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RESUMEN

En la actualidad, el cancer es uno de los trastornos a los que mas esfuerzos ha
dedicado la investigacién, debido a su alta incidencia, el desconocimiento existente
acerca de su aparicion y desarrollo y la elevada tasa de mortalidad que presenta. En
concreto, el cancer de colon es el tercero con mayor incidencia a nivel mundial y uno
de los que peor prondstico poseen. Debido a la escasa efectividad de los tratamientos
convencionales (la radioterapia y la quimioterapia), junto a los efectos secundarios que
producen en el paciente, es necesaria la busqueda de nuevos tratamientos.

En esta linea y a raiz del descubrimiento de las propiedades anticancerigenas del
cisplatino, comenzaron a desarrollarse complejos metalicos entre los que se
encuentran los complejos metalicos de oro(l) y de oro(lll).

En el presente trabajo se ensayo el efecto de nueve complejos de oro(lll) con ligandos
ditiocarbamato sobre una linea celular de carcinoma de colon humano (Caco-2/TC7).
Estos complejos demostraron tener la capacidad de inhibir la actividad de tipo
qguimotripsina del proteasoma, deteniendo el ciclo celular en fases Go y Gi1 y
desencadenando la muerte por apoptosis.

ABSTRACT

Nowadays, cancer is one of the most investigated disorders due to its high incidence,
the ignorance about its development and its low survival rate. In particular, colorectal
cancer is the third most common cancer in the world, as well as having one of the
worst prognosis, due to the low efficacy of the traditional treatment (radiotherapy and
chemotherapy), together with the adverse reactions caused in the patients.

In an attempt to overcome these drawbacks, and since the anticancer properties of
cisplatin were discovered, new metal complexes appeared and started to be used in
chemotherapy. Among these complexes, we can find gold(l) and gold(lll) derivatives.

In the present work, nine different dithiocarbamate gold (lll) complexes were tested in
Caco-2/TC7 cells (human colon carcinoma cell line), in order to evaluate their cytotoxic
effect. These complexes showed the capacity of inhibiting the proteasome
chymotrypsin-like activity, which would arrest cell cycle in Go and G1 phases, triggering
apoptosis.
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ABREVIATURAS:

CDK: quinasa dependiente de ciclinas

C-L (activity): (actividad) tipo caspasa

CT-L (activity): (actividad) tipo quimotripsina
DCFH-DA: dicloro-dihidrodiacetato de fluoresceina
DilC1: yoduro de 1,1’,3,3,3’-hexametilindodicarbo-cianina
DTNB: acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico

MTT: 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico
PGPH: peptidilglultamil péptido hidrolasa

Pl: yoduro de propidio

PS: fosfatidilserina

ROS: especies reactivas de oxigeno

T-L (activity): (actividad) tipo tripsina

TrxR: tiorredoxina reductasa

UPS: sistema ubiquitina/proteasoma

Wn: potencial de membrana mitocondrial



1. INTRODUCCION

1.1. El cancer de colon

El término cdncer recoge cientos de enfermedades que se definen como el resultado
de dos procesos. El primero de ellos es la divisién incontrolada de las células, que
pierden su morfologia normal, dando lugar a un tumor. La segunda de las
caracteristicas comun a todas estas enfermedades es la adquisicion de la capacidad de
invadir otros tejidos, es decir, de producir metéstasis®.

Sin embargo, el cancer puede aparecer en cualquier tejido, adquiriendo en cada caso
unas caracteristicas especificas que lo diferencia de los tumores propios de otros
organos. El cdncer de colon, el tercero mas diagnosticado y cuarto que mas muertes
provoca?, es un adenocarcinoma propio de las células epiteliales, concretamente de la
mucosa del intestino grueso®. Como el resto de canceres, es el resultado de un proceso
de acumulacién de mutaciones y cambios epigenéticos que suponen la pérdida

sucesiva de genes supresores de tumores y la ganancia de funcién de los oncogenes® >
5

La causa de la adquisicién de estas mutaciones aun se desconoce, pero existen una
gran cantidad de factores de riesgo. Aunque los mdas importantes son los factores
ambientales (estilo de vida, dieta o exposiciéon a radiaciones)®, también influyen
factores genéticos’ o el padecimiento de afecciones intestinales como la enfermedad
de Crohn, que predisponen al desarrollo de cancer colorrectal.

