interesantes hallazgos en relacidn al bloqueo de la autofagia y la muerte de
la célula sobre modelos no neuronales. Uno de los mas relevantes es el que hace alusién
al papel clave de los lisosomas en el proceso. Se ha observado que el dafio producido
por exposicidn a cadmio en tejidos sanos podria estar mediado por un fallo en la funcién
de los lisosomas que impide la fase tardia de la autofagia, con la consecuente falta de
eliminacién de las estructuras celulares dafiadas via autofagia?’*'. En cuanto a su
implicacion en quimioterapia, es posible inducir la muerte a las células tumorales a
través del bloqueo del flujo autofagico, dado que al no destruirse adecuadamente el
contenido de los autofagosomas se promueve la muerte celular?=44,

En relacidn con este dltimo punto, destacan los datos de Pan et al.*? por su similitud
con los aqui descritos. En el citado trabajo, los autores analizaron el potencial
antitumoral de un extracto vegetal sobre un modelo de cancer de colon (lineas HT-29 y
HCT-116). Los autores observaron que, si bien un inhibidor de la fase temprana de la
autofagia reducia los dafios causados por el tratamiento, la cloroquina los potenciaba.
Llegaron asi a la conclusiéon de que la muerte celular podria estar mediada por
interferencias en fusion entre autofagosomas y lisosomas, y afiadir al coctel
farmacoldgico un segundo inhibidor contribuia a promover la induccion de apoptosis. A
pesar de que en nuestro caso concreto de estudio no hemos encontrado diferencias
significativas entre el cultivo tratado o no con cloroquina, si puede apreciarse un ligero
descenso en la viabilidad celular al afiadir este compuesto a las células (Figura 53), lo
que podria ser comparable con los datos obtenidos por Pan et al.*?> Por tanto, los
resultados recabados hasta el momento parecen apuntar al bloqueo del flujo autofagico
como posible mecanismo a través del cual la combinacién de fdrmacos induce apoptosis
en células Caco-2.

Se ha mencionado someramente que una de las posibles causas tras el bloqueo de Ia
fusion entre autofagosoma y lisosoma seria la disfuncién de este ultimo, de acuerdo con
resultados obtenidos sobre tejidos sanos. Esta disfuncion se traduce en un aumento de
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la alcalinizacion del interior del lisosoma, que impediria el funcionamiento de las
proteasas lisosomales?’. También sobre modelos tumorales se han obtenido datos
similares. He et al.*> observaron que el tratamiento de células de cancer de pancreas
con el compuesto bioactivo alantolactona daba lugar a un descenso en la expresiény la
actividad de las catepsinas B y D, ambas implicadas en la correcta funcién lisosomal y
cuya ausencia se ha correlacionado con enfermedades como la diabetes o trastornos
neurodegenerativos*®4’. Por su parte, Stamelos et al.*® encontraron un modo de accién
diferente que condujo al mismo resultado. En su estudio acerca del papel antitumoral
de un mimético de la proteina BH3 denominado obatoclax, observaron que este
compuesto alteraba la funcion lisosomal al acumularse en el interior de este organuloy
causar su alcalinizacion. La pérdida de su pH acido se correspondia con una pérdida de
su funcidn, causando asi el bloqueo de la autofagia.

Por consiguiente, decidimos evaluar una posible alcalinizacion de los lisosomas tras
el tratamiento con la combinacién de farmacos, como medida de la funcién lisosomal,
inspirandonos en los experimentos disefiados por Stamelos et al.*® Se escogieron dos
tiempos de incubacion, 24 y 48h, y se observd que la pérdida de acidificacion del
lisosoma era un proceso dependiente del tiempo, puesto que tras 24h no se
encontraron cambios significativos, aunque si se observaron pasadas 48h (Figura 60).
Estos datos sugieren que el malfuncionamiento de los lisosomas podria ser el
responsable del bloqueo del flujo autofagico observado.
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Figura 60. Medida de la acidificacién de los lisosomas de un cultivo de células Caco-2 tras 24 y
48h de incubacién con la combinacion de farmacos (DC). *p<0,05 vs control negativo.

Resulta llamativo que la formacion de los autofagosomas comience antes de que se
encuentren evidencias de la disfuncién lisosomal (24 y 48 horas respectivamente). Si
ademads consideramos que tras 24h ya se observa un descenso significativo en la
viabilidad celular, los datos obtenidos podrian indicar que la alcalinizacién del lisosoma
y el consiguiente bloqueo de la autofagia no son el principal mecanismo de accién de la
combinacién de farmacos. De acuerdo con este razonamiento, la disfuncién lisosomal
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seria una consecuencia secundaria del tratamiento con la combinaciéon de farmacos.
Este modelo se veria apoyado por los descubrimientos llevados a cabo sobre modelos
de enfermedades neurodegenerativas, en los cuales se indagd acerca de la estrecha
relacion entre mitocondria y lisosoma. Se observd que la pérdida de funcién
mitocondrial tenia entre sus consecuencias mas notorias la disfuncién lisosomal.
Curiosamente, los autores del trabajo encontraron que esta relacidn se basaba no tanto
en los cambios que se producian en la dindmica mitocondrial en si, sino en la produccién
descontrolada de ROS que tenia lugar al interrumpirse la funcién mitocondrial normal®°.

Puesto que en nuestros ensayos previos se determind que el complejo 2a era capaz
de entrar en la mitocondria y alterar su funciéon normal (ver Capitulo 1, pags. 150y 151;
Figuras 48 y 49), asi como causar una ruptura de la homeostasis redox (ver Capitulo 1,
pag. 148; Figura 46), se vio necesario determinar si esta capacidad de inducir la
producciéon de ROS se mantenia indemne en presencia de los polifenoles acidos. En la
Figura 61A se observa un rapido incremento en los niveles de ROS (1h de incubacién)
que se mantiene constante tras 24h de exposicién al tratamiento. Estos datos sugieren
que la produccidn aberrante de ROS podria ser la causa de la pérdida de funcidon del
lisosoma previamente descrita.

Al evaluar los niveles de radicales libres intracelulares tras la incubacién con cada uno
de los componentes de la combinacion de farmacos administrados de forma individual,
encontramos que los polifenoles acidos no causaban cambios significativos, pero que la
combinaciéon de farmacos inducia una mayor produccion de ROS que el complejo
metalico por si solo (Figura 61B). Esto implica que, aunque los polifenoles dcidos no son
capaces de inducir un efecto pro-oxidante por si solos, si parecen potenciar el del
complejo 2a. Dado que en los apartados 1.1 y 1.4 se ha discutido acerca de la relevancia
del potencial antioxidante de los polifenoles?%22>0 podria resultar incoherente sugerir
que potencian el efecto prooxidante del derivado metdlico. No obstante, se ha
observado que los polifenoles pueden mostrar un comportamiento dual antioxidante-
prooxidante dependiendo de varios factores, entre los que destacan su concentracion y
el tipo de célula (tumoral o no tumoral).

Se cree que esta dualidad es la responsable de que puedan actuar tanto a nivel de
prevencion como en el tratamiento de los tumores; sobre el tejido sano, su accién
antioxidante podria reducir un exceso de dano oxidativo en el ADN, disminuyendo el
riesgo de transformacién tumoral, mientras que estudios llevados a cabo sobre modelos
tumorales sugieren que la induccién de ROS podria ser uno de los principales
mecanismos responsables a través de los cuales los extractos vegetales producen la
muerte de la célula cancerigena. En un interesante estudio realizado sobre un modelo
animal, Philion et al.>? concluyeron que los extractos vegetales podian causar muerte
celular tanto dependiente como independiente de la generacién de estrés oxidativo. Los
autores evaluaron el potencial anticancerigeno de dos extractos vegetales distintos, la

184

~
| S—



CAPITULO 2: Efecto combinado de un alquinil derivado de oro(l) y extractos vegetales

citronela y el té blanco. Ambos causaban una reduccién efectiva de la masa tumoral
mediante la induccién de apoptosis, pero mientras que la citronela promovia una
apoptosis dependiente de ROS, el extracto de té blanco no era capaz. La explicacién mas
probable reside en la diferente composicién en polifenoles de ambos extractos. Otros
autores han sugerido que el efecto pro-oxidante que presentan algunos extractos podria
estar detras de la re-sensibilizacion al cisplatino que se ha encontrado al administrarlo
conjuntamente con extractos vegetales®. En definitiva, aunque los polifenoles acidos
de Rosa canina no muestren un claro efecto sobre los niveles de ROS tras 24h de
incubacidn, todo parece apuntar que si son capaces de potenciar el efecto pro-oxidante
de 2a, lo que podria guardar relacion con el mayor efecto antiproliferativo de la
combinacion de farmacos en comparacion con el del derivado metalico administrado de
manera individual.
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Figura 61. Estudio de la produccion de ROS y la funcidn mitocondrial de un cultivo de células
Caco-2. A) Medida de los niveles de ROS tras 1 y 24h de incubacién con la combinacién de
farmacos (DC). *p<0,05 vs control negativo. B) Medida de los niveles de ROS tras 24h de
incubacion con 2a (GC), los polifenoles acidos (AP) o DC. *p<0,05 vs control negativo. #p<0,05
vs GC. C) Analisis de la viabilidad celular tras 24 y 72h de incubaciéon con DC en presencia o
ausencia de NAC (1h, 3mM). *p<0,05 vs control negativo. #p<0,05 vs ausencia de NAC. D) Estudio
de la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (A) tras 24 y 48h de incubacién con DC
*p<0,05 vs control negativo.

Para determinar si la ruptura de la homeostasis redox era un paso necesario para la
induccion de apoptosis, se analizé la viabilidad del cultivo tras 24 y 72h de incubacién
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con la combinacién de farmacos en presencia del antioxidante N-acetil-cisteina (NAC),
de forma similar a como se hizo previamente en el estudio del mecanismo de accién de
2a (ver Capitulo 1, pag. 148; Figura 46B). En la Figura 61C puede observarse que el uso
de NAC no supone ningun cambio tras 24h de incubacion, pero pasadas 72h si protege
parcialmente de los dafios inducidos por la combinacion de farmacos. Estos resultados
sugieren que la induccion de ROS podria tener un gran peso sobre el proceso apoptético,
pero no ser su Unica causa. Es decir, parece que existe un mecanismo secundario
independiente de los niveles de ROS que estimula la muerte celular causada por la
combinacidén de farmacos. En este aspecto, nuestros resultados podrian correlacionarse
con los previamente encontrados por Quin et al.>* al incubar células HepG2
(hepatocarcinoma humano) con el farmaco artesunato. Los autores describieron que el
tratamiento inducia apoptosis intrinseca y un incremento en los niveles de ROS, si bien
la pre-incubacidn con antioxidantes no modificaba el descenso en la viabilidad celular.
De acuerdo con estos datos, no resulta descabellado suponer que, en la induccion de
apoptosis mediada por nuestra combinacion de farmacos, exista un fuerte componente
dependiente de ROS y uno minoritario independiente de las mismas.

En ultimo lugar, se considerd que los datos obtenidos hasta el momento parecian
apuntar a un fallo en la funcién mitocondrial. Para determinarlo, se analizé la integridad
de este organulo estudiando cambios en el potencial de membrana mitocondrial tras 24
y 48h de incubacidn, los mismos tiempos que se habian escogido anteriormente para
estudiar la acidificacion lisosomal. Pasadas las primeras 24h de tratamiento, ya se
observa un descenso significativo (p<0,05) en el niumero de células que mantienen
intacto su Ay, y esta disminucidn es mas pronunciada tras 48h de incubacién (Figura
61D). La pérdida de funcidon mitocondrial parece tratarse, por consiguiente, de un
fendmeno dependiente del tiempo. Los resultados aqui mostrados sugieren que la
pérdida de la integridad mitocondrial es un paso previo a la alcalinizacion del lisosoma
(Figura 60), tal como sugeria la literatura preexistente®.

De acuerdo con todos los datos obtenidos hasta el momento, el principal
desencadenante de la muerte celular, si bien no el Unico, parece ser la ruptura del
equilibrio redox causada tras solo 1h de incubacién con la combinacion de farmacos.
Esto provoca una disfuncidon mitocondrial, lo que podria causar un aumento de la
autofagia en respuesta para tratar de eliminar los orgdnulos dafados y sobrevivir al
tratamiento. Existen dos razones en las que se apoya que la pérdida de la funcién
mitocondrial podria desencadenar una autofagia citoprotectora. La primera de ellas es
la existencia de la mitofagia, un tipo concreto de autofagia que lleva a cabo una
eliminacidon selectiva de las mitocondrias dafadas mediante su traslado al
autofagosoma. La maquinaria molecular que controla este proceso se pone en marcha
en respuesta a la despolarizacién de la mitocondria, siendo en apariencia independiente
de las fluctuaciones en los niveles de ROS*>°%. Ademads de contar con un mecanismo para
eliminar especificamente a las mitocondrias cuyo Ay se ha alterado, la autofagia general
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o macroautofagia si se correlaciona con un aumento en los niveles intracelulares de
ROS, puesto que los dafios que se generan en consecuencia promueven la formacion de
los autofagosomas>’>8. A raiz del papel de las especies reactivas de oxigeno en la
formacién de autofagosomas, se evalud este parametro tras una pre-incubacion con
NAC y 24h de exposicion a la combinacion de farmacos. Se encontré un descenso
significativo (p<0,05) en la formacion de autofagosomas en comparacion con el cultivo
al que no se le administré NAC, aunque la presencia de este antioxidante no revirtié el
proceso por completo (Figura 62). Por tanto, parece que se activan tanto
macroautofagia dependiente de ROS como mitofagia dependiente de la pérdida del
valor de Ay tras el tratamiento con la combinacion de farmacos.
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Figura 62. Andlisis de la formacidn de autofagosomas tras 24h de incubacién con la combinacién
de farmacos (DC) en presencia o ausencia de NAC (1h, 3mM). *p<0,05 vs control negativo.
#p<0,05 vs ausencia de NAC.

En conclusion, de los tres posibles efectos mencionados en la seccién 1.4 (ver Figura
17; pdg. 55) que podrian obtenerse al combinar un farmaco metalico con un extracto
vegetal, se ha encontrado que la combinacion formada por [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a)
y los polifenoles acidos de Rosa canina dan lugar al tercero de los mismos, esto es, a un
incremento de la accidn terapéutica del farmaco. Se trata de una interaccidon de tipo
aditivo cuya primera consecuencia es un rapido incremento de la produccion de ROS. La
ruptura del equilibrio redox dar lugar a una despolarizacién de la mitocondria, asi como
a la activacién de la autofagia como medida protectora. La principal consecuencia de la
activacion de este proceso es el bloqueo de la necroptosis inducida por 2a. Sin embargo,
la pérdida de la funcidn mitocondrial causa una alcalinizacién del lisosoma, lo que impide
gue se complete la autofagia y desencadena la muerte de la célula por apoptosis (Figura
63).
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Figura 63. Mecanismo de accion de la combinacién de farmacos.

En el presente capitulo se ha demostrado por primera vez, de acuerdo con una
revision exhaustiva de la literatura cientifica disponible, que el uso de extractos
vegetales puede mejorar el efecto terapéutico de un alquino derivado de oro(l)
coordinado con la fosfina PTA. Estos resultados podrian suponer un cambio de
planteamiento a la hora de disefiar nuevos cdcteles de farmacos quimioterapéuticos
frente al cancer colorrectal, de cara a potenciar la accion biolégica del derivado metalico
sin necesidad de aumentar su cantidad. Esto podria tener consecuencias beneficiosas
para el paciente, ya que podria reducirse el tiempo necesario para que la terapia surtiese
efectoy, por lo tanto, las posibilidades de que apareciesen efectos secundarios debidos
a una exposicidon prolongada a los derivados metalicos disminuirian.

Por otra parte, se ha puesto de manifiesto la importancia de abordar la medicina
tradicional desde un punto de vista actual, utilizando las herramientas a nuestra
disposicidn para realizar un analisis veraz. Aunque el reino vegetal pueda ser una fuente
de nuevos compuestos bioactivos, algunas corrientes actuales que se basan en criterios
poco o nada fiables han puesto en riesgo la salud de la ciudadania al recomendar
practicas supuestamente basadas en a medicina tradicional y orientadas a curar
enfermedades graves como el cancer, teniendo como resultado en la mayoria de los
casos la muerte de los pacientes. Sin embargo, una investigacion exhaustiva acerca de
la composiciéon de los vegetales, seguida por ensayos preclinicos sobre modelos
celulares y animales, podria dar lugar a considerables beneficios para los pacientes de
cancer. Modernizar la medicina tradicional es una tarea que debe ser llevada a cabo con
precaucion, pero que podria comportar resultados muy positivos de cara a un futuro
proximo.
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No obstante, el uso clinico de los extractos vegetales conlleva dificultades debido a
la gran variabilidad entre lotes y a su reducida biodisponibilidad. Se han destinado
grandes esfuerzos al desarrollo de nanocarriers y otros sistemas con los que preservar
la integridad de los extractos y maximizar su efecto terapéutico, aunque en el capitulo
siguiente se presentard una interesante alternativa que permite conservar algunas
propiedades de los polifenoles al tiempo que se cuenta con el potencial antitumoral de
un complejo de oro(l).
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CAPITULO 3: Alquinil complejos de oro(l) derivados de 3-hidroxiflavonas

Ya en el capitulo 1, se discutia acerca de la relevancia de los ligandos que
acompafiaban al metal sobre las propiedades finales del complejo metalico. En primer
lugar, se ha hecho referencia a la influencia de las fosfinas solubles en agua sobre la
solubilidad de los derivados, lo que modifica su capacidad de entrada en la célulay, por
consiguiente, su accidn bioldgica. Por otro lado, la composicion del esqueleto alquino ha
resultado ser de importancia en cuanto al mecanismo de accion a través del cual el
complejo induce la muerte de la célula tumoral. En definitiva, los ligandos pueden
inducir cambios de importancia sobre las propiedades fisicas y quimicas de los derivados
metalicos, asi como en su efecto antitumoral, lo que debe ser muy tenido en
consideracion no solo a la hora de disefiar los complejos sino también al planificar los
posibles ensayos bioldgicos a realizar.

En vista de ello, se planted como una opcidn interesante recurrir como ligandos de
coordinacion a moléculas que pudiesen tener un cierto potencial terapéutico por si
solas. Segun lo que se adelantaba al final del capitulo 2, los polifenoles poseen un
probado efecto antitumoral, aunque el uso de extractos vegetales con fines clinicos
presenta ciertos inconvenientes. Aunque la tendencia actual consiste en disefiar nuevos
sistemas de encapsulacién o similares que permitan una mejor conservaciéon de las
propiedades farmacoldgicas del extracto y maximizar su biodisponibilidad, decidimos
abordar esta cuestidon desde un punto de vista diferente. Para ello, se sintetizd una
nueva serie de complejos de oro(l) coordinados con un ligando derivado de moléculas
del tipo flavonoides, que constituyen la subclase de polifenoles mas abundante y
variada del reino vegetal. Para favorecer la coordinacion de esta clase de moléculas a un
centro metalico, se eligio la unidad 3-hidroxiflavona (Figura 64), puesto que la presencia
de un grupo -OH permite modificar su esqueleto, lo que facilita la coordinacién metdlica.
La alquilacion de este grupo hidroxilo con una unidad propargilo genera el
correspondiente alquino derivado, que podrd coordinar centros de oro(l) con relativa
facilidad.

Figura 64. Estructura del flavonoide 3-hidroxiflavona y su correspondiente alquino derivado.

El papel de los polifenoles en la prevencion y el tratamiento del cancer colorrectal ha
sido previamente mencionado en los apartados 1.1 (ver Figuras 4y 5, pags. 29y 30) y
1.4 (ver Figura 17, pag. 55), asi como en el capitulo 2. Como su propio nombre indica,
estos fitocomponentes se componen por varias unidades fenol. Es precisamente el
nimero de anillos fenol que contiene cada molécula, asi como los elementos
estructurales que los unen entre si, lo que permite realizar una clasificacion de los
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distintos compuestos fendlicos atendiendo a parametros estructurales. Se distinguen asi
dos grandes grupos: flavonoides y no flavonoides! (Figura 65).

Flavonas

Flavonoles
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[ ]
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Figura 65. Clasificacién de los polifenoles atendiendo a criterios estructurales.

Los flavonoides son metabolitos secundarios de las plantas que estan compuestos
por dos anillos de benceno unidos mediante tres atomos de carbono que componen un
heterociclo oxigenado. Todos ellos derivan de la L-fenilalanina, que tras ser
transformada a 4-coumaroil-CoA sera el punto de partida de la sintesis de los distintos
flavonoides, estando dicha sintesis mediada por enzimas isomerasas, reductasas,
hidrolasas y dioxigenasas entre otras®3. De todas las clases de flavonoides, los flavonoles
o 3-hidroxiflavonas son los mas abundantes en los alimentos de origen vegetal. Algunas
de sus fuentes principales son la cebolla, el puerro, el brécoli o los ardndanos®. Ademas
de por su abundancia, los flavonoles son de gran interés por sus diferentes propiedades
bioactivas. Uno de los flavonoles mas estudiados es la quercetina, ya que posee un gran
numero de cualidades beneficiosas, entre las que destacan su efecto antiinflamatorio y
antioxidante, que le permiten atenuar los signos clinicos de ciertos trastornos como
aterosclerosis, trombosis o arritmia, ademas de su potencial antitumoral®”. En cuanto
a este ultimo punto, la quercetina parece tratarse de un compuesto multidiana o
“multitarget”, es decir, que es capaz de actuar frente a varias dianas tumorales. Las
principales rutas metabdlicas de la célula tumoral que parecen verse afectadas por el
tratamiento con este flavonol se recogen en la Figura 66871°. El efecto antiproliferativo
de la quercetina puede ser de tipo directo, cuando inhibe enzimas clave interaccionando
con las mismas!*? o bien indirecto al inducir cambios a nivel de expresion génica que
modifican la actividad de proteinas concretas 34,
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Figura 66. Principales efectos de la quercetina sobre las células tumorales.

En el caso concreto del cdncer colorrectal, el uso de quercetina con fines
quimioterapéuticos podria ser de gran interés especialmente sobre aquellos tumores
que presentan mutaciones en el gen KRAS'. En cuanto a su mecanismo de accién sobre
modelos de CRC, se ha observado que la quercetina parece inducir la muerte celular a
través de la generaciéon de ROS, lo que puede estar mediado, al menos en parte, por su
capacidad de interaccionar con la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2) en su subunidad
peroxidasal®!’. Ademads, se ha observado que es capaz de reducir la capacidad
migratoria de las células tumorales y reducir las metastasis pulmonares en modelos
murinos de CRC!2. En un interesante estudio realizado también sobre un modelo animal
de céncer colorrectal, se observd que la ingestion de este flavonol alternada con el
consumo de B-glucano reducia la tasa de mortalidad de los animales, al inducir un
descenso de la inflamacién en la region tumoral junto con una restauracién parcial de la
disbiosis?®.