A pesar de los importantes avances en la biologia y genética del cancer, la revolucién
terapéutica no ha sido la esperada y, hoy en dia, el cancer se considera un grave
problema de salud publica, situdndose como la segunda causa de mortalidad en paises
desarrollados como Estados Unidos®. Ademas, de entre todos ellos, el cancer
colorrectal es el tercero més diagnosticado, presentando altas tasas de mortalidad®.

1.2. Complejos metalicos en el tratamiento del cancer de colon

En estadios tempranos del cancer de colon, como en la mayoria de los tumores en
estados poco avanzados y de facil acceso, la intervencidn quiridrgica es el tratamiento
de principal eleccidn. Sin embargo, es habitual la recurrencia tras la extirpacién del
tumor, por lo que cuando el cancer ha evolucionado hasta fases mas avanzadas de la
enfermedad, la radioterapia y la quimioterapia son las armas principales para combatir
la enfermedad?.

Entre los agentes empleados en quimioterapia encontramos antimetabolitos como el
5-fluoroacilo, anticuerpos monoclonales como Bevacizumab (anti-VEGF) y complejos
metadlicos de platino como el cisplatino y el oxaliplatino (figura 1).



1.2.1. Los complejos de platino

La aplicacién farmacoldgica de iones metdlicos para el tratamiento de diferentes
enfermedades como el cdncer se ha desarrollado a lo largo de la historia de la
medicina. Uno de los primeros complejos metdlicos usados para combatir el cadncer fue
el cisplatino (cis-[PtCl2(NHs)2]), un complejo de platino(ll) cuyas propiedades
anticancerigenas se descubrieron en los afios 60 y que permitid la cura de un elevado
porcentaje de casos de cancer de testiculos, jugando ademas un papel muy activo en el
tratamiento de cénceres de ovario, vejiga y cérvix, melanomas y linfomas?°.

Sin embargo, a pesar de su excelente capacidad anticancerigena, la efectividad del
cisplatino se ve comprometida por dos razones. La primera de ellas es una toxicidad
debida a su modo de actuacién, ya que el cisplatino se intercala en el DNA, generando
cambios conformacionales que impiden su replicacién y transcripcion, lo que
desencadena la muerte por apoptosis!. Esto le dota de una escasa especificidad por el
tejido cancerigeno, ya que el farmaco también actua sobre las células sanas, que
sufren un entrecruzamiento Pt-GG, desarrollando graves efectos secundarios entre los
que destacan nefrotoxicidad y neurotoxicidad'?. La segunda de las razones que limita
el uso del cisplatino es la capacidad de los tumores de desarrollar resistencias ante
este tratamiento.
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Figura 1. Estructura del cisplatino y sus derivados.

Con el objetivo de reducir estos efectos adversos, se evoluciond en la sintesis quimica
de estos compuestos, disefiando complejos de platino de segunda y tercera
generacion como el carboplatino  (cis-diamino(ciclobitano-1,1-dicarboxilato-
0,0")platino(ll)) y el oxaliplatino (cis-[oxalato(trans-1-1,2-
diaminociclohexano)platino(ll)])!3. De hecho, en la actualidad, el oxaliplatino se
emplea, en combinacién con 5-fluorouracilo y leucovorina como coadyuvantes, en el
tratamiento de primera linea contra el cancer de colon metastasico'®. Aunque son mas
efectivos que el cisplatino, estos nuevos compuestos siguen resultando toxicos, ya que
su mecanismo citotoxico es el mismo, por lo que su impacto como farmacos
anticancerigenos no ha sido el deseado.

Por lo tanto, en los ultimos afios, los nuevos avances en terapia antitumoral basada en
agentes metalicos se han dirigido hacia la sintesis de complejos no basados en platino,
para evitar los efectos adversos asociados al cisplatino y sus analogos. Entre ellos, el
interés por los complejos de oro se ha incrementado en la actualidad debido a su
potente efecto sobre la proliferacion de las células tumorales.



1.2.2. El oro en la medicina
Las propiedades medicinales del oro se han utilizado ampliamente a lo largo de Ila
historia. Las primeras aplicaciones terapéuticas del oro datan del afio 2500 a.c. en
China, donde se usaba para el tratamiento de la viruela, ulceras de piel y el
sarampion®. Posteriormente, culturas como la india o la egipcia también emplearon
el oro para la confeccidn de diferentes preparados médicos™.

Durante todos esos siglos, el oro era considerado como un simbolo de longevidad e
inmortalidad debido a sus poderes curativos. Sin embargo, fue en los primeros afios
del pasado siglo cuando la crisoterapia comenzé a utilizarse de manera racional, como
resultado de las pruebas realizadas para determinar su efecto bacteriostatico. Con este
propdsito, se emplearon distintos complejos de oro(l) para la eliminacion de la
micobacteria causante de la tuberculosis®. Posteriormente, algunos de los
compuestos menos toéxicos de entre aquellos que habian sido ensayados, la miocrisina
(aurotiomalato) y el solganol (aurotioglucosa) (tiolato complejos de oro(l)) (figura 2),
fueron destinados también para el tratamiento de la artritis reumatoide (AR),
disminuyendo ademés el dolor articular?’.

CO,Na OH OAc
PEt
(e} (0] ]
Au
co Naj\S—Au OH S/AU OA&S/
2 n OH OH n  OAc OAc
Miocrisin Solganol Auranofin

Figura 2. Estructura de complejos de oro empleados como farmacos frente a AR.

Sin embargo, estos compuestos presentaban algunos efectos secundarios adversos,
por lo que se sintetizaron nuevos compuestos metalicos de oro con menor toxicidad y
vias de administracion menos invasivas. En este contexto, en los anos 80 aparecid el
auranofin  (1-tio-B-D-glucopiranosa-2,3,4,6-tetraacetato-S-trietilfosfina oro(l)), un
derivado de oro(l) (figura 2) con efectos antiartriticos'®. Ademads, posteriormente se
descubrié que este compuesto presentaba unas propiedades anticancerigenas muy
similares al cisplatino, especialmente sobre leucemias?’, por lo que en los Ultimos afios
han surgido una enorme variedad de complejos de oro con capacidad de detener la
proliferacion de células tumorales?% 2,

1.3. Los complejos de oro(lll)

El oro se puede presentar en dos estados de oxidacion distintos: Au(l) y Au(lll). Aunque
los complejos de oro(l) han sido los mas estudiados debido a la influencia del
auranofin, el oro(lll) suscita un gran interés debido a la analogia que existe entre estos
complejos y los de platino(ll), ya que ambos son isoelectrénicos (configuracién
electrénica d®) e isoestructurales (geometria plano-cuadrada)??. Esto ha hecho que en
los ultimos afios hayan ido surgiendo una enorme variedad de complejos de oro(lll)
con actividad anticancerigena?® 24,



Sin embargo, los complejos de oro(lll) son muy reactivos y su elevado potencial redox y
baja estabilidad pusieron en entredicho la eficacia de estos compuestos como
farmacos anticancerigenos, ya que bajo las condiciones reductoras fisioldgicas, se
podrian reducir facilmente a oro(l) y oro metalico?®. A pesar de estos inconvenientes,
se ha conseguido aumentar la estabilidad de los complejos de oro(lll) gracias al uso de
determinados ligandos, especialmente aquellos que presentan atomos de nitrégeno
como grupos dadores de densidad electrénica?>.