Los efectos descritos en la Figura 66 no parecen ser exclusivos de la quercetina, sino
gue otros flavonoles han mostrado potencial anti-metastatico y antiproliferativo,
estando este ultimo también relacionado con la inhibicion de la enzima COX-2 de
manera indirecta®. Por consiguiente, estos compuestos bioactivos parecen ser capaces
de llevar a cabo una inhibicidn directa y/o indirecta de la COX-22+%,

Llegados a este punto, es necesario introducir a la enzima ciclooxigenasa. Se han
identificado tres isoformas de esta proteina, siendo la 1y la 2 las mejor caracterizadas.
Mientras que la isoforma 1 (COX-1) se expresa de manera constitutiva en todos los
tejidos del organismo, la isoforma 2 (COX-2) solo se localiza en érganos concretos, entre
los que se encuentran rifidn, cerebro, testiculo y Utero, y posee la particularidad de que
su expresion es inducible. En cualquier caso, ambas estan implicadas en la sintesis de
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prostaglandinas a partir de acido araquiddnico. La funcién de COX-1 esta directamente
relacionada con el correcto mantenimiento de la funcién corporal mediante la sintesis
de prostaglandinas, siendo especialmente importante su papel en el mantenimiento de
la mucosa gastrica. Por otro lado, la isoforma COX-2 se induce en respuesta a
determinados factores, siendo uno de los mas relevantes los niveles altos de citoquinas
pro-inflamatorias® 2.

Precisamente por esto, la COX-2 es de interés a nivel farmacoldgico, ya que su
inhibicion puede reducir la inflamacion y el dolor asociado a la misma. Es la diana
principal de los anti-inflamatorios no esteroideos como la aspirina o el ibuprofeno,
aungue al no actuar como inhibidores selectivos de la COX-2, su uso prolongado da lugar
a efectos secundarios debido al bloqueo de la funcién normal de la COX-1. La regién
gastrointestinal suele ser la mas perjudicada, dada la mencionada relevancia de la COX-
1 en la integridad de la mucosa estomacal. Para minimizar el impacto negativo de estos
farmacos, durante los ultimos afios se ha invertido un gran esfuerzo en el desarrollo de
nuevos farmacos que actien como inhibidores selectivos de la COX-2, siendo los mas
destacados el celecoxib y el rofecoxib?*.

El interés de la ciclooxigenasa como diana terapéutica no se limita a esta situacion,
sino que, segun se adelantaba previamente, puede tener un papel muy relevante en el
tratamiento del cancer. Se ha observado que la COX-2 se encuentra sobreexpresada en
algunos tumores, y dado que esta enzima contribuye al escape de la vigilancia inmune,
a la resistencia a la apoptosis y a la formacidon de metdstasis, su nivel de expresion se
correlaciona fuertemente con la prognosis del paciente?#26, De ahi que el uso de los
inhibidores selectivos de la COX-2 como los ya mencionados, o compuestos naturales
entre los que destaca la quercetina, puedan tener efectos positivos sobre la reduccién
de la masa tumoral. No solo la inhibicion directa de la actividad de la proteina posee
accién terapéutica, sino que la reduccién de sus niveles de expresion cursa con el mismo
efecto beneficioso?’~%°.

No obstante, a la hora de escoger una terapia selectiva frente a la COX-2, debe
tenerse en cuenta que, en el caso concreto del CRC, se han encontrado datos
aparentemente contradictorios acerca de la fase del desarrollo del tumor en la cual la
expresion de esta enzima es mayor. Mientras que Negi et al.3° observaron una
sobreexpresion en las etapas mas tempranas frente a los estadios de desarrollo mas
avanzados, Albasri et al.3! notificaron que el nivel de expresion de esta isoforma se iba
incrementado conforme progresaba la secuencia adenoma-carcinoma. Si bien estas
discrepancias podrian estar causadas por metodologias de estudio diferentes, otra
posible explicacion reside en que la COX-2 podria tener un papel en el inicio o en la
progresién de la enfermedad, pero no necesariamente en ambos en una misma masa
tumoral. En cualquier caso, estda aceptado por la comunidad cientifica que la
sobreexpresiéon de COX-2 se correlaciona con tumores colorrectales de mayor
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agresividad y peor prondstico3?, pero seria adecuado realizar un estudio de los niveles
de expresidon de esta enzima en un momento dado antes de plantearse el uso de sus
blogueantes como estrategia terapéutica, para poder estimar las posibilidades de éxito
de la terapia con mayor fiabilidad.

El uso de inhibidores selectivos de la COX-2 podria ser, por tanto, de gran utilidad
frente a tumores que sobreexpresen dicha enzima, y se trataria de una estrategia
terapéutica con escasos efectos secundarios a nivel gastrointestinal dado que no se veria
afectada la actividad de la COX-1. No obstante, en algunas ocasiones puede resultar de
interés bloquear también a esta isoforma, ya que en algunos tipos de cancer también se
ha encontrado en niveles anormalmente altos. Esto hace suponer que ambas pueden
contribuir al mantenimiento de la inflamacion en el microambiente tumoral,
promoviendo asi el desarrollo del cadncer3334 Ademds, ensayos en modelos animales
han sugerido que el uso in vivo de inhibidores de la COX-1 podria reducir la aparicion de
metdstasis®. No obstante, en tumores colorrectales no parece estar tan clara la
implicacion de la sobreexpresion de la isoforma 1 en su agresividad y prognosis. En
general, las muestras de CRC analizadas no presentan un patrén de expresion de COX-1
homogéneo que permita determinar su implicacion en la aparicion y/o el desarrollo de
la enfermedad?®, siendo incluso muy bajo en algunas de las muestras analizadas®’,
aunque su inhibicion tanto directa como indirecta si puede resultar beneficiosa a nivel
terapéutico®®%°, En definitiva, aunque los resultados obtenidos hasta el momento
acerca del potencial de la COX-1 como diana terapéutica frente al CRC son
prometedores, todavia es necesario esclarecer algunos puntos acerca de qué subtipos
de tumor podrian verse mas beneficiados del tratamiento con inhibidores de esta
isoforma, entre otros interrogantes.

Dado el mencionado potencial anticancerigeno de los flavonoides, pero teniendo en
cuenta los problemas asociados al uso de polifenoles con fines quimioterapéuticos
previamente comentados, durante la ultima década se han disefiado andlogos sintéticos
de estos compuestos para mejorar sus propiedades bioactivas. Al modificar la estructura
de la 3-hidroxiflavona, es posible aumentar su efecto terapéutico, ya que, entre otros
efectos, se puede facilitar la interaccion con la diana terapéutica*'*2. Existen, ademas,
evidencias previas acerca del potencial uso de la 3-hidroxiflavona como ligando de
centros metalicos, concretamente de rutenio, para el desarrollo de nuevos complejos
con propiedades anticancerigenas®*~%. Ademas, Mirzadeh et al.*® fueron los primeros
en proponer el uso de fosfino complejos de oro(l) coordinados con un flavonoide
funcionalizado en el grupo hidroxilo en posiciéon C3 con una unidad propargilo.

En el presente capitulo se van a describir dos nuevas familias de alquinil complejos de
oro(l) derivados de la 3-hidroxiflavona: coordinados con ligandos fosfina o coordinados
con ligandos carbeno.
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3.1. FOSFINO COMPLEJOS

Los complejos evaluados en este apartado fueron previamente sintetizados por
miembros de nuestro grupo de investigacién a partir de cuatro moléculas de 3-
hidroxiflavona diferentes (HL1a-d, siendo a: R=H, b: R=Br, c: R=Cly d: R = OMe,
Esquema 1), preparadas en un solo paso mediante una condensacion de Claisen-Schmidt
entre 2-hidroxiacetofenona y el aldehido correspondiente®’. A continuacion, se hizo
reaccionar a cada uno de estos derivados con bromuro de propargilo para obtener la
serie HL2a-d, con un grupo alquino terminal. Tras la desprotonacién del alquino, la
posterior adicidn de [AuCI(PR’3)] (con PR’z = PPh3 0 PTA) condujo a la preparacién de los
correspondientes fosfino complejos de oro (I): la serie 3a-d con PPhs y la serie 4a-d con
PTA. El interés de esta comparacion reside en que la incorporacion de grupos fenilo al
atomo de fésforo puede inducir un aumento en la lipofilicidad, que de acuerdo con lo
anteriormente desarrollado podria ser el supuesto responsable de la mayor toxicidad de
estos compuestos sobre tejido sano*®4°.

R =H, Br, Cl, OMe
HL-1a-d

AuPR';

R=H, Br, Cl, OMe R = H, Br, Cl, OMe, PR'; = PPhs, 3a-d
HL-2a-d
R = H, Br, Cl, OMe, PR'3 = PTA, 4a-d

i) NaOH y H,0,, ii) K;€O3 y bromuro de propargilo, iii) KOH/MeOH y [AuCIPR’s]

Esquema 1. Sintesis de los ligandos derivados de 3-hidroxiflavona y sus respectivos fosfino
complejos de oro(l).

Puesto que, de acuerdo con la literatura previa**?, los ligandos 3-hidroxiflavona
podrian tener actividad anticancerigena por si solos, consideramos necesario comparar
su efecto antiproliferativo respecto al complejo metalico. Se escogié como modelo la
linea Caco-2 y se llevd a cabo la determinacion del ICsp de las 16 moléculas (los ligandos
flavona libres y los complejos metdlicos) tras 72h de exposicién. En la Tabla 11 se
muestran los valores obtenidos, pudiéndose comprobar que la coordinacién del centro
metalico tiene como consecuencia un incremento de la capacidad antiproliferativa de la
hidroxiflavona.
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Tabla 11. Valores de ICso de los ligandos hidroxiflavona (A) y sus complejos de oro(l) resultantes
(B) obtenidos sobre células Caco-2 tras 72h de incubacién (expresados como media * desviacion

estandar).
A B
IC50 (uM) IC50 (uM)
Complejo Complejo
MTT SRB MTT SRB
HL-1a 89,10+ 4,98 16,70 + 8,28 3a 3,81+1,18 7,05+0,49
HL-1b 22,00 £ 025 10,40 £ 0,24 3b 1,52+091 1,78+0,48
HL-1c 16,50 £ 0,69 13,50 £ 0,33 3c 5,34+0,05 10,28+3,76
HL-1d 22,30+ 2,51 14,80 + 2,82 3d 4,78+0,62 3,1910,75
HL-2a 63,56 + 17,87 54,87 +2,05 4a 7,68+1,74 5,08+0,78
HL-2b > 100 65,64 + 38,92 4b 6,42+035 4,37+0,40
HL-2c 39,09 + 30,98 27,19+ 3,02 4c 2,33+1,26  4,21+0,91
HL-2d 64,14+ 13,95 49,07 +3,84 4d 522+0,43 6,85+2,62

Ademas de evaluar el efecto antiproliferativo de los ligandos hidroxiflavona libres o
coordinados al centro metdlico, en la Tabla 11 se muestra la comparacién del valor de
los ICs0 obtenidos mediante dos métodos de ensayo diferentes. La razén de recurrir a
dos técnicas distintas se basa en la capacidad de algunos compuestos fendlicos de
reducir directamente el reactivo MTT a formazan, lo que da lugar a falsos positivos con
esta técnica. También tenerse en cuenta que se han dado casos en los que los
polifenoles pueden modificar la actividad de la enzima succinato deshidrogenasa, dando
lugar de igual modo a una sobreestimacion de la viabilidad del cultivo. Se ha propuesto
como mas adecuado el uso de ensayos basados en la cantidad de proteina del cultivo
para analizar la viabilidad de células tratadas con extractos vegetales o componentes de
origen vegetal aislados. De ahi que se escogiese la técnica SRB (ver apartado Methods),
gue ya se habia usado previamente para las determinaciones de viabilidad llevadas a
cabo durante el desarrollo del capitulo 2, frente al MTT utilizado tradicionalmente
cuando se trata el cultivo con complejos de oro°. Efectivamente, con el ensayo MTT se
obtienen valores de ICso entre 1,2 y 5 veces mas altos que los equivalentes determinados
por SRB, lo que confirma la poca fiabilidad de este método al trabajar con derivados de
la 3-hidroxiflavona (Tabla 11A). No obstante, al coordinar el centro metdlico a la
hidroxiflavona los falsos positivos parecen desaparecer, puesto que no hay diferencias
significativas entre los valores obtenidos por ambas técnicas (Tabla 11B).

Estudios realizados con el flavonol kaempferol mostraron que la concentracion del
compuesto estaba directamente relacionada con su capacidad de reducir el reactivo
MTT a formazan, de modo que a mayor cantidad de kaempferol mayor reduccion del
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reactivo y mas posibilidades de obtener falsos positivos>t. Dado que los valores de 1Cso
obtenidos al tratar las células con las flavonas coordinadas al centro metalico (Tabla 11B)
son entre 2y 7 veces mas bajos que los equivalentes para las flavonas solas (Tabla 11A),
una posible explicacion reside en que, al ser necesaria una menor cantidad del complejo
para obtener un efecto comparable, ocurre algo similar a lo descrito por Bruggisser et
al>1, es decir, la cantidad de los derivados metdlicos no es lo suficientemente alta como
para reducir por si solos el reactivo MTT sobrante.

Para comprobarlo, se realizaron curvas dosis-respuesta tras 72h de incubacién con
los complejos 3a-d y 4a-d utilizando ambas técnicas. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 67. Puede observarse que, siempre y cuando se trabaje a
concentraciones inferiores a 20 uM, no existen diferencias entre la estimacion de la
viabilidad celular llevada a cabo por MTT o SRB. Se concluyd, en consecuencia, que la
técnica MTT resultaba apropiada para la determinacién de la viabilidad del cultivo tras
el tratamiento con los complejos de oro(l) derivados de 3-hidroxiflavonas y se utilizé en
los ensayos posteriores.

[Au{LZa)PPh3] (3a)

DIPPh3] (3b)

IPPR3] (3¢)

111

L2d)PPh3] (3d)

% 0 : 10 15 20 25

[Complex]

—g— [Au(L2b)PTA] (4b)
—&— [AulL2cIPTA] (4c)

% cell viability

—&— [Au(L2d)PTA] (4d

=—f— [Au(L2a)PTA] (4a

[Complex]

Figura 67. Influencia de la concentracién (20, 10, 5, 2,5 y 1,25 uM) de los complejos de oro(l)
coordinados con ligandos derivados de 3-hidroxiflavonas al ser analizado su efecto sobre la
viabilidad de un cultivo de células Caco-2 tras 72h de incubacién. Las figuras Ay C corresponden
a valores obtenidos mediante MTT; las figuras B y D, mediante SRB.

A continuacion, se decidié analizar si los compuestos obtenidos podrian ser selectivos
frente a CRC o si bien, por el contrario, podrian ser una potencial herramienta para el
tratamiento de otras clases de tumores. Para ello, se calculé su efecto antiproliferativo,
medido en términos de ICsp, en la linea de hepatocarcinoma humano HepG2 y en un
modelo de adenocarcinoma de mama, la linea MCF-7. Todos los resultados obtenidos
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se recogen en la Tabla 12, en la que también se han incluido los datos ya mostrados en
la Tabla 11B para facilitar la comparacidn.

Tabla 12. Valores de 1Cso (LM) obtenidos para los complejos de oro(l) con ligandos derivados de
la 3-hidroxiflavona, asi como de cisplatino y auranofin como controles positivos (farmacos de
referencia), obtenidos tras 72h de incubacién en células Caco-2, MCF-7 y HepG2. Los resultados
se expresan como media * desviacidén estandar.

IC50 (uLM)
Complejo
Caco-2 MCF-7 HepG2
[Au(L2a)PPh3] (3a) 3,81+1,18 2,08+0,17 32,34 £ 4,27
[Au(L2b)PPh3] (3b) 1,52+0,91 13,87 +0,78 3,38+0,07
[Au(L2c)PPh3] (3c) 5,34 +0,05 8,99 + 3,89 34,14 £ 5,88
[Au(L2d)PPh3] (3d) 4,78 £0,62 3,40+0,85 47,97 £5,32
[Au(L2a)PTA] (4a) 7,68 1,74 18,49+ 0,90 10,84 + 0,67
[Au(L2b)PTA] (4b) 6,42 +0,35 8,80+3,14 11,25+0,63
[Au(L2c)PTA] (4c) 2,33+1,26 7,57 £ 0,08 5,88 + 0,04
[Au(L2d)PTA] (4d) 5,22+0,43 9,19+2,89 10,70+ 1,35
Cisplatin 37,24 £5,15 41,82 + 0,07 49,85 + 6,66
Auranofin 1,80+0,10 0,77 £ 0,05 0,92 +0,08
o o o o)
sscdicsodive ediiveod
\ \
e e 0 0
Br Cl OMe
HL2a HL2b HL2c HL2d

Segun puede observarse, aunque todos los complejos resultaron ser efectivos sobre
los tres modelos tumorales estudiados, la linea Caco-2 fue la que mostré una mejor
respuesta al tratamiento. Este dato preliminar podria sugerir que los complejos de oro(l)
derivados de 3-hidroxiflavonas podrian ser mas efectivos frente al CRC que frente a
otros tipos de tumores. Por otro lado, tanto en células Caco-2 como MCF-7, todos los
complejos dieron lugar a valores de ICsp considerablemente mas bajos que los del
cisplatino, lo que sugiere un mayor efecto antitumoral que el de este farmaco estandar.
Sin embargo, en la mayoria de los casos los complejos son menos efectivos que el
auranofin en los tres modelos tumorales evaluados, con la Unica excepcion de los
complejos [Au(L2b)PPhs] (3b) y [Au(L2c)PTA] (4c), que en la linea Caco-2 dan lugar a
valores comparables (1,52 + 0,91 y 2,33 + 1,26 uM respectivamente frente a 1,80+ 0,10

uM).

En cuanto a los datos obtenidos sobre la linea HepG2, que es, en general, el modelo

tumoral que peor responde al tratamiento, pueden observarse diferencias
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considerables entre los complejos coordinados con PTA y sus equivalentes con PPhs.
Mientras que los primeros muestran una toxicidad comparable a la observada sobre las
lineas Caco-2 y MCF-7, los compuestos coordinados con PPhz poseen una eficacia mucho
menor sobre el modelo de hepatocarcinoma, con la excepcion de 3b, cuyo ICsp es 3,33
veces mayor que el de su homdlogo de PTA. Curiosamente, este complejo mostro el
efecto opuesto sobre la linea MCF-7. Estas diferencias volveran a ser discutidas mas
adelante. En cualquier caso, los datos obtenidos indican que no todos los tipos de tumor
responderian del mismo modo al tratamiento con estos complejos, aunque parece que
podrian ser candidatos a una posible terapia frente a CRC.

Para obtener una idea preliminar acerca de su posible selectividad, los complejos
fueron incubados sobre la linea Caco-2 diferenciada durante 72h. Se calculé el valor del
ICso y también el del indice de selectividad utilizando los datos obtenidos en la tabla
anterior. De acuerdo con los valores reflejados en la Tabla 13, la serie de complejos con
PPhs (complejos 3a-d) mostré una selectividad considerablemente superior a la de sus
homadlogos con PTA (complejos 4a-d) en las lineas Caco-2 y MCF-7, mientras que en la
linea HepG2 se obtuvieron valores comparables para ambas series. No obstante, el
complejo [Au(L2c)PTA] (4c) destacd por su selectividad en la linea Caco-2, al presentar un
valor de indice de selectividad mucho mas bajo que el de cisplatino y auranofin. Esto
podria sugerir que se trata de un derivado mas seguro que los dos anteriores y, por lo
tanto, con un interesante potencial para ser aplicado en terapia.

Tabla 13. Estudio preliminar de la selectividad de los complejos de oro(l), cisplatino y auranofin
mediante el calculo del ICso tras 72h de exposicion en células Caco-2 diferenciadas y la
determinacidn del indice de selectividad a partir de los datos de ICsoen células tumorales.

compleo 5L 1 e -
Caco-2 MCEF-7 HepG2
[Au(L2a)PPh3] (3a) 131,30 + 38,54 34,46 63,13 4,06
[Au(L2b)PPh3] (3b)  43,89%0,02 28,88 3,16 12,99
[Au(L2c)PPh3] (3¢) 114,38 £9,24 21,42 12,72 3,35
[Au(L2d)PPh3] (3d) 75,45+ 11,28 15,78 22,19 1,57
[Au(L2a)PTA] (4a) 18,25+ 1,34 2,38 0,99 1,68
[Au(L2b)PTA] (ab)  24,390,86 3,80 2,77 2,17
[Au(L2c)PTA] (4c) 25,46 £ 0,66 10,93 3,36 4,33
[Au(L2d)PTA] (4d)  25,29%0,60 4,84 2,75 2,36
Cisplatino 151,13 58,12 3,31 3,61 3,03
Auranofin 6,21+0,44 3,45 8,06 6,75

Se decidié evaluar la lipofilicidad de los complejos en términos del coeficiente de
reparto agua/n-octanol (logP a un pH de 7,4), obteniéndose valores en el rango 0,23-1,2

206

~
| S—



CAPITULO 3.1: Alquinil complejos de oro(l) derivados de 3-hidroxiflavonas. Fosfino complejos

(Tabla 14), siendo mas elevados los valores medidos en los complejos con PPhs (3a-d),
lo que estaria de acuerdo con una mayor lipofilicidad en comparacién con los complejos
de PTA (4a-d). Al ser los flavonoides compuestos altamente lipofilicos, su administracion
por via oral puede verse comprometida, por lo que se suele recurrir a estrategias
alternativas de administracidon, entre las que se cuentan el empleo de nanocéapsulas
lipidicas, nanoparticulas o microparticulas para vehiculizarlos®?. En nuestro caso
concreto, puede observarse que la funcionalizacién de las 3-hidroxiflavonas y la
posterior coordinaciéon del centro metalico han conducido a una disminucion del
caracter lipdfilo, ademds de una cierta relacion equilibrada entre lipofilicidad e
hidrofilicidad. Anteriormente, se mencionaba que la fosfina PEt; podria ser la
responsable de la toxicidad del auranofin sobre los tejidos sanos*®4°. No obstante, los
resultados obtenidos hasta el momento indican que podria ser posible revertir esta
citotoxicidad mediante el disefio racional de fdrmacos, ya que al coordinar el centro
metalico con el ligando derivado de la 3-hidroxiflavona las células no tumorales parecen
ser menos sensibles al tratamiento que las células sanas. Por otra parte, la presencia de
este ligando también podria correlacionarse con la menor toxicidad sobre los tejidos
sanos por otras causas, puesto que el uso de flavonoides con fines terapéuticos rara vez
da lugar a efectos secundarios. A modo de ejemplo, Andres et al.>? realizaron una
revisidon acerca de los trabajos publicados en modelos animales y humanos a los que se
administraban suplementos de quercetina y concluyeron que resultaban seguros salvo
en aquellos individuos que identificaron como poblacion de riesgo (por ejemplo,
aquellos que tenian una pre-lesién a nivel renal), sobre los que se desaconsejaban
tratamientos prolongados y concentraciones muy altas del flavonol.