1.4. Ligandos del tipo ditiocarbamato

Uno de los ligandos que ha demostrado incrementar la estabilidad de los complejos de
oro(lll) son los ditiocarbamatos, ya que, gracias a su efecto quelante y su capacidad
para actuar como donadores de electrones, son capaces de estabilizar el atomo de oro
en su estado de oxidacién +32°,
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Figura 3. Ligandos de tipo ditiocarbamato: (A) N,N-Dimetilcarbamato (DMDT); (B) S-Metil-N,N-
dimetilditiocarbamato (DMDTM); (C) Etilsarcosinaditiocarbamato (ESDT)

Ademas, los ditiocarbamatos tienen la habilidad de regular la funcidn de algunas
proteinas claves en la proliferacién celular, siendo capaces de activar o suprimir
procesos como la apoptosis, el estrés oxidativo o la traduccién y degradacion de
proteinas. Por lo tanto, estos compuestos son de gran interés para su aplicacién
clinica, no solo como agentes quimioterapéuticos para el tratamiento del cancer, sino
también como antivirales, antiinflamatorios y contra otras afecciones?’.

1.5. Dianas celulares de los complejos de oro(lll) con ligandos ditiocarbamato.

Dada la analogia entre los complejos de platino(ll) y los de oro(lll), se esperaba que
ambos compartieran el DNA como diana molecular. Sin embargo, aunque en algunos
casos se ha obtenido evidencia de una interaccién directa oro(lll)-DNA, en la mayoria
de los casos, los efectos sobre el DNA parecen ser muy débiles, mientras que los
complejos si son capaces de unirse a diferentes proteinas celulares. Es decir, el DNA no
es la diana principal de los complejos de oro(lll), sino que existen mecanismos
bioquimicos alternativos asociados a la modificacidn selectiva de proteinas cruciales
para el desarrollo celular?®.

Se ha propuesto un mecanismo por el cual las proteinas que presentan residuos de
cisteina expuestos podrian ser atacadas por los complejos de oro(lll), que romperian
los puentes disulfuro y oxidarian las metioninas y glicinas, por lo que los extremos
amino terminales podrian ser desaminados por tales compuestos?®. Entre las proteinas



con las que estos complejos de oro son capaces de interactuar destacan la tiorredoxina
reductasa (TrxR) y el proteasoma.

1.5.1. Inhibicién de la tiorredoxina reductasa
Existen estudios que ponen en evidencia la capacidad del auranofin para inducir un
incremento en los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS)*°. Estudios
posteriores demostraron que complejos de oro(l) y oro(lll) inhibian la enzima TrxR3133,
lo cual se traduciria en un aumento de los niveles de ROS mitocondrial3% 34,

El sistema tiorredoxina es uno de los sistemas antioxidantes mas importantes de la
célula y esta implicado en mantener el ambiente redox en el interior celular, en el
crecimiento de la célula, en la defensa del estrés oxidativo y en el control de la
apoptosis®. Esta constituido por la tiorredoxina (Trx), la enzima tiorredoxina reductasa
(TrxR) y el NADPH.

La tiorredoxina reductasa (TrxR1) (EC:1.8.1.9, es la forma citosodlica de la TrxR. Se trata
de una proteina homodimérica que posee actividad tiorredoxinreductasa y que,
ademas, puede actuar como glutarredoxina. Se encuentra codificada en el gen TXNRD1
y se han descrito 7 isoformas diferentes, de las cuales la isoforma 1, expresada en
ovario, bazo, corazén, higado, rifidn y pancreas, asi como en células cancerigenas, es
considerada la secuencia candnica. TrxR1 contribuye a la homeostasis oxidativa,
evitando los dafios causados por estrés oxidativo asociado a H,0,, ademas de inducir la
polimerizacién de actina y tubulina.