Esta mayor tolerancia hacia los compuestos fendlicos que presentan los tejidos sanos
en comparacién con los tumores se debe a que el efecto de los polifenoles es distinto
en cada caso. En el capitulo anterior se mencionaba que el tipo de célula, tumoral o no
tumoral, puede ser uno de los responsables la dualidad antioxidante-pro-oxidante que
muestran estos compuestos bioactivos®*. Este no es el supuesto de interés que podemos
encontrar en la literatura cientifica. También se ha investigado en detalle el potencial de
los flavonoides como quelantes de metales; no solo se ha observado que pueden reducir
el dafio oxidativo sobre las biomoléculas causado por los metales, sino que ademas los
complejos flavonoide-metal poseen una mayor capacidad antioxidante que los
flavonoides libres>>°®, Es decir, podria resultar plausible suponer que la presencia del
ligando 3-hidroxiflavona puede revertir |a toxicidad derivada de la fosfina PPhs en células
sanas de acuerdo con los dos casos descritos. Sin embargo, con los datos obtenidos
hasta el momento no es posible afirmarlo con seguridad y deberian llevarse a cabo
distintos ensayos para validar esta hipdtesis.

Por otro lado, los datos recogidos en la Tabla 14 muestran que [Au(L2c)PTA] (4c),
previamente mencionado por poseer un indice de selectividad mayor que el de
cisplatino y auranofin sobre la linea Caco-2 (Tabla 13), presenta un balance éptimo entre
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hidrofilicidad y lipofilicidad en comparacién con el resto de los complejos. Este valor es
muy proximo al calculado para el complejo [Au(PhC=C)PTA] (1a) (ver Capitulo 1, pag.
121; Tabla 4), lo que podria implicar una mejor entrada en la célula de acuerdo con lo
discutido anteriormente. Esta podria ser la explicacién por la cual ejerce un mayor efecto
antitumoral sobre los tres modelos celulares en comparacidn con el resto de complejos
de la serie (Tabla 12).

Tabla 14. Valor del coeficiente de reparto agua/octanol en términos de logP de los complejos
de oro(l) derivados de 3-hidroxiflavonas, asi como de cisplatino y auranofin.

Complejo LogP7,4
[Au(L2a)PPhs] (3a) 0,99
[Au(L2b)PPhs] (3b) 0,92
[Au(L2c)PPhs] (3¢c) 1,17
[Au(L2d)PPhs] (3d) 1,2
[Au(L2a)PTA] (4a) 0,78
[Au(L2b)PTA] (4b) 0,80
[Au(L2c)PTA] (4c) 0,23
[Au(L2d)PTA] (4d) 0,44

Cisplatino -0,53

Auranofin -2,53

De acuerdo con estos datos preliminares de citotoxicidad y selectividad, se escogié al
complejo mas prometedor de cada serie de derivados para realizar posteriores analisis
acerca de su mecanismo de accién: los complejos [Au(L2b)PPhs] (3b) y [Au(L2c)PTA]
(4c). En lo relativo a 3b, ademas de por los pardmetros ya mencionados, resultaba
interesante por un tercer motivo: su aparente menor efecto citotoxico sobre la linea
MCF-7. Estos datos parecian sugerir que era capaz de interaccionar con una diana
farmacoldgica presente en las lineas Caco-2 y HepG2, pero que no se encontraba en las
células MCF-7, lo que explicaria por qué presentaba un valor de ICso mas alto que el de
sus homologos sobre este modelo tumoral. De entre las numerosas diferencias a nivel
molecular que existen entre estas tres lineas celulares, destacd la ausencia de expresion
enddgena de la isofoma 2 de la enzima ciclooxigenasa (COX-2) en la linea MCF-7, al
contrario de lo que ocurre en las otras dos lineas tumorales®’—°,
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Por lo tanto, el primer ensayo que se planted fue la determinacion de la actividad de
la COX-2 en la linea Caco-2 tras 2 y 24h de exposicidn a los complejos 3b y 4c. Ademas,
se midié de igual manera la actividad de la isoforma 1 (COX-1) para que, en caso de que
se encontrase inhibiciéon de la COX-2, pudiese concretarse si esta inhibicion era o no
selectiva de esta isoforma, lo que podria ser de interés para predecir posibles efectos
secundarios en caso de llevarse los complejos a la practica clinica (Figura 68).

2h 24h B

oy

L

=]
]

OMNegative control
. O Negative control
E([Au(L2b)PPh3] (3b)
i 60 @ [Au({L2b)PPh3] (3b)
W[Au({L2c)PTA (4¢)

100

% COX-1 activity

m[Au{L2c)PTA] (4c)

% COX-2 activity

Figura 68. Medida de la actividad de la enzima COX. A) Determinacion de la actividad de la
enzima COX-1 en células Caco-2 tras 2 y 24h de incubacidn con 3b y 4c (ICso). *p<0,05 vs control
negativo. B) Determinacion de la actividad de la enzima COX-2 en células Caco-2 tras 2 y 24h de
incubacién con 3b y 4c (ICsg). *p<0,05 vs control negativo. #p<0.05 vs complejo de oro.

En cuanto al efecto del tratamiento sobre la isoforma 1, puede observarse que ambos
complejos son capaces de inhibirla a tiempos cortos de incubacion, si bien este efecto
se pierde paulatinamente conforme aumentamos el periodo de exposicién (Figura 68A).
En el caso de 3b (con PPhs), la pérdida de efecto inhibitorio es total, mientras que 4c
(con PTA) todavia es capaz de inhibir la actividad de la enzima de forma significativa
(p<0,05), aunque este efecto no es tan acusado como el que se observa inicialmente.
Por tanto, el complejo [Au(L2c)PTA] (4c) parece actuar a través de la inhibicion de la
enzima COX-1. Esto podria ser interesante de cara a utilizarlo para el tratamiento de
tumores que no expresen COX-2, ya que tendran una mayor dependencia de la isoforma
1 para mantener el estatus pro-inflamatorio, como por ejemplo algunos tumores de
ovario®061,

Por otro lado, el complejo 3b es capaz de inhibir a la isoforma 2, siendo este efecto
independiente del tiempo de exposicidn, mientras que, por su parte, el complejo 4c no
muestra signos de alterar la actividad de la COX-2 (Figura 68B). A la vista de los
resultados obtenidos, no puede afirmarse que 3b sea un inhibidor selectivo de la COX-
2, ya que la aparente pérdida de efecto inhibitorio sobre la COX-1 a lo largo del tiempo
podria ser consecuencia de un mecanismo de compensacién celular que aumente la
expresion y/o la actividad de esta enzima. Esta hipdtesis se sustenta sobre la
importancia de la actividad de la enzima ciclooxigenasa para la supervivencia de la célula
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tumoral®*?63334_ Sj bien no se han encontrado datos que validen la idea de que el
blogueo de COX-2 tenga como consecuencia una sobreexpresion de COX-1, si existen
datos acerca del fendmeno a la inversa, esto es, una sobreexpresion de COX-2 en
respuesta al bloqueo de la isoforma 1 en la mucosa gastrica, siendo este un mecanismo
de compensacion para evitar dafios a nivel gastrointestinal®2. Por tanto, con los datos
de la literatura actual, no es posible confirmar ni descartar que esté teniendo lugar un
mecanismo de compensacién y son necesarios mas estudios a este respecto. En
conclusién, los datos mostrados en la Figura 68 permiten concluir que el complejo
[Au(L2b)PPhs] (3b) inhibe a la enzima COX-2, aunque de acuerdo con el ensayo realizado
a tiempo corto de incubacién (2h) no puede afirmarse que esta inhibicion sea selectiva,
ya que también parece ser capaz de inhibir en cierto grado a la isoforma 1. Por otra
parte, no se ha determinado si esta inhibicién es de tipo directo o indirecto, de modo
gue un planteamiento interesante podria pasar por estudiar el efecto del tratamiento
con ambos complejos sobre los niveles de expresidn de la enzima.

La posibilidad de que los complejos de oro sean capaces de interaccionar con la
enzima ciclooxigenasa ha sido poco explorada hasta el momento. Se han encontrado en
la literatura existente dos trabajos previos en los que se recogen evidencias claras acerca
de que un compuesto de oro, el auranofin en ambos casos, ha sido capaz de reducir la
actividad de esta enzima. Ott et al.%3 observaron que el auranofin podia inhibir a la COX-
1 de forma directa, si bien los autores trabajaron con concentraciones muy altas del
compuesto (10 y 100 uM), lo que de acuerdo con nuestros datos resultaria muy téxico
para los tejidos sanos (se ha estimado un ICsp de 6,2 + 0,44 uM sobre el modelo no
tumoral; Tabla 13). Por otra parte, un interesante estudio realizado sobre un modelo
monocitico de raton (linea RAW264.7) reveld que la incubacién durante 1h con dos
concentraciones de auranofin (5 y 10 uM) podia disminuir los niveles de expresién de
COX-2 en respuesta a una induccion de inflamacién con lipopolisacdrido, siendo este
efecto dependiente de la concentracion®*. Si bien este ensayo no se ha replicado en un
modelo tumoral, y por tanto seria arriesgado asumir que las células cancerosas podrian
comportarse de manera equivalente, no deja de ser un resultado muy interesante en
cuanto a que se trata de un dato preliminar acerca de la potencial capacidad de los
complejos de oro(l) de inhibir de forma indirecta a la COX-2. No debe perderse de vista,
sin embargo, que las concentraciones de auranofin utilizadas en este trabajo también se
encuentran por encima del valor de ICso hallado en nuestro modelo no tumoral (Tabla
13), y que existe un potencial riesgo de toxicidad sobre los tejidos sanos en caso de
aplicarlas en pacientes humanos. En cualquier caso, los dos ejemplos aqui presentados
parecen indicar que los complejos de oro(l) no muestran una gran afinidad por la
ciclooxigenasa, por lo que podemos suponer que los resultados obtenidos son debidos,
en parte, a la presencia del ligando derivado de la molécula de 3-hidroxiflavona. Por otra
parte, las dos evidencias encontradas relativas a la capacidad del auranofin de inhibir a
esta enzima sugieren que este derivado podria bloquear su accion tanto de un modo
directo como indirecto, lo cual refuerza nuestra tesis anterior en relacién al interés de
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estudiar el efecto de los complejos 3b y 4c sobre |la expresidn génica de ambas isoformas
de la enzima ciclooxigenasa.

A diferencia de lo que ocurre con los complejos de oro(l), si existen numerosas
evidencias acerca de la capacidad de las flavonas de inhibir de forma directa la actividad
de la enzima COX, segun se ha mencionado anteriormente!®!’. Por ello, es posible que
la afinidad natural entre el ligando y la enzima sea la responsable de dirigir al compuesto
metalico hacia la proteina, favoreciendo asi una interaccion y permitiendo su bloqueo a
concentraciones mas bajas que las encontradas en la literatura anterior. En este sentido,
la eleccidn de un ligando que dirija al farmaco hacia una diana en concreto puede ser la
responsable directa de su eficacia antitumoral. Dos ejemplos que ilustran bien esta
situacion son la coordinacidn de un centro de rutenio(ll) a un derivado del valecoxib® y
la coordinacién de un centro de cobalto a un derivado del acido acetilsalicilico®®. En
ambos casos, los autores lograron inhibir eficazmente a la ciclooxigenasa e inducir la
muerte de las células tumorales. De acuerdo con esta hipétesis, coordinar el centro
metalico con un ligando que siente afinidad natural por la enzima ciclooxigenasa podria
aumentar la limitada capacidad que parecen presentar los complejos de oro(l) por la
misma, de acuerdo con los resultados de Ott et al.?3, y permitir asi un bloqueo de la
actividad enzimatica utilizando concentraciones de los derivados metalicos mucho mas
bajas. Por consiguiente, con el disefio racional de farmacos y variando los ligandos de
coordinacion parece posible aumentar el rango de dianas terapéuticas de los complejos
de oro(l), con lo que se amplian las posibilidades a la hora de tratar diferentes subtipos
tumorales.

Volviendo a los datos mostrados en la Tabla 12, el hecho de que el complejo
[Au(L2b)PPhs] (3b), pero no 4c ([Au(L2c)PTA]), sea capaz de inhibir a la isoforma 2 de la
ciclooxigenasa podria explicar por qué tiene menos efecto sobre la linea MCF-7 que el
equivalente coordinado con PTA, ya que, segun se mencionaba previamente, este
modelo tumoral no expresa COX-2°. Por otra parte, esto sugiere que existe al menos
otra diana para 3b, puesto que en caso de que solamente actuase a través de la
inhibicidon de la COX-2 su ICsp en la linea MCF-7 seria mucho mayor, incluso llegando a
no mostrar ningun efecto citotdxico. Dado que una de las dianas mas tipicas de los
complejos de oro es la enzima redox tiorredoxina reductasa (TrxR), se midio su actividad
tras 2 y 24h de incubacién con ambos complejos. Ademas, se analizo el efecto de los
mismos tiempos de incubacién sobre la enzima glutation reductasa (GR), puesto que, de
acuerdo con lo desarrollado en apartados anteriores, la afinidad que sienten por ella los
complejos de oro es practicamente nula al no tratarse de una selenoproteina (Figura
69).
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de células Caco-2 tras 2 y 24h de incubacion con 3b y 4c (ICs). *p<0,05 vs control negativo.
#p<0.05 vs complejo de oro. B) Medida de la actividad de la enzima GR de células Caco-2 tras 2
y 24h de incubacidén con 3b y 4c (ICso). *p<0,05 vs control negativo. #p<0.05 vs complejo de oro.

En la Figura 69A puede observarse que ambos complejos son capaces de inhibir a la
tiorredoxina reductasa, aunque se observa un comportamiento diferente en cada caso.
El efecto del complejo 3b es independiente del tiempo de incubacién, al contrario que
el del complejo 4c que aumenta conforme se incrementa el periodo de exposicién al
derivado. En cualquier caso, estos datos ponen de manifiesto, una vez mas, la capacidad
de interaccién entre los complejos de oro(l) y esta enzima redox; no obstante, en este
supuesto concreto es posible que la presencia del ligando derivado de la 3-
hidroxiflavona favorezca la interaccién complejo-TrxR, al menos en parte. Si
anteriormente mencionabamos que las flavonas son capaces de inhibir de manera
directa a la enzima COX, se han encontrado resultados similares con la TrxR en estudios
llevados a cabo con quercetina y otros polifenoles®’”. Tomando estos datos en
consideracion, se podria establecer una hipdtesis similar a la previamente desarrollada
en el caso de la interaccion complejo-COX, de acuerdo con la cual la unidad 3-
hidroxiflavona contribuye a un acercamiento fisico entre el derivado metalico y la
tiorredoxina reductasa que facilita una inhibicidn directa de la actividad enzimatica. Por
tanto, estos resultados también podrian apoyar nuestra hipdtesis inicial acerca de los
beneficios de utilizar ligandos con una cierta capacidad antitumoral para maximizar los
efectos terapéuticos de los complejos de oro(l).

Por otro lado, también se ha observado una alteracién en la actividad normal de la
glutatidon reductasa en respuesta al tratamiento con 3b y 4c, siendo los resultados
obtenidos muy diferentes de acuerdo con el complejo utilizado (Figura 69B). A tiempos
cortos de incubacion, el tratamiento con [Au(L2b)PPhs] (3b) no tiene ningun efecto
sobre la GR, aunque pasadas 24h se observa un aumento significativo (p<0,05) en su
actividad. Segin se ha mencionado anteriormente, esto podria tratarse de un
mecanismo compensatorio de la célula debido al bloqueo de la TrxR, ya que el sistema
glutation es capaz de reducir a la tiorredoxina en casos similares (ver apartado 1.5;
Figura 20)%%%°, Este comportamiento es similar al mostrado por el complejo

212

~
| S—



CAPITULO 3.1: Alquinil complejos de oro(l) derivados de 3-hidroxiflavonas. Fosfino complejos

[Au(C=CPh)(PTA)] (1a) (ver Capitulo 1, pag. 139; Tabla 8); es decir, podriamos considerar
que 3b es un inhibidor selectivo de la TrxR frente a otras enzimas redox que no sean
selenoproteinas.

Los resultados obtenidos tras la incubacién con el analogo con PTA (4c) son, sin
embargo, completamente diferentes. Inicialmente (tiempo de incubacion: 2h), se
observa un incremento significativo de la actividad de la glutation reductasa, pero
conforme aumenta el tiempo de exposicion este efecto se revierte, de modo que tras
24h se aprecia una inhibicion significativa de la funcion normal de la enzima. Este
comportamiento es poco frecuente en un complejo de oro(l), aunque existen algunos
ejemplos de inhibicién de la GR por parte de esta clase de derivados. Tabrizi et al.”*
disefiaron dos complejos multinucleares de paladio y oro capaces de inhibir a la GR,
aungue no es posible determinar si su afinidad por la enzima se debe a la presencia del
oro o a la del paladio; no obstante, en un estudio independiente publicado el mismo afno
por Parrilha et al.’® los autores evaluaron la capacidad de una serie de complejos de
paladio(ll) de inhibir a la GR, encontrando que los derivados no eran capaces de
modificar su actividad de ningtin modo. Por tanto, el efecto observado por Tabrizi et al.”*
podria ser debido a la presencia del atomo de oro, aunque debe tenerse en cuenta que
sus ensayos fueron realizados con enzimas puras, por lo que no puede suponerse que
los resultados obtenidos se repliquen sobre un modelo tumoral. Posteriormente,
Deponte et al. obtuvieron unos resultados mas prometedores en cuanto a la capacidad
de inhibir a la glutation reductasa con un complejo de oro con un ligando de tipo fosfol
(fosfaciclopentadieno), aunque de nuevo los ensayos se realizaron utilizando proteinas
recombinantes y no en el medio intracelular’2. Es decir, podriamos encontrarnos ante el
primer caso de un complejo de oro(l) que es capaz de inhibir a la enzima GR en el medio
intracelular. La inusual afinidad por esta proteina podria estar mediada, de nuevo, por
la presencia del ligando derivado de la 3-hidroxiflavona, ya que de acuerdo con estudios
in vitro los flavonoides son capaces de inhibir a la GR, aunque en el proceso pueden
influir la concentracion del compuesto bioactivo, el tiempo de exposicidn, parametros
estructurales, el estatus redox de la enzima o la presencia de radicales libres en el medio
de reaccion, entre otros parametros’>’4. No obstante, los resultados obtenidos en
ensayos con enzimas puras no siempre se reproducen en el medio intracelular, puesto
gue Rodgers et al. observaron que al incubar células MCF-7 con quercetina se producia
un aumento de la actividad de la GR’>. Nuestros datos parecen sugerir que el uso de la
unidad 3-hidroxiflavona en lugar del flavonoide completo podria dotar al complejo
metadlico de la afinidad por la enzima que posee el polifenol, pero no influye sobre la
respuesta celular que promueve un mecanismo compensatorio de acuerdo con el cual
se incrementa la actividad de la glutatién reductasa. Por supuesto, este efecto parece
depender de otras de las caracteristicas del complejo resultante, ya que el complejo
coordinado con PPhs (3b) no posee la capacidad inhibitoria del derivado con PTA (4c).
Todas estas consideraciones deben ser tenidas en cuenta a la hora de sintetizar nuevos
agentes quimioterapéuticos capaces de inhibir a la glutatiéon reductasa.
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A nivel clinico, la doble inhibicién de GR y TrxR que lleva a cabo el complejo 4c podria
tener un gran potencial terapéutico, puesto que se esta privando a la célula no solo de
su principal sistema redox sino también de su sistema de emergencia’®. Ademas, los
niveles de expresion de la GR, de forma similar a los que ocurre con los de la TrxR,
pueden estar relacionados con la resistencia a la quimioterapia’’. Por consiguiente, el
complejo [Au(L2c)PTA] (4c) podria ser de gran interés para tratar tumores agresivos,
como aquellos que reaparecen tras una remision inicial.

Ademas de la hipdtesis ya desarrollada, segun la cual 4c podria inhibir de manera
directa a la enzima GR, existe una posible explicacion alternativa al descenso de la
actividad enzimatica mostrado en la Figura 69B. Villegas et al.”® observaron que la
inhibicidon de la COX-1 podria tener como consecuencia una disminucion en los niveles
de actividad de la GR. Debe tenerse en cuenta que este estudio no se ha realizado sobre
un modelo tumoral sino sobre el estdmago de ratas tras ser sometidas a estrés
oxidativo, por lo que no puede asegurarse que la linea Caco-2 responda de igual modo.
Sin embargo, no debe descartarse esta posibilidad con los datos de los que disponemos
hasta el momento y serian necesarios experimentos adicionales. En cualquier caso, esta
posibilidad no invalida el hecho de que, al inhibir tanto a la TrxR como a la GR, el
complejo 4c posee un interesante potencial frente a tumores que desarrollan resistencia
a la quimioterapia de primera eleccion.

Al estar tan comprometida la defensa antioxidante tras el tratamiento con ambos
complejos, era de esperar que se produjese un desequilibrio redox considerable. Por
ello, se estudiaron los niveles de ROS a diferentes tiempos de incubacion (1, 3y 24h) con
ambos complejos (Figura 70). Aunque los dos derivados estudiados inducen un
incremento significativo en la producciéon de ROS pasadas 24h de incubacion, el
complejo 3b muestra un efecto pro-oxidante mas rapido que el 4c¢, puesto que tras 1h
de incubacién ya se aprecian cambios significativos (p<0,05), mientras que el compuesto
con PTA (4c) requiere hasta 3h de exposicién. Esto podria ser consecuencia del
incremento en la actividad GR que se produce tras 2h de incubaciéon con 4c (Figura 69B).
Por otra parte, debe tenerse en cuenta que la inhibicidon de la COX-2 también puede dar
lugar a un aumento de los niveles de ROS, por lo que la contribucién a la accion pro-
oxidante del complejo 3b podria estar mediada por tres factores: inhibicién de COX-2,
inhibicién de TrxR y ausencia de aumento en la actividad GR a tiempos cortos de
exposicion. El hecho de que este incremento en los niveles de ROS causado por el
complejo [Au(L2b)PPhs] (3b) se mantenga a las 24h a pesar del considerable aumento
de la actividad GR podria ser explicado, a su vez, por la doble inhibicion COX-2/TrxR. De
acuerdo con esta hipdtesis, la GR no podria compensar el desequilibrio redox causado
por la inhibicidn conjunta de ambas enzimas.
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Figura 70. Medida de los niveles de ROS en células Caco-2 tras 1, 3 y 24h de incubacién con 3b
y 4c (ICsp). *p<0,05 vs control negativo.