Como consecuencia del desequilibrio redox en las células tumorales, la expresion de
tiorredoxina y tiorredoxina reductasa se ve incrementada en un gran numero de
canceres. Ademas, sus niveles estan relacionados con la proliferacién activa del tumor
y un peor prondstico del paciente3®,

Se piensa que los complejos de oro pueden atacar selectivamente a los grupos tioles y
selenoles de las proteinas, claves para mantener la funcion reductasa de las proteinas
implicadas en el equilibrio redox®’. La TrxR1, por ejemplo, presenta en la cola C-
terminal una selenocisteina muy accesible susceptible de ser modificada (selectiva e
irreversiblemente) por compuestos eletrofilicos, lo que provocaria la desactivacién de
la enzima®. En concreto, iones metalicos blandos tales como platino(ll) y oro(l) y (Ill)
pueden interaccionar con el residuo de selenocisteina actuando como inhibidores de la
enzima3’ 3,

1.5.2. Inhibicién del proteasoma
Inicialmente, los inhibidores del proteasoma se usaban para el estudio de las
actividades cataliticas del mismo3°. Sin embargo, se han encontrado diferentes
resultados que sugieren que las células tumorales presentan una mayor sensibilidad a
la inhibicién del proteasoma que las células sanas*®%?, por lo que se comenzd a



estudiar el uso potencial de los inhibidores del proteasoma como un agente
anticancerigeno.

El sistema ubiquitina/proteasoma (UPS) es una maquinaria molecular compleja que
constituye la via de protedlisis principal en las células eucariotas®® y juega un papel
fundamental en la regulacién a la alza (up-regulation) de la proliferacién celular y la
regulacion negativa (down-regulation) de la muerte celular. Esta via consta de dos
pasos:

(1) La ubiquitinacion de la proteina, que consiste en una modificacion covalente
reversible catalizada por un proceso enzimatico en tres pasos. En el primero de ellos, la
ubiquitina (Ub) es activada por la enzima Ub-activadora (E1), en el segundo la
ubiquitina activada es transferida a la enzima Ub-conjugadora (E2) y por ultimo la
ubiquitina se une a la proteina sustrato mediante la Ub-ligasa (E3)**.

(2) La degradacion de la proteina poliubiquitinada en el proteasoma 26S.El proteasoma
26S es un complejo enzimatico multicatalitico que consiste en un nucleo catalitico 20S
asociado a dos subunidades reguladoras 19S (figura 4). Cada una de estas subunidades
19S es capaz de unirse a una cadena poliubiquitinada y separarla de la proteina
sustrato. Posteriormente, la proteina es desnaturalizada e introducida en el ndcleo 20S
para ser degradada®.

En el proteasomase han identificado tres actividades enzimaticas diferentes, la de tipo
quimotripsina (CT-L), la actividad tipo caspasa (C-L o PGPH -peptidilglultamil péptido
hidrolasa-) y la tipo tripsina (T-L), llevadas a cabo por las subunidades B5, B2 y B1,
respectivamente, que se caracterizan por presentar residuos de treonina N-terminales
que sirven como centros activos nucleéfilos?.

La inhibicién del proteasoma en las células cancerigenas conlleva la regulacion de las
rutas proliferativas y anti-apoptdticas. La mayoria de las células tumorales presentan
una elevada proliferacién, por lo que aumentan la sintesis de proteinas, lo que podria
hacerlas mas sensibles a la inhibicidon del proteasoma. Algunos de los mecanismos que
se han identificado como causantes del efecto apoptdtico de la inhibicién del
proteasoma en las células tumorales son la inhibicién de la actividad de NF-«kB (factor
nuclear activador de las cadenas ligeras k de las células B activadas), la alteracién del
ciclo celular por la degradacion de proteinas reguladoras, alteracién del equilibrio
entre proteinas anti y pro-apoptodticas, estrés del reticulo endoplasmatico e inhibicidn
de la angiogénesis y de la reparacion del DNA3°,
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Figura 4. Esquema de la estructura y funcionamiento del proteasoma. El nucleo 20S es un
cilindro compuesto por 4 anillos apilados. Los dos anillos exteriores (anillos a) forman, junto a
las subunidades regulatorias 19S, un canal lo suficientemente estrecho como para impedir el
paso de las proteinas que mantienen sus estructuras secundarias y terciarias. Las proteinas
desnaturalizadas por las subunidades 19S entrardn en la cdmara catalitica, formada por los
dos anillos 8 interiores, cada uno de los cuales contiene 3 centros activos (61 -tipo caspasa o
PGPH-, 62 —tipo tripsina- y B85-tipo quimotripsina-) que degradan las proteinas
progresivamente, generando pequefios péptidos de entre 3 y 25 aminodcidos.

En los ultimos afios, se han desarrollado complejos metdlicos con ligandos
ditiocarbamato especificos contra la subunidad B5 del proteasoma?*#’, ya que se ha
comprobado que la inhibicién de la actividad CT-L es la mas efectiva a la hora de
inducir la apoptosis en células cancerigenas®®.

1.6. Mecanismos de muerte celular

Tradicionalmente, los dos tipos de muerte celular principales han sido la apoptosis y la
necrosis, aunque actualmente se conoce que también existen otras vias como la
autofagia, la catastrofe mitética y la necroptosis®.

La apoptosis o muerte celular programada conlleva una serie de cambios morfolégicos
entre los que se encuentran la contraccion del citoplasma, la formacién de yemas en la
membrana o la pérdida de la capacidad de adhesidn, tanto a las células vecinas como a
la matriz extracelular, todo ello dirigido a la formacién de unas estructuras vesiculares
denominadas blebs que son eliminadas por células fagocitarias. Sin embargo, la
necrosis se caracteriza por una ganancia de volumen celular que provocard la rotura de
la membrana plasmatica y la consiguiente pérdida del contenido citoplasmatico. Asi, la
principal diferencia entre ambos tipos de muerte celular es el hecho de que la necrosis
va acompafiada por una reaccién inflamatoria debido a la salida a la matriz extracelular
de los componentes celulares, mientras que en la apoptosis esto no tiene lugar dado
que la célula apoptética es fagocitada por los fagocitos propios del sistema inmune.



Por lo tanto, para tratar de evitar la inflamacién asociada a la necrosis y asi reducir las
molestias del paciente, lo mas recomendable es utilizar fdrmacos que induzcan la via
apoptética de muerte celular.

La apoptosis, a su vez, puede comenzar por dos vias diferentes que confluyen en la
activacion de la caspasa 3, principal caspasa ejecutora. Se trata de las vias extrinseca e
intrinseca. Mientras que la via extrinseca requiere de la activacion de unas proteinas
transmembrana denominadas receptores mortales, la via intrinseca o mitocondrial no
estd mediada por receptores, sino que se activa en respuesta a estreses celulares°.

Uno de los primeros eventos que se observan al activarse la via intrinseca es un
aumento de la permeabilidad de la membrana externa mitocondrial, que a su vez se
traduce en un descenso del potencial mitocondrial ({m)°!. Esta despolarizacion de la
membrana mitocondrial se debe a la activacion de proteinas pro-apoptéticas como
Bax, que al activarse se une a la membrana mitocondrial externa formando canales. Al
producirse este aumento en la permeabilidad el citocromo C, una proteina que se
encuentra en el espacio intermembrana de la mitocondria, se libera al citoplasma.
Aqui, oligomeriza con Apaf-1, reclutando a la caspasa 9 (caspasa iniciadora) y dando
lugar a un complejo llamado apoptosoma°. Por ultimo, el apoptosoma activa a la
caspasa 3 que acabara produciendo la muerte celular. Es destacable también el
descenso en la actividad de las proteinas anti-apoptéticas de la familia BCL, como por
ejemplo la proteina Bcl-2, que tiene lugar al activarse esta via.
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2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta todos estos antecedentes, y dado que el nimero estudiado de
complejos de oro(lll) con propiedades anticancerigenas es mucho menor que el de
complejos de oro(l), ademas de presentar mecanismos de accién menos conocidos, a
la hora de iniciar el desarrollo de este trabajo se plantearon tres objetivos o vias de
estudio principales:

1. El estudio del poder citotoxico de diferentes complejos metdlicos de oro(lll) con
ligandos del tipo ditiocarbamato, para asi poder determinar sus propiedades
anticancerigenas.