Finalmente, se estudid el tipo de muerte producida por ambos compuestos tras 24h
de incubacidn. En lo que respecta al complejo [Au(L2b)PPhs] (3b), al ser administrado al
cultivo de células Caco-2 indujo un aumento de 5,9 veces en la poblacidn de células en
apoptosis tardia. Se observd asimismo un incremento en el niumero de células en
apoptosis temprana, si bien no resulté significativo respecto al control negativo (Figura
71A). El tratamiento con el derivado metdlico también produjo un aumento en la
activacion de la caspasa ejecutora 3, lo que sugiere que se induce apoptosis dependiente
de caspasas. Por otra parte, al no encontrarse cambios en la poblacion necrética, se
descartd que el complejo indujese necrosis (Figura 71B). En este caso, no se estudio en
profundidad la via segun la cual se llevaba a cabo la apoptosis, aunque si se analizd la
integridad mitocondrial como estudio preliminar. Se encontrdé un aumento en el nimero
de células cuyo Ay habia disminuido (Figura 71C), lo que podria considerarse como
indicativo de que se ha activado la via intrinseca en respuesta al tratamiento’#% No
obstante, este dato no excluye la posibilidad de que el tratamiento haya inducido la via
extrinseca de la apoptosis y esto haya tenido como consecuenia la despolarizacion de la
mitocondria®® (ver apartado 1.2; Figura 7). El Ultimo marcador de dafio celular que se
estudio fue la progresién en el ciclo celular. El tratamiento con 3b causé un aumento en
la poblacion celular en la fase G1 del ciclo celular concomitante con un descenso en el
numero de células en la fase G; (Figura 71D). Segun se ha desarrollado anteriormente,
la apoptosis y la progresion en el ciclo poseen una estrecha conexién, puesto que al
existir dafios considerables en el ADN se bloquea el ciclo celular en los puntos de control
y se inicia la apoptosis®?. En este caso, el cese en el ciclo se produce en el primero de
los puntos de control, por lo que los dafos causados al ADN podrian ser minimos, lo que
es de interés ya que podria implicar una baja toxicidad sobre los tejidos sanos®*. Los
datos obtenidos hasta el momento sugieren que 3b es capaz de inducir la muerte de las
células Caco-2 por apoptosis tras 24h de incubacion.
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Figura 71. Analisis del tipo de muerte celular inducido por el complejo [Au(L2b)PPhs] (3b) (I1Cso)
tras 24h de tratamiento sobre la linea Caco-2. A) Porcentaje de células vivas, en apoptosis tardia
y en apoptosis temprana. *p<0,05 vs control negativo. B) Porcentaje de células con caspasa 3
activada. *p<0,05 vs control negativo. C) Analisis de la integridad del potencial de membrana
mitocondrial en términos de pérdida de fluorescencia. Los porcentajes de cada tipo de poblacion
celular (con el potencial alterado o sin alterar) se indican en cada recuadro. D) Anélisis del ciclo
celular; los porcentajes de células en cada fase del ciclo se indican en el histograma.

Por otro lado, para analizar el tipo de muerte inducida por el complejo [Au(L2c)PTA]
(4c), fue necesario incrementar el tiempo de exposicién de 24 a 48h, puesto que hasta
ese momento no se observaba un aumento significativo (p<0,05) en el nimero de
células en apoptosis tardia, que daba lugar a su vez a un descenso en la poblacién de
células vivas (Figura 72A). Esta diferencia podria guardar relacion con los datos
previamente mostrados en la Figura 70, ya que 3c necesita un tiempo de incubacién
menor que 4c para causar una ruptura del equilibrio redox, lo que podria estar a su vez
relacionado con su capacidad de inducir apoptosis debido al papel clave que suele tener
una produccion excesiva de ROS en la muerte de las células tumorales®. De acuerdo con
esta hipotesis, el efecto prooxidante de los complejos estaria directamente relacionado
con su capacidad de causar la muerte a la célula tumoral.

No obstante, en el apartado 1.2 se ha mencionado que la activacién de la autofagia
como mecanismo de supervivencia puede ser la responsable de la falta de eficacia de la
quimioterapia®?®’. Siendo el complejo 4c, al igual que 3b, un compuesto capaz de
interaccionar con varias dianas (multitarget), resulta una hipdtesis poco plausible que
el hecho de necesitar dos horas mas para causar un aumento significativo en los niveles
de ROS fuese el Unico responsable de que fuesen necesarias 24h mas de incubacion con
4c para inducirse la apoptosis. Es decir, los datos obtenidos hasta el momento parecen
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sugerir que existe algin mecanismo que bloquea la apoptosis durante las primeras 24h
de incubaciodn.

Por ello, se decidio analizar la viabilidad del cultivo tras 24h de incubacién con el
complejo 4c en presencia del inhibidor de autofagia cloroquina (CQ). Se encontré un
descenso significativo (p<0,05) de la viabilidad celular en comparacién con las células
gue no fueron pre-tratadas con CQ (Figura 72B). Estos datos sugieren que el tratamiento
con 4c tiene como consecuencia la puesta en marcha de la autofagia como mecanismo
de supervivencia, por lo que en caso de ser utilizado en la practica clinica podria
beneficiarse de ser incluido en un cdctel de fdrmacos que incluyese a un bloqueante de
esta ruta metabdlica®°. Los datos obtenidos sugieren que, por el contrario, el
complejo 3b no se enfrenta a este problema, puesto que a las 24h se encuentra una
activacion considerable de la apoptosis. Retomando los datos relativos al coeficiente de
reparto de los complejos (Tabla 14), la mayor tendencia lipdfila de este compuesto
podria estar tras este fendmeno. Se ha descrito que los complejos preeminentemente
lipdfilos tienen una alta tendencia a acumularse en el interior del lisosoma y causar
deficiencias en su funcionamiento, lo que deriva en una autofagia incompleta y en la
muerte de la célula. Si bien estos farmacos lisosomotrdpicos suelen poseer coeficientes
de reparto con un valor superior a 2°°2, no puede descartarse que 3b presente una
tendencia a acumularse en este organulo y a alterar su funcién normal en cierto grado,
ya que esto podria explicar por qué no se observa un impedimento a la induccion de
apoptosis tras 24h de incubacion.

A 120 B 120

100 r,- 1T 1 i

W Alive

* m Early apoptoss

% cells

- M Late apoptoss

% cell vibility
o
:

40

Negative  [Au(L2¢) Megative  [Au(Lzc) =
control PTA] (4c) control PTA] (4c)

Figura 72. Estudio de la induccién de muerte celular causada por complejo [Au(L2c)PTA] (4c)
(ICs0). A) Porcentaje de células vivas, en apoptosis tardia y en apoptosis temprana tras 24 y 48h.
*p<0,05 vs control negativo. B) Determinacion de la viabilidad celular tras 24h de incubacién en
presencia o no de CQ (10 uM, 1h). *p<0,05 vs control negativo. #p<0,05 vs ausencia de CQ.

En conclusién, se ha observado que el uso de ligandos que ya tienen una cierta
actividad anticancerigena por si solos, en este caso, la unidad 3-hidroxiflavona, puede
contribuir considerablemente al efecto bioldgico de los complejos de oro(l). El uso de
este ligando podria ser el responsable del potencial multitarget observado, dado que
parece favorecer la interaccion del complejo de oro(l) con la enzima ciclooxigenasa, una
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diana poco habitual para esta clase de derivados metalicos. De la misma forma, puede
influir sobre la interaccién con la enzima redox glutation reductasa, otra proteina por la
que esta clase de derivados metalicos no suele sentir afinidad. Los complejos estudiados
en este trabajo causan una ruptura del equilibrio redox que puede influir sobre la
induccion de la muerte de la célula tumoral, ya que el centro metdlico es capaz,
asimismo, de interferir con la acciéon normal de la enzima tiorredoxina reductasa. Por
otra parte, la eleccion del segundo ligando también ha resultado ser de gran
importancia, puesto que la coordinacion de la fosfina PPhs conduce a un ligero aumento
del caracter lipdfilo del complejo resultante en comparacién con el derivado con la
fosfina hidrosoluble PTA, lo que parece ser una ventaja, ya que podria ser el responsable
de la ausencia de activacion de autofagia. En cualquier caso, los dos complejos
estudiados en detalle resultan de interés como nuevos farmacos para quimioterapia y
podrian tener un gran potencial en la practica clinica.

Por un lado, el complejo [Au(L2b)PPhs] (3b) actua a través de la inhibicién de la
enzima redox tiorredoxina reductasay la isoforma 2 de la enzima ciclooxigenasa. Al estar
ambas sobreexpresadas, por lo general, en los tumores colorrectales, este derivado se
postula como una interesante alternativa a las actuales terapias frente a esta clase de
cancer. No obstante, los datos obtenidos sugieren que podria ser menos eficaz en
tumores que no expresan COX-2, como es el caso de algunos adenocarcinomas de
mama. Por tanto, este caso muestra una vez mds la importancia de combinar
investigacion bdsica y medicina personalizada para dar con el farmaco mas apropiado
para un tumor concreto. Por otro lado, parece que a largo plazo no afecta la actividad
de COX-1, por lo que sus efectos secundarios a nivel gastrointestinal podrian ser
minimos. Su mecanismo de accién se muestra de manera esquematica en la Figura 73A.

Por otro lado, el complejo [Au(L2c)PTA] (4c) inhibe tanto a las enzimas redox
tiorredoxina reductasa como glutatidon reductasa, asi como a la isoforma 1 de la
ciclooxigenasa. Respecto a esta ultima diana, el uso terapéutico de este derivado podria
implicar ciertos efectos secundarios debido a la relevancia de COX-1 en el
mantenimiento de la mucosa gastrointestinal; no obstante, esto también le hace capaz
de hacer frente a tumores que no expresan COX-2 y que tienen una mayor dependencia
de laisoforma 1. En cuanto a su efecto sobre la actividad de la glutatién reductasa, esta
es una de las pocas evidencias acerca de que los derivados de oro(l) pueden ser
inhibidores no selectivos de las proteinas, y ademas una doble inhibiciéon TrxR-GR podria
resultar mas eficaz frente a tumores recurrentes. En la Figura 73B se muestra una
representacion esquematica de su mecanismo de accion.
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Figura 73. Mecanismo de accién de los complejos [Au(L2b)PPhs] (3b) (A) y [Au(L2c)PTA] (4c) (B)
sobre células Caco-2.

——

219

'



CAPITULO 3.1: Alquinil complejos de oro(l) derivados de 3-hidroxiflavonas. Carbeno complejos

3.2. CARBENO COMPLEJOS

Los ligandos carbeno N-heterociclicos son especies neutras con un carbono situado
entre dos dtomos de nitrégeno, con un par de electrones libres capaces de coordinarse
a una gran diversidad de metales. En su estado fundamental, el carbeno N-heterociclico
tiene una hibridacion sp? y un orbital p-vacio. Esta estructura es estabilizada mediante
la retirada de densidad electrénica por los atomos de nitrégeno y la retrodonacion de
estos mismos al orbital p-vacio del &tomo de carbono adyacente (Figura 74a). De esta
forma, se comportan como ligandos fuertemente dadores, por lo que a menudo se les
ha comparado con las fosfinas®*%4, aunque generalmente dan lugar a compuestos mas
estables en el medio fisiolégico y resistentes frente al calor, estreses mecanicos y
compuestos reductores y/o de cardcter nucleofilico®>®®. Las moléculas resultantes
presentan por lo general caracter lipéfilo, por lo que su acumulacidn en la mitocondria
se postula como uno de sus principales mecanismos de accién®’. No obstante, se han
descrito ademads otras vias a través de las cuales los compuestos de oro(l) coordinados
con carbenos inducen la muerte a las células tumorales, entre las que destaca la
inhibicién de la tiorredoxina reductasa®®®. Otra ventaja que poseen estos ligandos es
gue resulta relativamente sencillo funcionalizarlos a través de los &tomos de nitrégeno,
para incrementar su efecto bioldgico. Se ha documentado un amplio nimero de
complejos metdlicos con ligandos de este tipo cuyas propiedades bioldgicas son de gran
interés, entre los que destacan los complejos de oro?>100-106,

En este apartado se ha incluido una familia de carbeno complejos derivados de la 3-
hidroxiflavona, similares a los complejos descritos en el apartado 3.1. En lugar de las
fosfinas PPhs y PTA, se han utilizado dos ligandos carbeno N-heterociclicos: 1,3-
dimetilimidazol-2-ilideno (abreviado como IMe) (Figura 74b) y 1,3-bis(2,6-di-i-
propilfenil)imidazol-2-ilideno (abreviado como IPr) (Figura 74c), cuya principal
diferencia reside en el tamafio y requerimiento espacial del segundo.

ﬂ =\
f% =\ e
IPr

Figura 74. Ligandos carbeno N-heterociclicos empleados.

Los complejos de oro estudiados en este apartado se sintetizaron a partir de los
mismos derivados alquino HL2a-d, (a: R=H, b: R=Br, c: R =Cl y d: R = OMe) mostrados
en el apartado anterior. La desprotonacién de los mismos y posterior reaccidon con
[AuCl(IMe)] o [AuCI(IPr)] condujo a los nuevos alquinil carbeno complejos 5a-d y 6a-d
(Esquema 2).
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R =H, Br, Cl, OMe
HL-2a-d

R =H, Br, Cl, OMe, 6a-d
i) KOH/EtOH + [AuClI(IMe)]; ii) KOH/EtOH + [AuCI(IPr)]

Esquema 2. Sintesis de los alquinil carbeno complejos de oro(l) derivados de las 3-
hidroxiflavonas.

Se procedid, igual que en el apartado anterior, a determinar la citotoxicidad de los
complejos sobre la linea Caco-2 tras 72h de exposicién (Tabla 15). Sin embargo, los
valores de ICsp obtenidos resultaron inesperadamente altos en comparacion con sus
homologos coordinados con el ligando fosfina (Tabla 12).

Pasando a un analisis mas pormenorizado de los resultados obtenidos, el efecto
antiproliferativo de la serie 5a-d con el ligando 1,3-dimetilimidazol-2-ilideno (IMe) es
aproximadamente el doble que el de sus homdélogos de la serie 6a-d con 1,3-bis(2,6-di-
i-propilfenil)imidazol-2-ilideno (IPr), con la notable excepcién de los complejos
[Au(L2a)(IMe)] (5a) y [Au(L2a)(IPr)] (6a); en este caso, se da una inversidon en la
tendencia observada hasta el momento y el complejo con el carbeno IPr (6a) resulta ser
mucho mas activo que el complejo con IMe (5a). De igual manera, resulta llamativo que
el complejo de partida [AuCl(IMe)] (5) carezca de efecto antiproliferativo. Este hecho
podria explicarse por una posible menor estabilidad del mismo en el medio fisiolégico,
teniendo en cuenta que el ligando cloruro se puede desplazar facilmente y el escaso
tamafio de los sustituyentes del atomo de N en el carbeno IMe facilitaria su
descomposicion en dicho medio, afectando negativamente a sus propiedades
bioldgicas.
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Tabla 15. Valores de ICs (LM) obtenidos para los carbeno complejos de oro(l) con ligandos
flavona, asi como de cisplatino y auranofin como controles positivos, obtenidos tras 72h de
incubacién en células Caco-2. Los resultados se expresan como media * desviacidén estandar.

Complejo IC50 (uM)
[AucCI(IMe)] (5) >100

[Au(L2a)(IMe)] (5a) 43,34 £5,06
[Au(L2b) (IMe)] (5b) 23,01+2,42
[Au(L2c) (IMe)] (5¢) 15,05 + 3,04
[Au(L2d) (IMe)] (5d) 16,33 +£1,04

[AuCI(IPr)] (6) 9,09 £ 3,22
[Au(L2a)(IPr)] (6a) 16,34 £2,04
[Au(L2b) (IPr)] (6b) 53,85+ 22,72
[Au(L2c) (IPr)] (6¢) 46,15 £ 22,54

[Au(L2d) (IPr)] (6d)

48,22 + 14,56

Cisplatin

37,24 £5,15

Auranofin

1,80+0,10

Con la serie 6a-d con el ligando IPr, no obstante, se observa el efecto contrario. El
complejo de partida [AuCI(IPr)] (6) si muestra un cierto efecto antiproliferativo por si
solo, si bien posee un valor de ICso alto en comparacién con los derivados anteriormente
descritos en la presente tesis doctoral. Curiosamente, la coordinaciéon del ligando
alquino derivado de la 3-hidroxiflavona al centro metalico disminuye el efecto bioldgico
entre 5 y 6 veces; la Unica excepcién es el complejo [Au(L2a)(IPr)] (6a), cuyo ICso es
aproximadamente la mitad que el del precursor 6. En algunos casos, se ha observado
qgue complejos de cardcter lipdfilo pueden tener problemas de biodisponibilidad debido
a su baja solubilidad en el medio de cultivo y, por ende, en el medio fisioldgico'®”:1%8, Por
lo tanto, se evalud el caracter lipofilico de los complejos mediante el estudio del
coeficiente de reparto agua-octanol, en términos de LogP, para esta serie de derivados
(Tabla 14).
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Tabla 16. Valor del coeficiente de reparto (LogP) de los complejos de oro(l) derivados de 3-
hidroxiflavonas coordinados con ligandos de tipo carbeno, asi como de cisplatino y auranofin.

Complejo LogP
[Au(L2a)(IMe)] (5a) 0,34
[Au(L2b)(IMe)] (5b) 1,32
[Au(L2c)(IMe)] (5¢c) 1,96
[Au(L2d)(IMe)] (5d) 0,22

[Au(L2a)(IPr)] (6a) 0,42
[Au(L2b)(IPr)] (6b) 1,47
[Au(L2c)(IPr)] (6¢) 1,11
[Au(L2d)(IPr)] (6d) 3,40
[Au(L2a)(IMe)] (5a) 2,90
[Au(L2b)(IMe)] (5b) 1,13

Cisplatin -0,53

Auranofin -2,53

Mientras que los complejos 6b-d tienen un caracter marcadamente lipdfilo,
[Au(L2a)(IPr)] (6a) destaca por presentar una naturaleza dual hidréfila-lipéfila, siendo su
valor del coeficiente de reparto comparable al de los derivados discutidos en el apartado
anterior (Tabla 14). Esta discrepancia con el resto de compuestos de su serie podria
explicar por qué su ICso es mas bajo que el de los otros, ya que presumiblemente seria
mas soluble en el medio fisioldgico y su efecto bioldgico se veria favorecido. Sin
embargo, su efecto antiproliferativo sigue siendo reducido en comparacién con el de
otros derivados analizados en la presente Tesis Doctoral y que muestran valores de su
coeficiente de reparto en el mismo rango. Esto podria indicar que, aunque 6a vea
favorecida su entrada en la célula podria tener problemas a la hora de interaccionar con
su diana terapéutica.

Por otra parte, el reducido efecto de los complejos [Au(L2b)(IMe)](5b) vy
[Au(L2c)(IMe)] (5¢) no puede explicarse por completo con los datos mostrados en la
Tabla 16, dado que, aunque poseen coeficientes de reparto con un valor superiora 1y
son considerados lipéfilos, este valor no es tan diferente del obtenido para los complejos
[Au(L2c)PPhs3] (3c) y [Au(L2d)PPhs3] (3d) en el apartado anterior (1,17 y 1,20
respectivamente; Tabla 14), los cuales poseen un ICspde en torno a 5 uM (Tabla 12). Es
decir, en el caso de la serie 5a-d no puede achacarse su escaso efecto antiproliferativo
al caracter lipdfilo. Schmidt et al. observaron que la biodisponibilidad de una serie de
carbeno complejos de oro(l) se vio comprometida por la presencia de proteinas del
suero en el medio de cultivo, que inducian cambios estructurales en los derivados que
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afectaban negativamente a su efecto biolégicol®. Si bien la administracién de nuestros
complejos se realizé en medio libre de suero fetal bovino para evitar esta clase de
alteraciones, no puede descartarse que los derivados reaccionen con alguno de los
componentes restantes del medio de cultivo y se den modificaciones en su estructura.

Dados los atipicos resultados obtenidos hasta el momento, se optd por no continuar
con el estudio de ambas series de complejos como potenciales agentes
guimioterapéuticos, ya que un hipotético futuro uso en este campo parecia poco
probable. No obstante, antes de descartar por completo su empleo en la practica clinica,
se planted la posibilidad de que resultasen de utilidad frente a otras patologias. Esta
decisién fue motivada por la filosofia del drug repurposing, de la que el auranofin ha
sido uno de los mejores exponentes. Segun se ha adelantado en apartados previos de la
presente memoria, el drug repurposing o reutilizacion de farmacos consiste en dar un
nuevo uso terapéutico a compuestos que, tradicionalmente, se habian utilizado para
tratar una patologia en concreto!'?. Si bien el ejemplo mas ilustrativo de drug
repurposing en el caso concreto del auranofin es su paso de farmaco para la artritis
reumatoide a quimioterapéutico, no es el Unico. Se ha observado también que este
farmaco podria ser de utilidad en el tratamiento de algunas enfermedades
neurodegenerativas debido a su efecto antiinflamatorio, una similitud que comparte
con su papel como farmaco para la artritis reumatoide!!3'4, Pero donde mayor interés
ha despertado este complejo, al margen de en oncologia, es en el campo de la
microbiologia.

El auranofin ha resultado ser un poderoso aliado en la lucha contra el SIDA, puesto
que se ha observado que el tratamiento con este farmaco puede reducir los reservorios
del VIH en el organismo. Esta accidn estd mediada por su efecto pro-oxidante. Las células
T CD4*, que sirven de refugio al virus, se caracterizan por poseer un sistema de defensa
antioxidante débil, lo que las hace especialmente vulnerables a la muerte inducida por
el estrés oxidativol'>!'6, También es de gran relevancia su potencial frente a las
infecciones parasiticas, entre las que destacan enfermedades como la giardiosis o la
malaria. En ambos casos, se cree que la capacidad de este derivado de inhibir a la
tiorredoxina reductasa podria estar detrds de su eficacia terapéutica. En lo que respecta
la infeccién por Giardia y a otras enfermedades causadas por parasitos intestinales, se
ha observado que el tratamiento con auranofin induce un bloqueo de la TrxR (o de la
proteina tiorredoxina-glutation reductasa que poseen algunos parasitos) y que su uso
clinico a tiempos cortos es seguro’'°, En cuanto a su potencial empleo como
antimalarico, este efecto también parece estar mediado por su capacidad de alterar el
equilibrio redox. En este caso, el auranofin inhibe a la tiorredoxina reductasa del
plasmodio causante de la enfermedad, que es altamente sensible al estrés oxidativo
114120 Finalmente, es pertinente para el propdsito del capitulo actual detallar el
potencial uso como antibacteriano de este compuesto, ya que existen numerosas
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evidencias acerca de su capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano, asi como de
algunos de sus analogost?1123,

Ya en el apartado 1.5, se adelantaban las propiedades bacteriostaticas del complejo
de oro(lll) K[Au(CN),]*®1%4, Afios mas tarde, se haria extensible este efecto a otros
complejos de oro, al descubrirse la capacidad del auranofin de inhibir a la tiorredoxina
reductasa bacteriana, encontrandose diversos ejemplos de derivados de este metal con
actividad bactericida'®13%, De forma similar a lo que ocurre en células animales, el
sistema tiorredoxina estd implicado en el mantenimiento de la homeostasis redox,
aunque la dependencia de la bacteria a este sistema es variable. Algunas bacterias Gram
positivas, entre las que destacan patégenos humanos como Helicobacter pylori o
Mycobacter tuberculosis, solamente cuentan con el sistema TrxR como mecanismo de
defensa antioxidante, de modo que son altamente sensibles a su inhibicién?3'. Se cree
gue esta es la principal razén por la cual el auranofin y otros complejos de oro han
mostrado un interesante efecto antibacteriano in vitro frente a bacterias Gram
positivas!32134, Por su parte, las bacterias Gram negativas cuentan con otros sistemas
de defensa antioxidante, como el sistema glutation o la enzima catalasa, lo que las hace,
en general, menos sensibles a la accion de los inhibidores de la TrxR, y por extension a
los complejos de oro'3!. No obstante, se han descrito casos en los que un complejo de
oro muestra efecto bactericida sobre bacterias Gram negativas. En estos casos, los
compuestos no interaccionan preferentemente con la TrxR sino que poseen otras
dianas, como el glutation?’. Por otra parte, los complejos de oro parecen tener mas
dificultades a la hora de entrar en las bacterias Gram negativas que en las Gram positivas
debido a la presencia de la pared celular en las primeras. En este sentido, se ha
observado que la administracién conjunta de auranofin y un agente permeabilizador de
la pared celular potencia el efecto antibacteriano del complejo de oro'?3. Por
consiguiente, los complejos de oro son de gran interés en microbiologia y la eleccién de
los ligandos podria condicionar su efecto antibacteriano, permitiendo disefiar asi nuevos
antibidticos de amplio espectro.