2. El estudio del tipo de muerte celular que inducen los compuestos

3. El estudio de las posibles dianas y mecanismos de accidn de estos complejos de
oro(lll).

Para el desarrollo de estos objetivos se han utilizado 9 complejos de oro(lll) (figura 5),
cuyo efecto citotoxico ha sido testado en células Caco-2/TC7, una linea celular de
cancer de colon humano. Los andlisis que se han llevado a cabo para la consecucién de
los objetivos planteados son los siguientes:

1. Estudios farmacodindmicos realizados mediante ensayos de viabilidad celular
(MTT), tanto en células indiferenciadas (cancerigenas) como en células diferenciadas
(enterocitos normales).

2. |dentificacién de vias y proteinas que intervienen en los procesos apoptoéticos
(inversion de fosfatidilserina, liberacidn del citocromo C, caspasas, Bax o Blc-2).

3. Analisis de las actividades enzimaticas de la tiorredoxina reductasa y el
proteasoma y estudio del dafo oxidativo.
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Figura 5. Complejos de oro(lll) cuyo estudio se ha abordado en este trabajo

12



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Complejos de oro(lll) y preparacion de las disoluciones madre

Los complejos de oro(lll) empleados en este trabajo, que habian sido previamente
sintetizados en el grupo de la Dra. Elena Cerrada, del Departamento de Quimica
Inorganica de la Universidad de Zaragoza, son derivados de tres ditiocarbamatos
diferentes (S2CNR2, con R = Me, Et o CH;Ph) en combinacién con otros tres ligandos
tiolato (pirimidina tiolato, metilpirimidina tiolato y dimetilpirimidina tiolato) que
proporcionan estabilidad al complejo resultante. En la figura 5 (ver objetivos) se
recogen las estructuras de los mismos, asi como el nimero con el que se hara
referencia a cada uno de ellos a lo largo del trabajo.

A continuacion, se detallan los complejos empleados para el desarrollo del trabajo, que
fueron disueltos en DMSO a una concentracion de 20 mM (disolucién madre):

Complejo 1: [Au(SPirimidina)2(S2C=NBzz)]. PM: 685,48 g/mol.
Complejo 2: [Au(SMePirimidina)2(S2C=NBz;)]. PM: 715,50 g/mol.
Complejo 3: [Au(SMe;Pirimidina)2(S2C=NBz)]. PM: 747,77 g/mol.
Complejo 4: [Au(SPirimidina)2(S2C=NEt2)]. PM: 566,99 g/mol.
Complejo 5: [Au(SMePirimidina)2(S2C=NEt3)]. PM: 595,58 g/mol.
Complejo 6: [Au(SMe;Pirimidina)2(S2C=NEt3)]. PM: 621,42 g/mol.
Complejo 7: [Au(SPirimidina)2(S2C=NMe3)]. PM: 539,47 g/mol.
Complejo 8: [Au(SMePirimidina)2(S2C=NMe3)]. PM: 567,53 g/mol.

Complejo 9: [Au(SMezPirimidina)2(S2C=NMe;)]. Este complejo no se pudo disolver en
DMSO, por lo que las caracteristicas de su disolucion madre se detallan a continuacion:
9mM (en acetonitrilo, clorometano y acetona). PM: 595,38 g/mol.

Se parte de los productos obtenidos directamente de la sintesis, es decir, de los
complejos en forma sdlida. Para poder proceder con la realizacidon de los diferentes
ensayos, es necesario que los complejos se encuentren en un medio liquido, para lo
gue se utilizan disolventes organicos. Se obtiene asi una disolucién de concentracién
conocida (disolucion madre) de la que se partird para elaborar todas las que se
requieran posteriormente.

3.2. Linea celular (Caco-2/TC7)

Para ensayar los complejos se ha trabajado con células Caco-2, una linea celular
adherente procedente de carcinoma de colon humano. Esta linea presenta la
peculiaridad de que, al alcanzar la confluencia, a los 7 dias de haber sido sembradas, se
diferencian espontaneamente a enterocitos normales?, como queda representado en
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la figura 6. Ademas, la cepa utilizada, la TC7, procede de pasajes tardios (140-150),
hecho que se refleja en su estabilidad y homogeneidad.