En el marco de una estancia de investigacion en el Instituto Politécnico de Viana do
Castelo, Portugal, se midié la actividad antibacteriana de las series 5a-b y 6a-b sobre un
panel de bacterias Gram positivas y Gram negativas que se recoge en la Tabla 17. Las
bacterias fueron escogidas por tratarse de patégenos o comensales humanos.
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Tabla 17. Seleccidn de bacterias patdgenas o comensales humanas para probar el efecto
antibacteriano de las series 5a-b y 6a-b.

Clasificacion Gram Cepa Serotipo Referencia ATCC
25922
Escherichia coli - 8739
13216 (NCTC)
Negativo Pseudomonas i 97853
aeruginosa
serovar Enteritidis 25928
Salmonella enterica Se'rova‘r 14028
Typhimurium
EnterocoF:cus ) 29212
faecalis
Listeria serovar 4b 13932
. monocytogenes
SR Staphylococcus
L - 14990
epidermidis
Staphylococcus i 2593
aureus 13565

Se optd por realizar un ensayo de difusidn en disco, utilizando DMSO como control
negativo y fenol como control positivo. Las bacterias fueron incubadas durante 24h con
los discos impregnados en los compuestos y se midid el halo de inhibicion resultante.
Tres de los compuestos ensayados ([Au(L2a)(IMe)] (5a), [Au(L2c) (IMe)] (5¢) y[Au(L2d)
(IPr)] (6d) no fueron capaces de inhibir el crecimiento de ninguna de las cepas
estudiadas. De igual manera, no se pudo ensayar el complejo [Au(L2a)(IPr)] (6a) por
perderse la muestra durante el desplazamiento. Los resultados obtenidos para el resto
de complejos se muestran en la Tabla 18.

Los complejos [Au(L2d)(IMe)] (5d) y [Au(L2c)(IPr)] (6c) siguen el comportamiento mas
tipico de los complejos de oro con efecto antibacteriano, esto es, solamente son capaces
de inhibir el crecimiento de las bacterias Gram positivas. Esto permite suponer que su
diana molecular serd la tiorredoxina reductasa. El complejo [Au(L2b)(IPr)] (6b) también
es capaz de alterar el crecimiento de las Gram positivas, pero se diferencia de los dos
anteriores en que es capaz, ademas, de impedir moderadamente el crecimiento de dos
de las cepas de E. coli ensayadas, siendo este efecto 2,5 veces menor que el del control
positivo. Estos datos sugieren que el complejo 6b podria sentir una cierta afinidad por
una diana molecular diferente a la TrxR.
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Tabla 18. Evaluacién preliminar de la actividad antibacteriana de los compuestos [Au(L2b)(IMe)]
(5b), [Au(L2d)(IMe)] (5d), [Au(L2b)(IPr)] (6b) y [Au(L2c)(IPr)] (6c) (5 ug) tras 24h de incubacidn.
Se usa fenol (5,35 mg) como control positivo. ?Diametro de la zona de inhibicién, incluyendo el

diametro del disco (6 mm). -: ausencia de halo de inhibicion.

Zona de inhibicion (mm)a
Cepa [Au(L2b)(IMe)] | [Au(L2d)(IMe)] | [Au(L2b)(IPr)] | [Au(L2c)(IPr)] Fenol
(5b) (5d) (6b) 6C
E. coli 25922 9,04 +2,17 - - - 23,39+ 1,26
E. coli 8739 11,10+ 0,08 - 8,97 +0,49 - 22,71 +1,37
E. coli 13216 10,95 + 0,64 - 8,10+ 0,60 - 20,70 + 2,97
P. aeruginosa - - - - 30,48 £+ 1,45
S. enterica
25928 8,90+ 1,56 - - - 19,20+ 0,42
S. enterica
14028 9,39+1,26 - - - 27,79+ 1,11
E. faecalis 12,50 + 1,41 9,47 +1,67 12,1+0,99 | 10,25+1,41 | 13,5+2,12
L 18,50+ 1,41 | 14,25+1,06 | 17,17+0,24 | 15,33+0,47 | 16,58 + 0,12
monocytogenes
S. epidermidis 25,05+ 1,48 17,23 +0,87 20,95+0,91 | 18,06 +2,04 | 22,67 +4,49
S. aureus 2593 13,76 £ 0,54 9,70 + 0,02 12,79+1,11 | 10,49+1,13 | 12,05+0,73
S. aureus 13565 | 16,58 +1,63 11,86 +0,20 14,03+0,17 | 12,19+0,88 | 17,25+ 3,38

Mds interesante es el caso de su homologo [Au(L2b)(IMe)] (5b), el inico compuesto
capaz de alterar de forma moderada el crecimiento de todas las bacterias ensayadas,
con la notable excepcién de la Pseudomonas aeruginosa que no responde al
tratamiento. La ausencia de efecto sobre P. aeruginosa era, sin embargo, esperable. Al
margen del hecho de que se trate de una bacteria Gram negativa, sobre las que los
complejos de oro suelen tener una menor actividad por poseer otros sistemas de
defensa antioxidante ademas del sistema tiorredoxina'3!, la Pseudomonas aeruginosa
es una bacteria especialmente resistente a los antibidticos, destacando entre sus
multiples mecanismos de resistencia su capacidad de formar biofilms'3>. Si bien en
nuestro caso concreto no se ha conseguido inhibir el crecimiento de esta bacteria,
existen algunos estudios con mayor éxito que demuestran que si es posible atacarla con
complejos de oro. La eleccidn de los ligandos podria ser clave en el disefio de derivados
de oro(l) que afecten especificamente a la P. aeruginosa, ya que coordinar el centro
metalico con ligandos de tipo sulfonamidas, agentes bacteriostaticos de amplio
espectro’3®, dio lugar a complejos metélicos capaces incluso de inhibir el biofilm
formado por dichas bacterias'?®’. Volviendo a nuestros compuestos, las flavonas parecen
tener una escasa capacidad de inhibir el crecimiento de la Pseudomonas aeruginosa y/o
su capacidad de formar biofilms!32. En consecuencia, el disefio de las series 5a-d y 6a-d
no parece ser el mas indicado para causar efecto antibacteriano sobre esta bacteria en
concreto.
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Dejando a un lado la ausencia de efecto de 5b sobre la P. aeruginosa, el hecho de que
sea capaz de inhibir el crecimiento de Gram positivas y negativas, y su accion bioldgica
sea mayor que la de su andlogo [Au(L2b)(IPr)] (6b), parece indicar que el ligando carbeno
tiene un gran peso en su accidon antimicrobiana. Un caso similar a este fue descrito por
Roymahapatra et al**°. Los autores sintetizaron una serie de complejos biscarbeno de
oro(l) a partir de 2,6-bis-[1-metilimidazol-2il]pirazina, de entre los cuales destacaron dos
por su potencial antibacteriano sobre Gram positivas y Gram negativas. En el caso de las
Gram negativas se observd que los complejos causaban dafios en la pared celular que
aumentaban su permeabilidad, lo que consideraron la principal razén de su toxicidad. El
efecto antibacteriano de estos complejos puede estar mediado en parte por la pirazina,
puesto que su efecto antimicrobiano ha sido bien documentado®*®'1, En este sentido,
podria establecerse un paralelismo entre las propiedades antibacterianas mostradas por
los derivados de pirazina y los derivados de 3-hidroxiflavonas analizados en el presente
estudio, dado que las flavonas también son capaces de inhibir el crecimiento bacteriano
de cepas Gram positivas y Gram negativas'#%143, E| efecto antibacteriano de las flavonas
parece estar mediado por su caracter lipofilo, que les permite alterar la permeabilidad
de la membrana bacteriana y, por lo tanto, inhibir su crecimiento*3. De acuerdo con
estos datos, es razonable suponer que el ligando derivado de la 3-hidroxiflavona actue,
hasta cierto punto, como un agente permeabilizador de la membrana!?3. Dado que el
uso de auranofin y otros derivados de oro(l) junto con esta clase de compuestos
contribuye a aumentar el efecto antimicrobiano de los complejos de oro, puede
suponerse que el efecto del complejo 5b en las bacterias Gram negativas esta mediado,
al menos en parte, por su ligando derivado de la 3-hidroxiflavona. La presencia del grupo
hidroxilo en posicién C3 contribuye, ademas, a aumentar el efecto sobre las bacterias
Gram negativas'*?~*4, De acuerdo con estos datos, es posible que la presencia del
ligando 3-hidroxiflavona sea clave para la accién antibacteriana de 5b, ya que podria
contribuir a alterar la permeabilidad de la pared celular y aumentar asi el efecto del
centro metalico sobre la enzima redox tiorredoxina reductasa.

Por otra parte, no puede descartarse que el complejo 5b, y en menor medida el 6b,
sea capaz de interaccionar con otra diana molecular al margen de la tiorredoxina
reductasa. Esta hipotética diana molecular alternativa seria clave para el
funcionamiento de las Gram negativas, de modo que su bloqueo conllevaria la inhibicién
de su crecimiento. Los datos previos obtenidos acerca de la accién multitarget de
complejos de oro(l) derivados de 3-hidroxiflavonas nos animaron a plantearnos la
posibilidad de que esta serie de complejos pudiesen mostrar un comportamiento
similar. Por ello, se realizé una blsqueda de esta potencial diana alternativa y se escogid
a la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) como candidata.

La DHFR estd implicada en la sintesis de novo de nucleédtidos de purina y timidina, lo
gue la situa en un puesto privilegiado para el desarrollo de nuevos antibidticos dada su
relevancia para el desarrollo bacteriano!*. De entre las distintas moléculas capaces de
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inhibir la accion de esta enzima, destacan los estudios realizados por Galassi et al.}4®
relativos a la capacidad de una serie de complejos de oro(l) de inhibir a la DHFR de E.
coli in vitro. En un trabajo posterior, los investigadores concluyeron que los complejos
de oro(l) podrian ser capaces de inhibir a aquellas enzimas no selenoproteinas
estableciendo interacciones no covalentes con su centro activo*’. Tomando en
consideracion esta hipotesis y nuestros datos acerca del comportamiento multitarget
de la serie de alquinil complejos de oro(l) derivados de 3-hidroxiflavonas, podemos
asumir que la eleccién del ligando tiene un papel clave a la hora de dirigir a los
compuestos de oro hacia las proteinas por las que en condiciones normales no siente
atraccion, favoreciendo asi la formacidon de interacciones no covalentes con su centro
activo. No obstante, son necesarios estudios posteriores para confirmar o desmentir
esta hipdtesis.

En definitiva, los datos obtenidos hasta el momento son una evidencia mas acerca
del potencial de los complejos de oro(l) como potenciales antibacterianos. Una vez mas,
se demuestra que la eleccién de los ligandos de coordinacién es clave para el efecto
bioldgico de los derivados, siendo el ejemplo mds destacado el diferente efecto de los
complejos [Au(L2b)(IMe)] (5b) y [Au(L2b)(IPr)] (6b) frente a bacterias Gram negativas.
Por otra parte, ha quedado patente la importancia de la reutilizacion de farmacos para
dar una segunda oportunidad a aquellos compuestos que inicialmente se consideran
inatiles o poco eficaces frente a un trastorno concreto, pero que pueden ser de gran
ayuda para frenar el avance de otra.
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Aunque, hasta el momento, la presente memoria se ha centrado en el prometedor
uso del oro con fines quimioterapéuticos, debido a las exhaustivas investigaciones de
las que ha sido objeto durante la Gltima década, lo cierto es que desde el descubrimiento
de las propiedades antitumorales del cisplatino han sido varios los metales que han sido
estudiados para sintetizar alternativas seguras y eficaces. Existe una amplia gama de
opciones a las que recurrir: rutenio, cobre, cobalto, niquel, zinc o paladio son algunas de
las opciones mas comunes®™. Y la lista se amplia a cada momento, puesto que, al no
haber encontrado todavia a ese sustituto definitivo del cisplatino, la busqueda continua.

Recientemente, se ha comenzado a prestar atencién al potencial antitumoral de la
plata. Aligual que ocurre con el oro, la plata ha tenido una fuerte presencia en la historia
de la medicina a lo largo de los afios. Este metal ha destacado especialmente por sus
propiedades antibacterianas, siendo uno de sus usos principales en pomadas destinadas
a la cicatrizacion de heridas para reducir el riesgo de infeccion. El nitrato de plata
(AgNO3) es el ejemplo mds conocido de complejo de plata que se ha usado en el
tratamiento de heridas y quemaduras solares®, junto con el complejo sulfadiazina de
plata (introducido en 1968’ como una de las sustancias mas efectivas contra las
quemaduras, gracias a sus propiedades bactericidas®). No obstante, las sales de plata,
forma en la que preferentemente se administraban, presentaban serias limitaciones por
su escasa estabilidad y sus efectos toxicos, en su mayoria de tipo dermatoldgico*°. Uno
de los principales problemas derivados del uso del nitrato de plata era la alta solubilidad
de estas sales en el plasma sanguineo, lo que causaba su disociacion y la formacién de
complejos insolubles. Por ello, dadas las interesantes propiedades medicinales de este
metal, durante los ultimos afios se ha priorizado el coordinar el centro metdlico a
ligandos que se unan a él con fuerza para evitar la disociacion, con lo que se reducirian
sus efectos secundarios manteniendo sus propiedades terapéuticas®. Al mismo tiempo
que se sintetizaban nuevos complejos de plata, el concepto de drug repositioning y la
necesidad de encontrar alternativas al cisplatino hizo que se comenzasen a investigar
las propiedades antitumorales de esta clase de derivados metadlicos. Se han encontrado
una serie de compuestos de interesante accién antitumoral frente a diversos modelos
cancerigenos, si bien estos estudios son en su mayoria muy preliminares y no se han
identificado con certeza sus principales dianas moleculares. En cualquier caso, se cree
gue la entrada de los iones Ag* al interior celular atravesando la membrana plasmatica
es un paso necesario para alterar la funcién normal de la célula tumoral y causar asi su
muerte. Es por ello que la eleccién de los ligandos de coordinacion para la sintesis de los
derivados de plata debe ser especialmente cuidadosa, ya que deben evitarse aquellos
que establezcan uniones demasiado fuertes con el centro metalico, puesto que podrian
impedir su liberacién y, por tanto, su efecto bioldgicol®. No obstante, segin se
mencionaba anteriormente, debe evitarse llegar al extremo contrario y recurrir a
ligandos que liberen demasiado rapido los iones Ag*, puesto que esto podria dar lugar a
efectos secundarios indeseables*19,
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Es por ello que, durante los ultimos afios, se ha sintetizado una amplia gama de
compuestos de plata(l) coordinados con diversos ligandos para mejorar sus propiedades
bioldgicas, especialmente las relacionadas con su potencial antitumoral. De entre todos
estos compuestos, destacan por ser los mas abundantes los compuestos de plata
coordinados con carbenos N-heterociclicos, ya que esta clase de ligandos establecen
uniones fuertes con el centro metalico, lo que da lugar a compuestos con una alta
estabilidad''™4, Otros ligandos que también se han utilizado para el disefio de nuevos
derivados de plata con propiedades farmacoldgicas incluyen ligandos de tipo acido
carboxilico?®, fosfinas!®?’, aminodacidos'®, N-donores'® y S-donores?°, asi como ligandos
mixtos, como por ejemplo N,0-?%, N,S-22 y P,0-donores®.

Dado que algunos complejos de plata son activos frente a lineas celulares que son
naturalmente resistentes al cisplatino, se ha podido descartar que compartan su
mecanismo de accién?*%°. Esta es la primera evidencia que sugiere que los derivados de
plata podrian ser de interés para el tratamiento de aquellos tumores que no responden
bien a la terapia con cisplatino, como ocurre con el cancer colorrectal, o bien con
aquellos que desarrollan resistencia a este farmaco, lo que pone de manifiesto la
necesidad de continuar con las investigaciones en este campo. Posteriores trabajos han
apuntado a la tiorredoxina reductasa?®, el ADN?”%8, |as topoisomerasas®® o la enzima
lipooxigenasa?® como potenciales dianas; también se ha observado que la
despolarizacién mitocondrial es una respuesta frecuente al tratamiento?®. No obstante,
debe tenerse en cuenta que la mayor parte de estos ensayos se realizaron con proteinas
recombinantes?>3°, De acuerdo con datos previamente obtenidos en nuestro grupo de
investigacidon3!, no debe concluirse que el efecto antitumoral de un derivado metalico
estd mediado por la inhibicion de una proteina concreta si estos estudios no se han
validado en un modelo celular, ya que los resultados obtenidos con proteinas
recombinantes no son extrapolables al medio intracelular. Este sistema puede ser
adecuado, no obstante, para realizar un screening primario en caso de que se busque
sintetizar un complejo que actie como inhibidor selectivo de una enzima especifica,
aungue los datos siempre deberan ser validados en un cultivo celular.

Hasta la fecha, los resultados mas prometedores acerca de la diana terapéutica de
los complejos de plata son los obtenidos por Chen et al.3?, dado que han sido obtenidos
en un modelo celular y no utilizando enzimas recombinantes, a diferencia de la mayoria
de las investigaciones llevadas a cabo hasta el momento. Los autores evaluaron el efecto
antitumoral de un complejo de plata con el ligando ditiocarbamato de etilo
[Ag(S2CN(CzHs)2)]6 sobre la linea celular NSCLC, un modelo de cancer de pulmén de
células no pequeiias, y observaron que se impedia la actividad del proteasoma mediante
el bloqueo de las deubiquitinasas proteasomales, postuldndose por consiguiente como
la principal diana potencial del mencionado complejo de plata. La incubacion con los
complejos causd, ademads, un incremento en los niveles de ROS y la muerte via
apoptosis32.
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Debido al interés creciente por las propiedades antitumorales de la plata, y los puntos
cruciales que quedan por resolver acerca de su mecanismo de accién, se decidié avanzar
respecto a los capitulos anteriores, centrados en el estudio del efecto anticancerigeno
de derivados de oro(l), para comparar no solo el efecto de los ligandos libres sobre las
propiedades bioldgicas de la molécula, sino también la influencia del propio centro
metalico. Asi, fueron sintetizados por miembros de nuestro grupo de investigacidén dos
nuevas series de complejos metalicos coordinados con dos ligandos amida derivados de
la 2-anilopiridina (L1 y L2 respectivamente; Esquema 3), obtenidos a partir de la reaccién
de la anilina con los cloruros de acilo correspondientes (RCOCI; R = 4-piridina, L1, 2-
tiofeno, L2). A partir de ambos ligandos se sintetizaron los correspondientes complejos
mononucleares de oro con PPhs [Au(L1)(PPh3)](TfO) (TfO = CFsSOs) (7a) y
[Au(L2)(PPh3)](TfO) (7b) y sus homologos de plata [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a) y
[Ag(TfO)(L2)(PPhs)] (8b), asi como los correspondientes complejos dinucleares de plata
[Ag2(TfO)2(L1)(PPhs)2] (9a) y [Ag2(TfO)2(L2)(PPhs);] (9b), ademds de los derivados
dinucleares de plata con dos unidades de ligando L1 o L2 [Ag(TfO)(L1)]. (10a) y
[Ag(TfO)(L2)]2 (10b) y los complejos mononuclares de plata con dos ligandos
[Ag(TfO)(L1)2] (11a) y [Ag(TfO)(L2)2] (11b) (Esquema 3).
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Esquema 3. Estructura de los derivados de oro(l) y plata(l) coordinados con ligandos derivados
de la 2-anilopiridina.

Para evaluar su potencial antitumoral, todos los complejos fueron incubados durante
72h en las lineas celulares Caco-2 (adenocarcinoma de colon) y MCF-7 (carcinoma de
mama), obteniéndose el valor de su ICsp que se recoge en la Tabla 19. Esta aproximacion
es similar a la llevada a cabo en el Capitulo 3, y tiene como objeto estudiar una posible
selectividad de los derivados en cuanto al tipo de tumor. Puede observarse que todos
los derivados poseen un mayor efecto antiproliferativo que el cisplatino sobre ambos
modelos tumorales, con la notable excepcién del complejo [Ag(TfO)(L1)]. (10a) en la
linea MCF-7, sobre la que parece carecer de efecto. El complejo de oro
[Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a), ademads, muestra valores de ICsp comparables a los del
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auranofin en ambas lineas, lo que sugiere que se trata de un derivado con un
prometedor potencial antitumoral. En general, los complejos de oro [Au(L1)(PPh3)](TfO)
(7a) y [Au(L2)(PPh3)](TfO) (7b) con los dos ligandos derivados de la 2-anilinopiridina
muestran un mayor efecto antiproliferativo que sus analogos de plata, con la notable
excepcion del complejo [Ag2(TfO)2(L1)(PPhs);] (9a), que posee un ICso en torno a 9 veces
mayor que 7a sobre la linea Caco-2. No obstante, durante la caracterizacién del mismo
se observd que, al disolverlo en dimetilsulfoxido, evolucionaba con el tiempo a una
mezcla de productos entre los que ademas de 9a se identificé la especie [Ag(PPhs),]TfO,
por lo que el efecto antitumoral de este compuesto de plata no se corresponderia con
el causado por una Unica especie. Por consiguiente, la opcién mas prudente fue apartar
a 9a de futuros ensayos.

Tabla 19. Valores de ICso (LM) obtenidos para los complejos de oro y plata, asi como para sus
ligandos y para cisplatino y auranofin como controles positivos, obtenidos tras 72h de
incubacién en células Caco-2 y MCF-7. Los resultados se expresan como media * desviacion

estandar.
ICs0 (kM)
Complejo

Caco-2 MCEF-7
L1 >100 17,45 + 8,16
[Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a) 2,23+0,21 0,46 £ 0,56
[Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a) 5,52+1,89 7,22 +£0,69
[Ag,(TfO)s(L1)(PPhs),] (9a) 0,25+ 0,10 4,10 + 0,44

[Ag(TfO)(L1)]; (10a) 7,50 + 3,14 >100
[Ag(TfO)(L1)] (11a) 10,22 +5,02 15,60+ 1,08
L2 48,54+ 13,32 12,48 £5,32
[Au(L2)(PPh3)](TfO) (7b) 3,75+£0,41 3,53+0,52
[Ag(TfO)(L2)(PPhs3)] (8b) 7,11+£0,92 6,71+£0,01
[Ag2(TfO)2(L2)(PPhs);] (9b) 14,41 +2,61 7,43+0,49
[Ag(TfO)(L2)].(10b) 1,32+0,47 2,65+0,32
[Ag(TfO)(L2).] (11b) 4,22 +2,00 0,90 £0,11
Cisplatino 37,24 £5,15 41,82 +0,07
Auranofin 1,80+0,10 0,77 £ 0,05
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Los datos recogidos en la Tabla 19 merecen un analisis en profundidad. En primer
lugar, resulta llamativo que el ligando con la unidad tiofeno, L2 (N-fenil-N-(piridin-2-
il)tiofeno-2-carboxamida), muestre un efecto antiproliferativo comparable al del
cisplatino en la linea Caco-2 y que sea incluso mayor en la linea MCF-7, sobre la que el
ligando con una unidad adicional de piridina, L1 (N-fenil-N-(piridin-2-il)isonicotinamida),
también tiene un efecto considerable. Es decir, el modelo de carcinoma de mama
utilizado parece ser especialmente sensible al tratamiento con los ligandos L1 y L2.

Al coordinar dichos ligandos al centro metalico se observa un aumento del efecto
antitumoral del complejo resultante en comparacion con el obtenido para el ligando por
si solo. Esto es especialmente notable en el caso de la serie 7-11a en la linea Caco-2, ya
que el ligando L1 es inactivo sobre este modelo celular; no obstante, esta observacién
es extensible a la serie 7-11b y a la linea MCF-7, cuya sensibilidad hacia L2 ya ha sido
mencionada. Curiosamente, la eleccidon de un ligando u otro no parece modificar el
efecto antitumoral del derivado resultante, salvo en algunos casos concretos en los que
la diferencia es significativa (p<0,05) y que se detallan a continuacion:

- El complejo [Agz(TfO)2(L1)(PPhs)2] (9a) presenta un ICso aproximadamente 58
veces mayor que su equivalente de plata [Ag2(TfO)2(L2)(PPhs)2] (9b) en la linea
Caco-2. Sin embargo, este resultado podria achacarse a la ya mencionada
presencia adicional de la especie [Ag(PPhs)2]TfO, que no fue detectada en las
disoluciones del homologo 9b.

- El complejo [Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a) posee un ICso aproximadamente 8 veces
mayor que su equivalente con el ligando L2, [Au(L2)(PPh3)](TfO) (7b), en la linea
MCEF-7.

- El complejo [Ag(TfO)(L2)2] (11b) muestra un valor de ICso aproximadamente 17
veces mayor que su homadlogo [Ag(TfO)(L1)2] (11a) sobre la linea MCF-7, siendo
de interés por ser el Unico caso en el que un complejo coordinado con L2 muestra
mayor efecto que su equivalente coordinado con L1.

- Finalmente, tal y como se ha destacado anteriormente, el complejo [Ag(TfO)(L1)]:
(10a) no presenta actividad anticancerigena sobre la linea MCF-7, mientras que
el equivalente de plata [Ag(TfO)(L2)]. (10b) es muy activo frente a este modelo
tumoral.

Si comparamos los valores obtenidos al tratar con el mismo compuesto las dos lineas
celulares, encontramos de igual manera algunas discrepancias interesantes. La mas
llamativa de ellas es sin duda el ya mencionado efecto antiproliferativo que muestran
ambos ligandos sobre la linea MCF-7, siendo practicamente inocuos para la linea Caco-
2, con especial énfasis en el caso de L1. Cabria esperar, por lo tanto, que los complejos
resultasen mucho mas activos sobre la linea MCF-7, aunque en la practica esto no ocurre
en todos los casos estudiados.

Centrandonos en el efecto del complejo [Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a), la Tabla 19 muestra
gue posee un valor de ICsp unas 5 veces mayor en la linea MCF-7 que en la linea Caco-2.
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En nuestra experiencia, la tendencia que muestran los complejos de oro(l) es a ejercer
un mayor efecto antiproliferativo sobre el modelo de cancer colorrectal, lo que se hace
evidente si observamos los resultados obtenidos con las series 3a-d y 4a-d (ver Capitulo
3, pag. 205; Tabla 12). Este comportamiento también se observd con el complejo
[Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a), cuyo ICsp sobre células MCF-7 tiene un valor de 19,02 +
0,02 uM, 5 veces mayor que sobre células Caco-233. Trabajos de otros autores muestran
pautas similares tanto con complejos de oro(l)**, como de oro(lll)**. Una posible
explicacion a estas diferencias reside en la afinidad de los complejos de oro por la
tiorredoxina reductasa, enzima que esta sobreexpresada de forma habitual en cancer
colorrectal, pero no en todos los subtipos de cancer de mama. En este sentido, la
inhibicion de la TrxR puede ser de gran interés en tumores colorrectales dada su alta
dependencia de su accion redox3®37, pero se ha observado que en tumores de mama
positivos para el receptor de estrogenos la situacion es completamente diferente. Un
estudio llevado a cabo por Cafias et al.3® sobre la linea MCF-7, modelo de cancer de
mama positivo para el receptor de estrégenos, reveld que la inhibicion de la TrxR
causada por auranofin tenia como consecuencia un aumento en la cantidad de proteinas
nitrosiladas. Esta ruptura de la homeostasis S-nitrosotiol causaba un efecto proliferativo
sobre el cultivo celular. Es decir, en el caso de complejos de oro cuya Unica diana sea la
TrxR, es esperable que su efecto terapéutico sea menor en la linea MCF-7 que en otros
modelos celulares como puede ser la linea Caco-2. De hecho, esto explicaria en parte el
hecho de que el complejo [Au(L2b)PPhs] (3b) (siendo L2b el alquino derivado de la 3-
hidroxiflavona 2-(4-bromofenil)-3-hidroxi-4H-cromen-4-one) tuviese un efecto
considerablemente mayor sobre la linea Caco-2 que sobre la MCF-7 (ver Capitulo 3, pag.
205; Tabla 12), ya que dos de sus dianas terapéuticas eran la COX-2), que no se expresa
en la linea MCF-7, y ademas la TrxR, cuya inhibicién podria incluso tener el efecto
contrario al deseado3®. Retomando el papel del complejo [Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a) sobre
la linea MCF-7 a la vista de estas consideraciones, estos datos podrian interpretarse de
dos maneras. Puede suponerse que este complejo carece de afinidad por la TrxR y que
en su lugar afecta a otra diana, o bien que se trata de un complejo multitarget y que
ademas de inhibir a dicha enzima afecte a otras dianas que si son clave para la
supervivencia de la linea MCF-7.

Tomando como modelo a la linea Caco-2, se decidid analizar la capacidad de 7a de
inhibir a la TrxR tras 24h de incubacion. Se encontrd un descenso significativo (p<0,05)
en la actividad de la enzima (Figura 75), lo cual la sefiala como una de sus potenciales
dianas terapéuticas. Por lo tanto, esto parece invalidar la primera de las hipdtesis
planteadas.
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Figura 75. Efecto del complejo 7a (ICso) sobre la TrxR de células Caco-2 tras 24h de incubacién.
*p<0,05 vs control negativo.

En el ya mencionado trabajo de Cafias et al.38, los autores descubrieron que la
inhibicion de la TrxR llevada a cabo por el tratamiento con auranofin si causaba la
muerte de las células MCF-7 si se blogqueaba al mismo tiempo la expresion del receptor
de estrogenos. De acuerdo con estos resultados, cabria la posibilidad de que el complejo
7a actle no solo como inhibidor de la TrxR sino, ademds, como un antagonista del
receptor de estrégenos. De acuerdo con esta aproximacion, el efecto proliferativo
causado por la inhibicion de la tiorredoxina reductasa podria quedar anulado y causar la
muerte de la célula. Este efecto antagonista podria estar mediado por un bloqueo
directo del receptor o bien por una inhibicién indirecta al reducir su nivel de expresion.
Se decidié llevar a cabo un ensayo preliminar para determinar si el mecanismo de accion
de los ligandos y los complejos podria estar relacionado con el receptor de estrégenos.
Para ello, se calculd el ICsode ambos ligandos y de los complejos [Au(L1)(PPhs)](TfO) (7a)
y [Au(L2)(PPh3)](TfO) (7b) a modo de ejemplo sobre la linea celular MDA-MB-231, un
modelo de cdncer de mama que no expresa el receptor de estrégenos3. Los valores
obtenidos tras 72h de incubacion se muestran en la Tabla 20.
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Tabla 20. Valores de ICso (LM) obtenidos para los complejos 7a'y 7b, asi como para sus ligandos
L1y L2, tras 72h de incubacién en células MDA-MB-231. Los resultados se expresan como media
+ desviacion estandar. *p<0,05 vs ligando.

Complejo ICso (UM)

L1 5,69+0,11

[Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a) 0,78 + 0,20*

L2 154,09 £ 0,01

[Au(L2)(PPh3)](TfO) (7b) 0,27 +0,05*

Si comparamos estos resultados con los previamente obtenidos sobre la linea MCF-7
(Tabla 19), el dato mas llamativo es el ICso del ligando L2, ya que es aproximadamente
12 veces mayor en el modelo que no expresa el receptor de estréogenos que en el que si
lo expresa. Esta marcada diferencia podria implicar que el ligando L2 es capaz de
interaccionar con el receptor de estrégenos, lo que explicaria su considerable efecto
sobre la linea MCF-7. El ligando L1, por el contrario, resulta mds efectivo frente al
modelo negativo para el receptor de estrégenos que para el positivo, por lo que se
descarta la hipdtesis planteada en este supuesto. De igual manera, los dos derivados de
oro(l) ensayados sobre la linea MDA-MB-231 muestran valores comparables a los
previamente obtenidos en la linea MCF-7 (complejo 7a), o incluso exhiben un mayor
efecto antiproliferativo (complejo 7b). Por tanto, parece quedar descartada la
posibilidad de que el efecto biolégico de los complejos esté mediado por una fuerte
interaccion con el receptor de estréogenos. No obstante, los datos obtenidos en la linea
MDA-MB-231 resultan interesantes en tanto a que todos los resultados obtenidos hasta
el momento apuntan a que esta serie de derivados de oro(l) podrian tener un futuro
prometedor en el tratamiento del cdncer de mama, independientemente de que se
exprese o no el receptor de estrégenos. Existen evidencias de que el auranofin es capaz
de reducir la actividad de la enzima telomerasa mediante la produccidon de ROS y la
inactivacion de STAT3 en células MDA-MB-231%°. Puesto que la actividad telomerasa es
clave para las células tumorales, esta podria ser una de las dianas a través de las cuales
los complejos 7a y 7b llevan a cabo su efecto antiproliferativo. No obstante, seran
necesarios futuros ensayos en esta direccion para poder ahondar en esta hipétesis.

A continuacidn, se procedera a comparar la efectividad de los distintos derivados de
plata de acuerdo con los valores de sus ICso recogidos en la Tabla 19. En el caso de los
complejos 7-11a con el ligando L1 (N-fenil-N-(piridin-2-il)isonicotinamida), aquellos
derivados coordinados con un unico ligando (complejos [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a) y
[Aga2(TfO)2(L1)(PPhs3)2] (9a)) muestran un mayor efecto antiproliferativo que sus
andlogos coordinados con dos ligandos (complejos 10a y 11a) sobre ambos modelos
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tumorales. Los datos obtenidos parecen indicar que la presencia de estos dos ligandos
tipo 2-anilinopiridina podria dificultar la entrada en la célula o bien impedir una unién
efectiva a la diana terapéutica, lo que explicaria su menor efecto antiproliferativo en
comparacion con sus analogos. De igual manera, son en general mas efectivos los
complejos con dos centros metalicos ([Ag2(TfO)2(L1)(PPhs)2] (9a) vy [Ag(TfO)(L1)]. (10a))
gue aquellos que cuentan con un Unico atomo de plata, salvo la ya mencionada
excepcion de 10a en la linea MCF-7. A grandes rasgos, estos derivados podrian
ordenarse de acuerdo con su efecto terapéutico de la siguiente manera: 9a > 8a > 10a >
11a. Los complejos con el ligando tiofeno L2 (N-fenil-N-(piridin-2-il)tiofeno-2-
carboxamida) (7b-11b), sin embargo, muestran un comportamiento diferente, puesto
gue los derivados coordinados con dos ligandos L2 (complejos [Ag(TfO)(L2)]. (10b) y
[Ag(TfO)(L2)2] (11b)) tienen un mayor efecto antitumoral que los que solo cuentan con
un ligando. Considerando que el ligando L2 posee un efecto citotdxico considerable por
si solo, estos resultados no deberian ser sorprendentes, puesto que gran parte de la
accion bioldgica de los derivados podria ser consecuencia directa de la presencia del
ligando. En este caso, ademas, las diferencias entre los derivados mono o dinucleares
son menos acusadas que en el caso de los complejos 7a-11a.

Posteriormente, se obtuvo una primera aproximacion acerca de la toxicidad de los
derivados de oro y plata sobre tejidos sanos calculando el valor del ICso tras 72h de
exposicién sobre la linea Caco-2 diferenciada, asi como los valores del indice de
selectividad correspondientes (Tabla 21). Segin puede observarse, son varios los
complejos con un indice de selectividad superior al del cisplatino y auranofin. Por el
contrario, los ligandos libres muestran una selectividad escasa, con valores de Sl en el
mismo rango que el de los dos controles positivos en la linea Caco-2 y en el rango del
auranofin en la linea MCF-7. Estos datos sugieren que, a pesar de que los ligandos
muestran un cierto efecto antiproliferativo por si solos, especialmente sobre la linea
Caco-2 (Tabla 19), su uso como quimioterapicos estaria descartado debido a su potencial
toxicidad sobre los tejidos sanos.

De entre los complejos que poseen indices de selectividad superiores a los de
cisplatino y auranofin, se escogié a aquellos que, ademas, destacasen por su potencial
antiproliferativo. Teniendo en cuenta, por lo tanto, los datos de las Tablas 19 y 21 de
manera conjunta, los derivados mas prometedores resultaron ser los complejos
[Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a), [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a), [Ag(TfO)(L2)]2 (10b) y Ag(TfO)(L2):]
(11b). No obstante, se optd por descartar a los dos derivados con el ligando L2, puesto
gue segln se ha mencionado anteriormente, gran parte de su efecto bioldgico podria
estar mediado por el ligando, siendo la coordinacion al centro metdlico una forma de
reducir su toxicidad en tejidos sanos mds que una estrategia para aumentar su accién
antitumoral. Por consiguiente, en futuros ensayos solamente se tomaran en
consideracion los complejos 7a y 8a. Dado que ambos complejos son mononucleares y
poseen un unico ligando de tipo 2-anilinopiridina, se aprovechd ademas para comparar
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la eficacia del centro metalico en dos complejos que por lo demds son andlogos. Es decir,
se comparé el potencial anticancerigeno de un complejo de oro(l) con el de uno de
plata(l).

Tabla 21. Estudio preliminar de la selectividad de los complejos de oro y plata mediante el
calculo del ICsotras 72h de exposicién en células Caco-2 diferenciadas y la determinacion del
indice de selectividad a partir de los datos de 1Cspen células tumorales.

ICso (M) en Caco-2 Indice de selectividad

Complejo diferenciadas
Caco-2 MCEF-7
L1 125,76 + 13,43 1,26 7,21
[Au(L1)(PPhs)](TfO) (7a) 39,40 + 23,39 17,67 85,65
[Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a) 9,44 +2,12 1,71 1,31
[Ag2(TfO)2(L1)(PPhs),] (9a) 10,88 £ 2,82 43,52 2,65
[Ag(TfO)(L1)]. (10a) 48,74 + 10,01 6,50 -
[Ag(TfO)(L1).] (11a) 120,51 + 11,52 11,79 7,73
L2 124,29 +7,50 2,56 9,96
[Au(L2)(PPh3)](TfO) (7b) 13,53 +£0,02 3,61 3,83
[Ag(TfO)(L2)(PPhs)] (8b) 10,23 £4,02 1,44 1,52
[Ag2(TfO)2(L2)(PPhs3),] (9b) 39,65 + 19,06 2,75 5,34
[Ag(TfO)(L2)],(10b) 55,40 + 1,43 41,97 20,91
[Ag(TfO)(L2).] (11b) 80,26 + 26,90 19,02 89,18
Cisplatino 151,13 £ 58,12 3,31 3,61
Auranofin 6,21 +0,44 3,45 8,06

Puesto que ya se ha propuesto a la tiorredoxina reductasa como potencial diana del
complejo de oro 7a, y existen algunas evidencias de que los derivados de plata podrian
interaccionar de manera similar con esta enzima 2>*%, se analizé la actividad de la TrxR
de un cultivo de células Caco-2 tras 24h de incubacidn con el complejo de plata 8a. Al
no encontrarse ningun efecto sobre la funcién de la enzima tratando el cultivo con una
cantidad equivalente al ICso del complejo (5 uM), se duplicé esta cantidad, obteniéndose
entonces una reduccion significativa (p<0,05) en la actividad enzimatica (Figura 76).
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Figura 76. Efecto de dos concentraciones de 8a (ICso: 5 UM y 2xICso: 10 uM) sobre la enzima Trxr
de células Caco-2 tras 24h de incubacion. *p<0,05 vs control negativo.

Estos resultados parecen sugerir que el complejo [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a) es capaz de
interaccionar con la TrxR, si bien es necesario aumentar la cantidad del mismo en el
cultivo para observar un efecto significativo. Esto podria sugerir que la TrxR no es la
diana principal del complejo, sino que se interacciona con ella una vez que esta
hipotética diana principal queda saturada. Por tanto, estos resultados no invalidarian los
previamente encontrados por otros autores sobre enzimas recombinantes, ya que en
efecto parece existir una cierta atraccion entre los complejos de plata(l) y la tiorredoxina
reductasa, aunque puede que no sea la diana molecular por la que sienten una mayor
afinidad, de modo que es posible que la TrxR no sea la Unica diana de esta clase de
complejos.

Si bien los resultados de Citta et al.** sugieren que los complejos de plata podrian ser
inactivos frente a la enzima glutatién reductasa (GR), Lee et al.*?> observaron que la
administracion de nitrato de plata en la planta acuatica Lemna paucicostata tenia un
considerable efecto inhibitorio sobre dicha enzima. Aunque deberiamos basarnos en los
resultados de Citta et al.*!, ya que fueron obtenidos sobre un modelo tumoral, no puede
ser descartada la existencia de una cierta afinidad entre los complejos de plata y la
enzima GR notificada por Lee et al.*?, lo que podria apuntar a esta proteina como una
potencial diana de 8a. Por lo tanto, se decidid evaluar la actividad de esta enzima en
células Caco-2 tras 24h de incubacién con los dos complejos de oro y plata 7a y 8a
respectivamente (Figura 77). El complejo de oro 7a fue incluido en el estudio para
determinar si se trataba de un inhibidor especifico de la TrxR o si, por el contrario, se
trataba de un compuesto multitarget.
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Figura 77. Anélisis de la actividad GR de células Caco-2 tras 24h de incubacidn con los complejos
de oroy plata. A) Efecto de 7a (ICso). B) Efecto de 8a (ICsoy 2xICso). *p<0,05 vs control negativo.
#p<0,05 vs ICso.

De acuerdo con los datos de la Figura 77A, el complejo [Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a)
parece ser un inhibidor selectivo de la TrxR, como es habitual para los complejos de
oro(l) dada su alta afinidad por las selenoproteinas como la tiorredoxina reductasa®3*4.
En este caso, no se encuentra un aumento de la actividad GR para compensar el bloqueo
de la tiorredoxina reductasa que si se habia observado en apartados anteriores de la

presente memoria (ver Capitulo 3, pag. 212; Figura 69B).

En cuanto al cultivo tratado con el complejo [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a), los resultados
resultan sorprendentes (Figura 77B). Al incubar las células con una cantidad equivalente
al ICso del derivado de plata, se observa un enorme incremento de la actividad de la
enzima, que sufre una reduccién al duplicar la cantidad de compuesto a afiadir,
recuperandose unos valores comparables a los del control negativo. Este aumento en la
actividad de la GR podria corresponderse con un mecanismo de la célula tumoral para
evitar el efecto antiapoptético de 8a, ya que la sobreexpresion de la GR se puede
correlacionar con la resistencia a la quimioterapia®. Por otra parte, también puede
producirse un aumento en los niveles de actividad de la GR sin necesidad de que
aumente su nivel de expresion. Estos cambios son dependientes de los niveles de ROS y
se cree que son parte de un mecanismo defensivo de la célula frente a un exceso de
estrés oxidativo, siendo su misidon principal mantener constantes los niveles de glutation
reducido para evitar la muerte celular®®. En cualquier caso, al aumentar la concentracion
de 8a tiene lugar una considerable pérdida en la actividad de la GR, hasta tal punto que
no existen diferencias significativas respecto al control negativo. Puede suponerse que
el posible efecto protector se perderia, quizd debido al bloqueo de otras
macromoléculas clave para la célula tumoral, por ejemplo la TrxR (Figura 76). En
cualquier caso, ninguna de las enzimas redox estudiadas hasta el momento parecen ser
las dianas principales del derivado de plata(l) 8a.
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A la vista de los resultados obtenidos hasta el momento, se decidié analizar los niveles
de ROS tras 1h de incubaciéon con ambos complejos; del complejo 8a se ensayaron las
dos concentraciones ya probadas para medir las actividades enzimaticas. Tal y como
cabia esperar, se observa un incremento significativo (p<0,05) de los niveles de ROS tras
la incubacion con el complejo de oro 7a, siendo esta la consecuencia del bloqueo de la
TrxR (Figura 78A). Por otra parte, el tratamiento con el ICsp del complejo de plata 8a no
tiene ningun efecto sobre el equilibrio redox, si bien al duplicar la cantidad a afadir si se
obtiene un aumento significativo (p<0,05) respecto al control negativo (Figura 78B). De
nuevo, estos resultados se correlacionan con los previamente obtenidos al analizar la
actividad TrxR (Figura 76), ya que cuando se afiade al cultivo una cantidad equivalente
al 1Cso de 8a no se observan cambios en la funcién de la enzima, no asi al duplicar la
concentracion. Por otro lado, se descarta que el aumento en la actividad de la GR
observado al tratar el cultivo con el ICso del derivado de plata esté motivado por un
exceso de ROS, segun se planteaba anteriormente®®,
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Figura 78. Medida de los niveles de ROS en células Caco-2 tras 1h de incubacién con A) 7a (ICso)
o0 B) dos concentraciones de 8a (ICsoy 2xICso). *p<0,05 vs control negativo.

Tras descartar a estas dos enzimas redox como principales dianas terapéuticas del
complejo de plata 8a, y observar que el complejo de oro 7a podria actuar como un
inhibidor selectivo de la TrxR, pasamos a investigar el posible papel del proteasoma en
el efecto antiproliferativo de ambos compuestos. En el apartado 1.5 se ha mencionado
la capacidad del auranofin de inhibir a las enzimas deubiquitinasas asociadas a la
subunidad 19S del proteasoma®’, de forma similar a lo descrito por Chen et al.32 con una
serie de nuevos derivados de plata. Sin embargo, también se ha descrito que existen
derivados de oro capaces de inhibir a la subunidad 20S del proteasoma3'8. Por tanto,
se decidid analizar la actividad quimotripsina del proteasoma, que se corresponde con
su capacidad proteolitica, tras 24h de incubacion con ambos complejos (Figura 79).
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Figura 79. Efecto de 24h de incubacién de los complejos 7a y 8a sobre la actividad quimotripsina
(subunidad 20S) del proteasoma de células Caco-2. *p<0,05 vs control negativo.

De acuerdo con la Figura 79, puede observarse que el tratamiento con el complejo
de oro 7a induce un descenso significativo en la capacidad proteolitica del proteasoma,
lo que se corresponde con una inhibicidon de su funcién normal. Por consiguiente, este
derivado parece actuar como un compuesto multitarget capaz de inhibir tanto a la TrxR
como a la subunidad 20S del proteasoma. Por el contrario, al tratar el cultivo con su
andlogo de plata no solo no se observa un descenso en la actividad proteasa de este
organulo, sino que incluso se aprecia un aumento significativo (p<0,05) de la misma.
Este incremento en la actividad del proteasoma podria causar a su vez el aumento en la
actividad de la GR previamente mostrado en la Figura 77B, puesto que se ha recogido
que la actividad proteasomal podria estar directamente relacionada con el estatus redox
de la célula y causar un aumento en los niveles de expresién de la glutatiéon reductasa
entre otras enzimas antioxidantes®. La Figura 79 permite, ademads, descartar que el
derivado de plata cause su efecto antitumoral a través del bloqueo de la subunidad 20S
del proteasoma. Estos resultados concordarian con los previamente obtenidos por Chen
et al.??, segln los cuales los complejos de plata parecen sentir una mayor afinidad por
las deubiquitinasas asociadas al proteasoma que por la subunidad 20S. Por lo tanto,
sigue sin tenerse clara la diana terapéutica con la que interacciona el complejo de plata
para causar el descenso en la viabilidad celular observado.

A continuacion, se estudio la capacidad de ambos complejos de inducir apoptosis en
el cultivo de células Caco-2. Inicialmente, el tiempo de incubacion se fijé en 24h, aunque
no se obtuvo ningln resultado apreciable con el complejo de plata 8a. Se podria haber
optado por aumentar la concentracién a afiadir, de forma similar a como se habia hecho
para medir la actividad TrxR y GR, aunque en este caso se prefirié incrementar el tiempo
de incubacién hasta las 48h (Figura 80). El motivo tras esta decision fue, precisamente,
los cambios observados al aumentar la concentracion del complejo en cuanto a su efecto
sobre las enzimas redox. Aumentar la concentracion de un farmaco para determinar su
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afinidad por una proteina es una aproximacion comparable a realizar un ensayo con
enzimas recombinantes. Es decir, es una manera de “forzar” una interaccién para
obtener no tanto una idea del mecanismo de accidn del complejo en concreto que se
estd ensayando, sino de otros derivados que compartan ciertas caracteristicas con él. En
este sentido, debe tenerse en cuenta que la afinidad de los complejos de plata por la
tiorredoxina puede ser limitada, pero no se puede negar su existencia. No obstante, al
doblar la cantidad de compuesto que se afiade al medio de cultivo podrian obtenerse,
de igual manera, resultados “forzados” al bloquearse enzimas y vias que no lo harian de
tratarse el cultivo con el ICso del compuesto. Teniendo en cuenta que el tipo de muerte
celular puede ser determinante a la hora de escoger el tumor que mejor responda a un
tratamiento concreto (por ejemplo, un farmaco capaz de inducir necroptosis seria
adecuado para un tumor resistente a la apoptosis), nos parecié arriesgada la posibilidad
de alterar estos resultados. Por ello, se aumentd el tiempo de exposicion, ya que en
casos anteriores esta estrategia habia dado buenos resultados (ver Capitulo 3, pag. 217;
Figura 72A).
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Figura 80. Estudio de las poblaciones apoptéticas y necrdticas en un cultivo de células Caco-2
indiferenciadas tras 48h de tratamiento con A) DMSO (control negativo); B) 7a (ICso); C) complejo
8a (|C50).

Los resultados obtenidos muestran que ambos compuestos inducen un aumento de
la poblacidn apoptdtica tras 48h de incubacién. En el caso del complejo de oro 7a (Figura
80B), se observa un aumento de 4,4 veces en el porcentaje de células en apoptosis
temprana, y de 7 veces en el de apoptosis tardia, mientras que el complejo de plata 8a
(Figura 80C) induce un aumento de 7,7 veces en el porcentaje de células en apoptosis
temprana y de 3,6 veces en el de apoptosis tardia. Segln se apuntaba anteriormente, el
complejo de plata podria tardar mas tiempo que su homodlogo de oro en inducir la
muerte del cultivo celular, lo que parece corroborar el hecho de que 7a cause un
aumento en la poblacion de células en apoptosis tardias mientras que 8a hace lo propio
en las que se encuentran todavia en una fase temprana de esta clase de muerte. Por
otra parte, ninguno de los complejos indujo cambios significativos en la poblacion
necrdtica. Por lo tanto, los resultados mostrados en la Figura 80 sugieren que ambos
compuestos inducen la muerte por apoptosis tras 48h de incubacidon. Para confirmarlo,

260

~
| S—



CAPITULO 4: Complejos de oro(l) y plata(l) con ligandos derivados de 2-anilinopiridina

se analizaron otros dos parametros estrechamente relacionados con la induccion de
apoptosis.

En primer lugar, se estudio la activacion de la caspasa 3 tras 48h de incubacién con
ambos complejos en cantidades equivalentes a sus ICso, encontrdndose un aumento
significativo (p<0,05) en ambos casos (Figura 81A). Dado que la activacion de la caspasa
ejecutora 3 supone la culminacion del proceso apoptético (ver apartado 1.2, pag. 36;
Figura 7)°%°1, y teniendo en cuenta los resultados previamente obtenidos con la doble
tincidon anexina V-FITC y yoduro de propidio (Figura 80), parece que ambos complejos
son capaces de inducir la muerte de las células tumorales por apoptosis dependiente de
caspasas. También se evalud la progresion en el ciclo celular de los cultivos tratados con
cada complejo durante 48h, dado que el dafio celular severo se traduce en un cese en
el avance y, por consiguiente, en un aumento de la poblacién en una fase concreta®?.
Ambos complejos indujeron un aumento en el nimero de eventos en la fase G; del ciclo
celular, en detrimento de las fases G, y S, siendo especialmente marcado el descenso de
la poblacién celular en la fase S tras el tratamiento con el complejo de oro 7a (Figura
81B). Los datos mostrados en la Figura 81 parecen confirmar la capacidad de ambos
derivados de inducir la muerte por apoptosis de las células Caco-2. Ademas, los dos
marcadores apoptdticos analizados son mas evidentes tras la incubacion con 7a que con
su analogo 8a; es decir, se aprecia una mayor tasa de activacién de la caspasa 3 (Figura
81A) y una mayor proporcién de la poblacién celular detenida en la fase G1 (Figura 81B).
Estos resultados estan de acuerdo con los mostrados en la Figura 80, segun los cuales se
apuntaba a una mayor capacidad del complejo de oro de inducir la muerte por apoptosis
gue el complejo de plata.
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Figura 81. Estudio de otros parametros relacionados con el tipo de muerte celular. A) Medida
de la activacidon de la caspasa 3 tras 48h de incubacién con los complejos 7a y 8a (ICsg). *p<0,05
vs control negativo. B) Andlisis de la progresion en el ciclo celular tras 48h de incubacién con
DMSO (control negativo; panel 1), 7a (panel 2; ICso) 0 8a (panel 3; ICso).

Segun se mencionaba en el apartado 1.2, existen dos posibles vias a través de las
cuales se puede activar la caspasa 3 (ver apartado 1.2, pag. 36; Figura 7)>3. Si bien hasta
el momento se han analizado exclusivamente marcadores de la via intrinseca, en el
capitulo 3 se adelantaba la posibilidad de que el estudio de caspasa 3 y progresién en el
ciclo celular no permitia concretar qué via se estaba activando preferencialmente. Por
otra parte, resultados obtenidos por Almeida et al.>* sugieren que los complejos de plata
podrian ser capaces de inducir la muerte por apoptosis a través de la activacion de la via
extrinseca. Por lo tanto, nos parecio interesante medir la activacién de la caspasa 8 tras
48h de incubacién con el complejo de plata. El complejo de oro 7a también fue incluido
en el ensayo, ya que uno de los objetivos del capitulo era comparar el efecto antitumoral
de complejos de oro y plata. En la Figura 82 puede observarse que la incubacién con
ambos complejos causaba un aumento significativo (p<0,05) en la activacion de la
caspasa 8.
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Figura 82. Medida de la activacién de la caspasa 8 tras 48h de incubacién con 7a y 8a (ICso).
*p<0,05 vs control negativo.

Aungue la mayor parte de estudios relativos a la capacidad de los complejos de oro(l)
de inducir apoptosis han apuntado a la activacién de la via intrinseca como principal
responsable, existen algunas evidencias acerca de que el tratamiento con auranofin
puede promover la activaciéon de la caspasa 8, y, con ello, la activacién de la via
extrinseca®>°®. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que todavia hay muchas
incégnitas por resolver para caracterizar por completo el potencial antitumoral de los
derivados de oro(l), siendo este un campo muy prometedor y que requiere futuras
investigaciones, ya que la apoptosis extrinseca se inicia tradicionalmente por la unién a
los receptores de muerte®3>’, En este sentido, cabe plantearse la posibilidad de que el
atomo de oro tenga afinidad por alguno de estos receptores de muerte, en cuyo caso ni
siquiera seria necesaria su entrada en la célula tumoral para causar su muerte. Por otra
parte, existe una segunda posibilidad, dado que se ha observado que niveles altos de
ROS pueden contribuir a la activacion de los receptores de muerte®8. Dado el potencial
tipico de los derivados de oro(l), incluyendo al auranofin y al complejo 7a, de generar
niveles altos de ROS, esta podria ser la explicacion mas razonable a la activacién de la
caspasa 8 observada. No obstante, seran necesarios futuros ensayos para arrojar luz
sobre esta y otras cuestiones todavia por resolver.

El caso del complejo de plata es incluso mas interesante, puesto que parece que no
existe relacion entre la sobreproduccidon de ROS y la muerte celular, por lo que se
descartaria que fuesen las ROS las responsables de activar a los receptores de muerte y,
en consecuencia, a la caspasa 8. Dada la escasa informacion que se tiene hasta la fecha
respecto al potencial antitumoral de la plata en comparacion con otros metales, resulta
complicado establecer una hipdtesis de partida al respecto con los datos disponibles.
Por el momento, la explicacién mas probable podria ser el hecho de que el complejo 8a
si sea capaz de interaccionar directamente con un receptor de muerte, aunque son
necesarios estudios en profundidad para probarlo.

A continuacidn, se estudio el efecto del tratamiento con ambos complejos sobre el
potencial de membrana mitocondrial. Tras 48h de incubacidn, se observé un aumento
en la despolarizacién de la mitocondria en los dos casos (Figura 83A). De acuerdo a lo
discutido anteriormente, un cambio significativo en el valor de Ay es considerado como
un marcador apoptotico mas, puesto que tanto en la via extrinseca como en laintrinseca
se forman poros en la membrana mitocondrial que derivan en una pérdida de su
potencial de membrana (ver apartado 1.2; Figura 7)°”°°. Por lo tanto, este resultado
confirma los previamente obtenidos acerca de la capacidad de ambos complejos de
inducir la muerte por apoptosis.

Resulta llamativo el hecho de que, si bien hasta el momento todos los marcadores
apoptéticos estudiados se encontraban mas incrementados tras el tratamiento con el
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complejo de oro 7a, en la Figura 83A puede observarse que la incubacion con el
complejo de plata 8a induce una mayor despolarizacion de la mitocondria que su
analogo de oro(l). De acuerdo con el trabajo llevado a cabo por Eloy et al.??, este dato
podria estar altamente relacionado con su mecanismo de accidon. Los autores
observaron que una serie de derivados de plata(l) coordinados con ligandos de tipo
carbeno inducian la muerte de las células tumorales mediante su acumulacién en la
mitocondria. Esto causaba un aumento en la permeabilidad de la membrana
mitocondrial que daba lugar a la liberacién del factor inductor de apoptosis (Apoptosis-
Inducing Factor; AIF), proteina capaz de inducir la muerte por apoptosis sin necesidad
de activar a las caspasas ejecutoras. Existen diferencias notables entre los resultados de
Eloy et al. y los nuestros, ya que los autores no observaron activacion de caspasas ni
cambios en el ciclo celular, aunque de acuerdo con los datos mostrados en la Figura 83A
cabria supone que la mitocondria pudiera ser la principal diana del complejo de plata.

Otro dato interesante obtenido por Eloy et al.?° es la ausencia de una ruptura del
equilibrio redox en la despolarizacién de la membrana mitocondrial causada por sus
derivados de plata(l). De acuerdo con los resultados de la Figura 83B, el tratamiento con
el I1Cso del complejo [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a) no indujo ningun cambio en los niveles de
ROS, a diferencia de lo que ocurria con su analogo [Au(L1)(PPhs)](TfO) (7a). Por
consiguiente, se considerd interesante evaluar el efecto de las especies reactivas de
oxigeno en la muerte inducida por ambos complejos. Para ello, se realizé un pre-
tratamiento con el agente neutralizador de ROS N-acetil-cisteina (NAC) vy
posteriormente se analizd la viabilidad del cultivo tras 24h de incubacidon con ambos
complejos en una cantidad equivalente a sus ICso. De acuerdo con los datos obtenidos,
el uso de NAC revierte parcialmente el descenso en la viabilidad celular causada por el
complejo de oro 7a, aunque no se observa ningun efecto significativo cuando el cultivo
es tratado con su andlogo de plata (Figura 83C). Por lo tanto, estos resultados parecen
indicar que, de acuerdo con el trabajo de Eloy et al.?°, la muerte inducida por el derivado
de plata 8a es independiente de ROS.
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Figura 83. Estudio de la implicacién de la funciéon mitocondrial y las ROS en la muerte inducida
por 7ay 8a (ICso). A) Analisis de la integridad del potencial de membrana mitocondrial tras 48h
de incubacion. *p<0,05 vs control negativo. B) Medida de la viabilidad celular tras 24h de
incubacién con los complejos en presencia o ausencia de NAC (30 mM, 1h). *p<0,05 vs control
negativo. #p<0,05 vs ausencia de NAC. C) Determinacion de los niveles de ROS tras 24h de
incubacién con los complejos. *p<0,05 vs control negativo.

De acuerdo con la implicacion de las especies reactivas de oxigeno en el proceso
apoptético, es posible distinguir entre apoptosis dependiente e independiente de ROS.
En el caso de las células tumorales, debido a su delicado equilibrio redox, es frecuente
gue los farmacos quimioterapéuticos induzcan apoptosis dependiente de ROS, ya que
es el exceso de radicales libres que se genera el responsable directo de la muerte celular.
De acuerdo con lo mencionado en el Capitulo 1, un exceso de ROS genera dafos en el
ADN nuclear, lo que da lugar a un cese en la progresién en el ciclo celular y a la activacién
de p38, lo que a su vez se traduce en un aumento de la activacién de la caspasa 95961, A
pesar de su efectividad frente a las células tumorales, la induccién de apoptosis
dependiente de ROS puede ser una espada de doble filo, puesto que los farmacos que
la causan también pueden generar estrés oxidativo en los tejidos sanos. A modo de
ejemplo, previamente se mencionaba que parte de los efectos secundarios del cisplatino
parecen ser consecuencia del estrés oxidativo que induce en las regiones sanas del
organismo®%, por lo que el uso de antioxidantes podria paliar estos dafios®>®. Es por
ello que el desarrollo de nuevos farmacos capaces de inducir apoptosis independiente
de ROS es una interesante nueva estrategia para el tratamiento de los tumores®’.

De acuerdo con una revision realizada por Ivanova et al., la mayoria de los farmacos
capaces de inducir apoptosis independiente de ROS afectan a vias de sefializacion claves
para la supervivencia celular en lugar de a las macromoléculas como el DNA. Citan como
ejemplo al andlogo de la glucosa 2-desoxi-D-glucosa, un inhibidor de la glucélisis capaz
de causar apoptosis independiente de ROS en algunos modelos tumorales al causar
estrés en el reticulo endoplasmatico como consecuencia®”.%8. Otro posible mecanismo
de accion consiste en la sobreexpresidn de los sistemas de defensa antioxidante de la
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célula, lo que da lugar a un descenso en los niveles basales de ROS. Puesto que los
radicales libres son necesarios para la proliferacion de las células tumorales®, reducir
sus niveles tiene un efecto igualmente perjudicial para ellas. El farmaco antidiabético
metformina es uno de los compuestos que ha manifestado esta capacidad sobre
modelos tumorales, al favorecer un aumento de la actividad de la enzima superdxido
dismutasa y causar apoptosis intrinseca independiente de ROS’°. Es poco probable que
esta segunda situacidon esté relacionada con el mecanismo de accién del complejo
[Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a), puesto que no se han encontrado diferencias significativas
respecto al control negativo en cuanto a los niveles de ROS, y para suponer que se ha
producido un aumento de la defensa antioxidante deberia observarse un descenso
(aunque si se haya encontrado un aumento aparente en la actividad de la glutatiéon
reductasa; Figura 79B). Por lo tanto, los resultados obtenidos hasta el momento
sugieren que el efecto antitumoral de este derivado podria estar mediado por la
inhibicidn de una ruta metabdlica necesaria para la supervivencia de la célula tumoral,
de una manera similar al mecanismo de accion de la 2-desoxi-D-glucosa. En este sentido,
Allison et al.* describieron la accién de un nuevo derivado de plata de tipo biscarbeno
capaz de inhibir la glucélisis selectivamente en células tumorales. Aunque en su caso si
observaron un aumento en los niveles de ROS como consecuencia del tratamiento, sus
resultados suponen una segunda evidencia a favor de que el mecanismo de accion de
8a pueda estar relacionado con la inhibicién de la glucdlisis u otras rutas relacionadas.
Seran necesarios futuros experimentos en este sentido para confirmar o descartar esta
hipdtesis.

En resumen, en el capitulo actual se ha constatado una vez mas que los derivados de
oro(l) pueden actuar como complejos multitarget, lo que los posiciona como una
prometedora nueva herramienta quimioterapéutica. El complejo [Au(L1)(PPh3)](TfO)
(7a) aqui estudiado, ademas de resultar interesante para el tratamiento del cancer
colorrectal, ha mostrado un importante efecto antiproliferativo sobre dos modelos de
cancer de mama, uno de ellos positivo para el receptor de estrégenos y el otro negativo.
Estos datos sugieren que, ademas de las dos dianas terapéuticas identificadas en el
presente estudio (tiorredoxina reductasa y proteasoma), el complejo podria
interaccionar con alguna otra que sea especialmente relevante para la supervivencia del
cancer de mama. En cuanto al tipo de muerte inducida por el complejo, se ha observado
un aumento en varios marcadores apoptoticos que sugieren que esta es la via principal.
Es destacable el hecho de que el tratamiento promueve la activacién de la caspasa 8, lo
que plantea la duda de si se induce exclusivamente la via extrinseca o bien son activadas
ambas vias al mismo tiempo. Se ha observado también que parte del efecto
antiproliferativo esta mediado por la generacién de ROS, debido probablemente al
blogueo de la actividad de la tiorredoxina reductasa. El mecanismo de accién de 7a se
encuentra resumido en la Figura 84.
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Figura 84. Mecanismo de accion del complejo [Au(L1)(PPhs)](TfO) (7a) sobre células Caco-2.

Por otra parte, se ha comparado el efecto de sustituir un &tomo de oro por un dtomo
de plata en el centro metdlico de un potencial agente antitumoral. En este caso
concreto, se ha obtenido un efecto antiproliferativo mayor para el derivado de oro que
para el de plata en términos de ICso, y ademas se ha observado que el primero posee
una mayor capacidad pro-apoptética que el segundo. Por lo tanto, se ha concluido que
el derivado de oro ensayado posee un mayor interés como potencial quimioterapéutico
gue su analogo de plata. Sin embargo, dados los resultados obtenidos no puede negarse
el potencial de los derivados de plata como complejos anticancerigenos. A pesar de no
haberse identificado su diana o dianas terapéuticas, los resultados preliminares sugieren
que, al inducir apoptosis independiente de ROS, su impacto sobre los tejidos sanos
podria ser bajo. Por lo tanto, parece que este complejo cumple el criterio de selectividad
que es requisito imprescindible para los agentes quimioterapéuticos del futuro. De
acuerdo con la literatura cientifica previa, la mitocondria y/o las deubiquitinasas
asociadas a la subunidad 19S del proteasoma podrian ser sus dianas terapéuticas mas
probables, aunque serdn necesarios futuros ensayos para poder confirmarlo.

Resulta interesante, ademas, el hecho de que los derivados de oro(l) y plata(l)
podrian no compartir dianas terapéuticas, de acuerdo con los datos aqui mostrados.
Esto podria ser de gran relevancia en cuanto a que los complejos de plata(l) podrian ser
utilizados como quimioterapia de segunda eleccién en caso de que el tumor desarrollase
resistencia a la terapia con oro(l), y viceversa. Por otro lado, este trabajo pone de
manifiesto la necesidad de validar los resultados obtenidos al realizar ensayos de
actividad enzimatica utilizando proteinas recombinantes sobre modelos celulares,
puesto que podrian obtenerse conclusiones poco acertadas. En este sentido, se ha
propuesto a la tiorredoxina reductasa como una posible diana terapéutica de los
derivados de plata, y si bien nuestros datos sugieren que, en efecto, los complejos de
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plata(l) pueden llegar a inhibir la accién de dicha enzima, es necesario aumentar la
concentracion del mismo para poder observar este efecto en un ensayo sobre un cultivo
celular. Por lo tanto, seria recomendable repetir todo ensayo realizado en un entorno
acelular sobre un modelo tumoral antes de darlos por vélidos, lo que pone el foco sobre
la importancia de los equipos de investigacion multidisciplinares para un adecuado
avance de la investigacion biomédica.
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CONCLUSIONES

A lo largo de la presente tesis doctoral, se ha evaluado la capacidad antitumoral de
varios derivados de oro(l) y plata(l) sintetizados previamente en el departamento de
Quimica Inorganica de la Universidad de Zaragoza sobre la linea Caco-2 como un modelo
de cancer colorrectal. De acuerdo con los datos preclinicos obtenidos, podria darse por
cumplido el principal objetivo que se marcd al inicio del trabajo, consistente en
encontrar una alternativa mas segura y eficaz que el cisplatino. Tras analizar
conjuntamente los valores de ICso y las cifras relativas al indice de selectividad, destacan
de entre todos los derivados ensayados los complejos [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a), la
serie 3a-d ([Au(L2a-d)PPhs]) con ligandos derivados de 3-hidroxiflavona, con énfasis en
el complejo [Au(L2b)PPhs] (3b), el complejo [Au(L2c)PTA] (4c), que también posee un
ligando derivado de 3-hidroxiflavona, y el complejo [Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a) con un
ligando derivado de la moLécula de 2-anilinopiridina, ya que han resultado ser los mas
prometedores de acuerdo con ambos parametros de seguridad y eficacia. El complejo
[Au(C=CPh)(PTA)] (1a) también podria estar incluido dentro de esta categoria, puesto
gue, aunque no se ha determinado como tal su indice de selectividad, al tratar un
modelo de la barrera gastrointestinal sana (células Caco-2 diferenciadas) con este
derivado no se encontraron cambios significativos en la viabilidad celular respecto al
control negativo, por lo que se podria considerar selectivo ademas de eficaz. En
cualquier caso, se han identificado una serie de nuevos derivados de oro(l) que podrian
tener un prometedor futuro en la practica clinica.

La eleccién de los ligandos de coordinacion tiene un peso innegable sobre el efecto
terapéutico de la molécula final. El ejemplo mas claro lo encontramos en el capitulo 1,
al comparar la accidn bioldgica de los complejos [Au(C=CPh)(PTA)] (1a) y [Au(C=C-2-
NCsH4)(PTA)] (2a), dado que un cambio de un Unico atomo de nitrégeno en el esqueleto
del alquino cambia por completo la afinidad del derivado por la enzima tiorredoxina
reductasa, asi como el tipo de muerte inducida por el complejo resultante. Este
nitrogeno adicional facilita la interaccién entre distintas moléculas del complejo
[Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)], de modo que pierde la capacidad de interaccionar con la
tiorredoxina reductasa que mostraba el complejo [Au(C=CPh)(PTA)]; esto condiciona el
mecanismo de accidn del complejo 2a, ya que la formacidn de agregados en el interior
de la mitocondria causa un fallo en este organulo que tiene como consecuencia principal
la muerte de la célula mediada por necroptosis, mientras que el complejo 1a causaba la
activacion de la apoptosis intrinseca como es habitual en los derivados de oro(l) capaces
de inhibir a la tiorredoxina reductasa, mecanismo de accién que comparte con el
auranofin entre otros.

De forma similar, en el tercer capitulo se ha revelado que la eleccion de la unidad 3-
hidroxiflavona como ligando de coordinacion es una interesante estrategia para dirigir
al complejo hacia dianas moleculares frente a las que los derivados de oro(l) suelen
sentir poca o ninguna afinidad, como es la enzima ciclooxigenasa. De esta forma, se
describe el caso de dos derivados capaces de inhibir a las dos isoformas principales de
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dicha enzima, el complejo [Au(L2b)PPhs] (3b) y el complejo [Au(L2c)PTA] (4c), que
inhiben a la isoforma 2 y 1 respectivamente. La unidad 3-hidroxiflavona parece ser la
responsable, ademads, de la afinidad que siente el complejo [Au(L2c)PTA] (4c) por la
enzima redox glutation reductasa, que al no ser una selenoproteina es una enzima muy
poco habitual de los derivados de oro(l). Por otro lado, ambos complejos son capaces
de inhibir a la diana mas tipica de los derivados de oro(l), la enzima tiorredoxina
reductasa, lo que sugiere que el centro metalico es tan importante como los ligandos de
coordinacion en lo referente al mecanismo de accion de las moléculas. Esta capacidad
de interaccién con mds de una biomolécula al mismo tiempo que presentan este tipo de
complejos, gracias presumiblemente a la eleccion del ligando, los convierte en
compuestos de tipo multidiana, lo que debe ser muy tenido en consideracion de cara a
futuros estudios, dada la relevancia de esta clase de farmacos en la terapia antitumoral.
Finalmente, también debe tenerse en cuenta que, aunque ambos complejos han
resultado ser capaces de inducir la muerte por apoptosis, el complejo [Au(L2c)PTA] (4c)
lo hace de forma mas lenta que el complejo [Au(L2b)PPhs] (3b) por una posible
activacion de la autofagia como mecanismo citoprotector. Estos datos sugieren que
podria ser interesante combinarlo con un inhibidor de la autofagia para incrementar su
efecto terapéutico.

En definitiva, la eleccidon de uno u otro ligando va a condicionar la accién antitumoral
del complejo, haciéndolo mas adecuado para el tratamiento de subtipos muy concretos
de céncer. Por ejemplo, frente a tumores que expresen ciclooxigenasa 2 podria ser de
mayor utilidad recurrir al complejo [Au(L2b)PPhs] (3b), mientras que el complejo
[Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) podria ser una interesante alternativa para el tratamiento
de tumores resistentes a la apoptosis. Por consiguiente, la creacidon de equipos
multidisciplinares que colaboren estrechamente en todas las fases del trabajo, desde la
sintesis del complejo hasta el analisis de su efecto antitumoral, se plantea como un
requisito indispensable en el desarrollo de nuevos farmacos antitumorales.

Por otra parte, el desarrollo de un nuevo coctel farmacolégico compuesto por el
complejo [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a) y polifenoles acidos del fruto de la planta silvestre
Rosa canina, ha demostrado que, al igual que se habia observado previamente con
cisplatino y diversos extractos vegetales, también la accidn terapéutica de los derivados
de oro(l) puede mejorarse con el uso concomitante de extractos vegetales. La
interaccion de tipo aditivo entre ambos agentes sugiere que esta pueda ser una via a
través de la cual incrementar la eficacia terapéutica del farmaco metalico sin necesidad
de aumentar la dosis del mismo, lo que podria ser beneficioso a la hora de reducir los
posibles efectos secundarios causados por su acumulacién en el organismo. Resulta muy
interesante el hecho de que el extracto vegetal no potencie como tal el propio
mecanismo de accidn del derivado metdlico, sino que la combinacién resultante posee
su propio mecanismo de accion, llegando incluso al extremo de bloquear la activacion
de la necroptosis causada por el complejo metalico en un intento de proteger la
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integridad celular activando la autofagia; sin embargo, al resultar muy danadas las
mitocondrias por efecto del tratamiento, los lisosomas se ven a su vez afectados y el
proceso autofagico no puede completarse, causando asi la muerte por apoptosis. No
obstante, no debe perderse de vista que los resultados obtenidos hasta el momento son
por entero preclinicos, y deberian llevarse a cabo ensayos sobre modelos animales para
poder validarlos.

Aunque el presente trabajo se ha centrado principalmente en el desarrollo de nuevos
agentes quimioterapéuticos para el tratamiento del cancer colorrectal, también se ha
evaluado la actividad antitumoral de algunos de los derivados estudiados sobre otros
modelos tumorales. Este andlisis ha permitido determinar su posible selectividad frente
al cancer colorrectal. A modo de ejemplo, el complejo [Au(L2b)PPhs] (3b) estudiado en
el capitulo 3, posee el doble de efecto sobre la linea Caco-2 que frente a un modelo de
hepatocarcinoma, y su accion antitumoral es 9 veces mayor sobre la linea Caco-2 que
sobre la MCF-7 (adenocarcinoma de mama), datos que sugieren que podria actuar
selectivamente frente a un subtipo de cdncer colorrectal cuyo perfil bioquimico fuese
muy similar al de esta linea Caco-2. Pero no sélo se han encontrado derivados
aparentemente selectivos frente al modelo de adenocarcinoma de colon utilizado, sino
qgue el complejo [Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a) ha destacado por su efectividad frente a dos
modelos de cancer de mama (lineas MCF-7 y MDA-MB-231). Estos datos ponen de
manifiesto la importancia de trabajar con varios modelos celulares a pesar de que se
pretenda encontrar un agente quimioterapéutico que actue contra un tipo de cancer
muy concreto, ya que pueden obtenerse resultados inesperados pero de gran interés.

Lo anterior esta muy relacionado con la idea del drug repurposing, una corriente que
aboga por dar una segunda vida a farmacos como agentes terapéuticos frente a
enfermedades diferentes para las que fueron inicialmente disefiados. En este sentido,
en el capitulo 3 se ha estudiado el potencial antibacteriano de los carbenos complejos
de oro(l) con los ligandos derivados de 3-hidroxiflavona, es decir, las series 5a-d
([Au(L2a-d)(IMe)] y 6a-d ([Au(L2a-d)(IPr)]) frente a varias cepas Gram positivas y
negativas. A pesar de que estos complejos fueron sintetizados como agentes
guimioterapéuticos, su relativamente baja capacidad antiproliferativa en comparacién
con los complejos homdlogos de oro(l) con fosfinas, podria haber motivado su descarte
definitivo como farmacos. Sin embargo, al estudiar su efecto antibacteriano se les ha
dado una segunda vida. De nuevo, se afianza laimportancia de la eleccion de los ligandos
gue acompafian a la esfera de coordinacion del metal, de modo que en este tipo de
complejos la presencia de fosfinas (complejos 3a-d y 4a-d) conduce a una elevada
citotoxicidad frente a los modelos tumorales ensayados, mientras que la sustitucion de
fosfinas por carbenos provoca una reduccion de dicha citotoxicidad en beneficio de sus
propiedades antibacterianas. Resulta especialmente interesante la capacidad del
complejo [Au(L2b)(IMe)] (5b) de inhibir no solo el crecimiento de las bacterias Gram
positivas, como es habitual en los derivados de oro(l), sino también el de las Gram
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negativas. Este hallazgo sugiere que el complejo podria inhibir no solo a la diana tipica
de los complejos de oro(l) con efecto antibacteriano, la tiorredoxina reductasa, sino que
podria mostras afinidad por otra u otras proteinas bacterianas. Seran necesarios futuros
ensayos en esta direccion para caracterizar por completo el efecto antibacteriano del
complejo [Au(L2b)(IMe)] (5b).

En el ultimo capitulo, se ha analizado el efecto de la sustitucién del atomo de oro(l)
del centro metdlico por uno de plata(l) sobre las propiedades antitumorales del
complejo resultante. De acuerdo con los datos obtenidos, el complejo de oro
[Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a) seria aproximadamente 2,5 veces mas eficaz que el equivalente
de plata [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a), de acuerdo con los valores de ICso obtenidos en cada
caso; ademas, es de gran importancia que el derivado de oro(l) es en torno a 10 veces
mas selectivo que el de plata(l). Tomados en consideracion, estos resultados sugieren
gue, en este caso concreto, el complejo de oro [Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a) podria ser una
opciéon mas adecuada que su homodlogo de plata [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a) para el
tratamiento del cancer colorrectal. Por otra parte, se ha observado que ambos derivados
no comparten dianas terapéuticas, ya que, mientras que el complejo [Au(L1)(PPh3)](TfO)
(7a) causa apoptosis dependiente de ROS mediada por la inhibicién de la tiorredoxina
reductasa y la subunidad 20S del proteasoma, el complejo [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a)
induce apoptosis independiente de ROS; la diana o dianas moleculares de este derivado
no se han identificado hasta el momento, aunque los datos obtenidos podrian apuntar
a un fallo mitochondrial. Esto podria indicar que no existirian resistencias cruzadas entre
los derivados de oro(l) y plata(l), lo que podria ser de interés de cara al tratamiento de
tumores colorrectales resistentes a la quimioterapia de primera eleccién. Por ultimo, en
este capitulo se ha mencionado la posibilidad de que los derivados de oro(l) sean
capaces de activar la via extrinseca de la apoptosis. La capacidad de esta clase de agentes
quimioterapéuticos de activar la via extrinseca ha sido poco explorada hasta la fecha, y
podria suponer un interesante campo de estudio en un futuro préximo. De igual manera,
también el derivado de plata mostrd ser capaz de activar a la caspasa 8, de modo que
parece ser capaz de igual manera de activar la via extrinseca.

En definitiva, los complejos de oro(l) parecen ser una alternativa sélida al empleo de
farmacos basados en platino frente al tratamiento del cancer colorrectal. La presente
tesis doctoral prueba que todavia existen numerosas incégnitas por despejar en torno a
las propiedades antitumorales de estas moléculas, puesto que se han identificado
dianas moleculares que, hasta el momento, no habian sido consideradas en
profundidad, asi como la capacidad de inducir formas de muerte alternativas a la clasica
apoptosis intrinseca. La investigacion en este campo debe continuar, trasladando estos
estudios preclinicos a modelos tumorales tridimensionales y/o animales, para asi
avanzar en la busqueda de un nuevo farmaco eficaz y selectivo con el que sustituir a las
opciones terapéuticas actuales.
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On this Thesis, the antitumoral capacity of several gold(l) derivatives previously
synthethized in Inorganic Chemistry department of the University of Zaragoza has been
evaluated towards Caco-2 cell line as a model of colorectal cancer. According to
preclinical data obtained, the main goal proposed at the beginning - which consisted on
finding a safer and more efficient alternative to cisplatin- can be considered fulfilled.
Upon concomitant analysis of ICso values and Selectivity Index, certain complexes
highlight among all of them, which are [Au(C=C-2-NCsH4)(PTA)] (2a), 3a-d series
([Au(L2a-d)PPhs]) coordined to ligands derived from 3-hydroxyflavone units, specially
[Au(L2b)PPhs] (3b), [Au(L2c)PTA] (4c), which also contains a molecule derived from 3-
hydroxyflavone, and [Au(L1)(PPhs)](TfO) (7a) coordinated to a molecule derived from 2-
anilinopiridine, according to both safety and efficacy parameters. [Au(C=CPh)(PTA)] (1a)
might be included in this category as well, given that, although its Selectivity Index has
not been calculated, a model of gastrointestinal barrier (differentiated Caco-2 cells)
showed no changes in cell viability upon treatment with ICso value of this derivative
compared to negative control, which might be indicative of tumor selectivity as well as
clinical efficacy. Nevertheless, a series of novel gold(l) derivatives that might display a
promising clinical future has been identified.

The choise of the appropiate ligands has an undeniable heft on the therapeutic effect
of the resultant molecule. A clear example is found on chapter 1 when comparing the
bioactivity of complexes [Au(C=CPh)(PTA)] (1a) and [Au(C=C-2-NCsHa4)(PTA)] (2a), since
the addition of a single nitrogen atom on the alkynyl skeleton results on differences
regarding the affinitty toward thioredoxin reductase, as well as the type of cell death
induced. The extra nitrogen facilitates interaction between molecules of [Au(C=C-2-
NCsHa4)(PTA)], thus the capacity of interacting with thioredoxin reductase showed by
complex [Au(C=CPh)(PTA)] is lost. This fact is responsible of the mechanism of action
exerted by complex 2a, since the formation of such complexes aggregates on
mitochondria leads to mitochondrial failure and, as a consequence, to necroptotic cell
death, whereas complex 1a triggered intrinsic apoptosis as usual for gold(l) derivatives,
a mechanism of action that shares with auranofin among others.

Similarly, the election of 3-hydroxyflavone unit as ligand has shown to be an
interesting strategy in order to lead complexes to molecular targets by which gold(l)
derivatives usually display few or even no attraction, such as cyclooxygenase enzyme,
as shown on chapter three. Two derivatives have been identified as cyclooxygenase
inhibitors: [Au(L2b)PPhs] (3b) and [Au(L2c)PTA] (4c), which are able to inhibit isoformms
2 and 1 respectively. The molecule derived from 3-hydroxyflavone might be responsible
of the affinity of [Au(L2c)PTA] (4c) for the redox enzyme glutathione reductase as well,
given that gold complexes do not interact with this enzyme due to ist lack of the
selenenocysteine aminoacid. On the other hand, both complexes are able to inhibit the
most usual molecular target of gold derivatives, the enzyme thioredoxin reductase,
which suggests that the metallic centre is as relevant as the ligands in regards to
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mechanism of action of the resultant complex. This capacity of interacting with more
than one biomolecule at once showed by these complexes, turn them into multitarget
complexes, which must be taken into consideration for future studies given the
relevance of this kind of drugs on chemotherapy. Lastly, it must be carefully considered
that, despite both complexes are able to trigger apoptosis, complex [Au(L2c)PTA] (4c)
showed a slower pro-apoptotic effct than complex [Au(L2b)PPhs] (3b), probably because
of an activation of cytoprotective autophagy. In light of this, the combination of this
complex with an autophagy inhibitor might increase its therapeutic effect.

Therefore, the choice of the ligand will strongly influence the antitumor effect of the
complexes, thus becoming themselves more appropiate for the treatment of concrete
subtypes of cancer. E.g. [Au(L2b)PPhs] (3b) might be more useful against those tumors
displaying an overexpression of cyclooxygenase-2, whereas complex [Au(C=C-2-
NCsHa4)(PTA)] (2a) might be of great interest for the treatment of apoptosis-resistant
cancer. Consequently, creating multidisciplinary teams that collaborate close on each
stage of the projects, from complex synthesis to analysis of its antitumor effect, must be
a priority on the development of novel chemotherapeutic drugs.

On the other hand, the development of a novel drug cocktail containing [Au(C=C-2-
NCsHa4)(PTA)] (2a) and acidic polyphenols from the rosehip of the wild plant Rosa canina
has proved that, as well as was previously observed when combining cisplatin and
several plant extracts, the therapeutic effect of gold(l) derivatives might be improved
with the concomitant addition of plant extracts. The additive pharmacological
interaction between both agents suggests a way to increase the antiproliferative effect
of the metallodrug instead by increasing its concentration; wich might be beneficial in
order to reduce side effects derived by drug acummulation. The plant extract does not
potentiate the mechanism of action of the metallodrug itself, instead, the combination
blocks necroptosis triggered by the gold derivative upon autophagy activation in order
to maintain cellular integrity. In adittion, since mitochondria are quite damaged due to
treatment, lysosomes are affected as well and the autophagic flux remains uncomplete,
thus triggering apoptosis cell death. Nevertheless, results obtained so far are enterelly
preclinical, and assays on animal models must be performed to validate them.

Despite the proposed thesis was initially focused on the development of novel
chemotherapeutic agents for the treatment of colorectal cancer, some of the derivatives
was tested towards further cancer models. This analysis allowed us to study their
selectivity towards colorectal cancer. As an example, complex [Au(L2b)PPhs] (3b)
studied on chapter 3, showed twice antiproliferative effect on Caco-2 cell line than on
an hepatocarcinoma model, and a 9-fold increase on MCF-7 cell line (breast
adenocarcinoma) compared to Caco-2 cell line, wich suggetst that might be selective
toward a colorectal cancer subtype whose molecular profile was close to the one of
Caco-2 cells. Not only likely colorectal cancer-selective complexes have been identified:
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complex [Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a) displayed great antiproliferative effect towards two
breast cancer models (MMCF-7 and MDA-MB-231 cell lines). These data show up the
relevance of evaluating the effect of the complexes toward a panel of different cancer
models despite the main purpose is finding a chemotherapeutic agent against a very
specific cancer type, since unexpected but interesting results might be obtained.

This fact is closely related with the current idea of drug repurposing, which pleads
with giving a second chance to drugs as novel therapeutic option for diseases other than
the ones they were initially designed for. In this respect, on chapter 3 the antibacterial
potential of series 5a-d ([Au(L2a-d)(IMe)] and 6a-d ([Au(L2a-d)(IPr)]) has been studied
towards a panel of Gram positive and Gram negative bacteria. Despite that these
complexes were initially synthethized as chemotherapeutic agents, their relatively low
antiproliferative capacity in comparison to their phosphine gold(l) homologues might
have supposed their definitive discard as drugs. However, upon evaluating their
antibacterial effect they have received a second opportunity. Again, the choice of the
appropiate ligands is proved to be relevant, so that the presence of phosphines (series
3a-d and 4a-d) leads to a high cytotoxicity toward the evaluated cancer cell models,
whereas the replacement of phosphines by carbenes results on a reduction in this
cytotoxicity in benefit of their antibacterial properties. It is of great interest the capacity
of complex [Au(L2b)(IMe)] (5b) to inhibit not only Gram positive bacteria growing, which
is common for gold(l) derivatives, but also Gram negative. This finding suggests it might
inhibit the usual molecular target of antibacterial gold(l) complexes, redox enzyme
thioredoxin reductase, and also display certain affinity for other bacterial proteins.
Further studies will be needed in order to fully characterize the antibacterial effect of
complex [Au(L2b)(IMe)] (5b).

In the last chapter, the replacement of gold(l) by silver(l) has been analyzed in terms
of the antitumor properties. According to the obtained data, the gold complex
[Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a) displays a 2.5-fold increase in ICso compared to silver(l)
counterpart [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a); besides, the gold(l) derivative displays a 10-fold
increase in Selectivity Index, which is of great relevance. Taken together, these results
suggest that, in this specific case, the gold complex [Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a) might be a
more adequate therapeutic option than [Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a) for the management of
colorectal cancer. On the other side, both complexes do not share molecular targets,
since complex [Au(L1)(PPh3)](TfO) (7a) triggers ROS-dependent apoptosis mediated by
inhibition of thioredoxin reductase and 20S proteasome, whereas complex
[Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a) induces ROS-independent apoptosis; molecular targets of this
derivative have not been yet identified, although the obtained data suggest that
mitochondria disruption might be involved. This might be indicative of a lack of cross-
resistance between both gold(l]) and silver(l) complexes, which suggests
[Ag(TfO)(L1)(PPhs)] (8a) could be used as back-up treatment for the management of
tumor resistant to gold-containing drugs. Finally, the activation of extrinsic apoptosis
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pathway triggered by gold(l) derivatives has been mentioned in this chapter. The
capacity of this type of chemotherapeutic agents of triggering extrinsic apoptosis has
been poorly studied yet, and might be an interesting knowledge field to explore in a near
future. Similarly, the silver derivative showed the capacity of activating caspase 8, which
suggests it might trigger extrinsic apoptosis as well.

In summary, gold(l) complexes might be a strong alternative to the current platinum-
based drugs for colorectal cancer treatment. This doctoral thesis proves that there are
still numerous unknowns to solve regarding to the antitumor properties of these
molecules, given that it has been identified molecular targets that have not been
considered yet, and also alternative cell death pathways have been observed in
response to treatments. Research on this knowledge field must pursue, transferring
these preclinical studies to 3D and/or animal models in order to advance in the search
of a novel effective and selective drug to replace the current therapeutic strategies.
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