Figura 6. Representacion de las células Caco-2/TC7 en estado: (A) indiferenciado (células
cancerigenas) antes de entrar en confluencia (B) diferenciados a enterocitos normales una vez
se ha alcanzado la confluencia.

3.3. Cultivo celular

El cultivo se ha realizado en una estufa de CO; (Haeraeus BB16) a una temperatura de
37°Cy una atmdsfera humidificada que contiene un 95% de O, y un 5% de CO,. Para el
crecimiento celular se empled el medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM)
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 20%, aminoacidos no esenciales al 1%,
estreptomicina (1000 g/ml) al 1%, penicilina (1000 U/ml) al 1% y anfotericina (250
U/ml) al 1%. Para el cultivo de células tratadas con los complejos se ha utilizado el
mismo medio sin el suplemento de FBS. Ademas, el cultivo debe permanecer siempre
en condiciones estériles, por lo que su manipulacién se ha llevado a cabo siempre con
material estéril y en una campana de flujo laminar vertical de clase Il (Telstar AV-100).
La tripsinizacién, para llevar a cabo los cambios de pasaje o las siembras para los
ensayos, se realizé utilizando 0,25% tripsina-1 mM EDTA, subcultivando las células en
botellas de 25 cm? a una densidad de 300.000 cél/ml.

Los experimentos con células indiferenciadas se llevaron a cabo 24 horas después de la
siembra, mientras que la adquisiciéon de la confluencia (80%) se identificé por
microscopia.

3.4. Estudios de viabilidad en cultivos 3D. Generacién de esferoides

Las células Caco-2 (3.000 células por placa) se mezclaron con una solucién de elevada
viscosidad de metilcelulosa y se sembraron 100 pl de la suspension final a cada uno de
los pocillos de una placa de 96 pocillos. Los esferoides se dejaron crecer durante 72
horas y posteriormente se incubaron 24 horas con el complejo de oro(lll) a distintas
concentraciones. Para poder evaluar la viabilidad celular, los esferoides se tifieron con
Hoechst 33342 (4 mg/ml) y yoduro de propidio (4 mg/ml) y se tomaron imagenes de
los esferoides gracias a un microscopio confocal (Eclipse Ti, Nikon).
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3.5. Estudio de la proliferacién celular y determinacion del ICso. Ensayo MTT

La inhibicién de la proliferacién celular fue estudiada mediante la reduccién del
bromuro de (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico (MTT) por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa o ensayo MTT. Se trata de un ensayo
colorimétrico que permite medir la funcionalidad mitocondrial de un determinado
cultivo y determinar su estado tras ser sometido a un tratamiento que haya podido
ejercer un efecto citotdxico sobre éste. La reduccién metabdlica del MTT en un
compuesto coloreado (azul de formazan) permitira evaluar la actividad de la succinato-
deshidrogenasa mitocondrial. De esta manera, se considera que la cantidad de células
vivas sera proporcional a la cantidad de formazan producido, que midié con un
espectrofotémetro.

Para llevar a cabo el ensayo MTT se sembraron, en una placa de 96 pocillos, 100.000
células por pocillo y, tras 24 horas de crecimiento se procedid al tratamiento con
diferentes concentraciones de los complejos. Después de 72 horas de incubacién se
realizd el ensayo MTT, para ello se afiadid a cada pocillo 10 pl de reactivo MTT
(5mg/ml PBS) y se dejd incubar durante 3 horas. Finalmente, se elimind el medio de
cultivo por inversion y se disolvieron los cristales de azul de formazan en 100 ul de
DMSO, para asi leer la densidad 6ptica de la placa a 540 nm en un espectrofotémetro
(SPECTROstar Nano, BMG LABTECH).

3.6. Estudios de apoptosis. Doble tincion Anexina V/yoduro de propidio

Para determinar la muerte por apoptosis en las células se recurrié a una tincién doble
con Anexina V conjugada al fluorocromo FITC y yoduro de propidio (Pl). En primer
lugar, se sembraron 600.000 células Caco-2/TC7 en una botella de 75 cm?y se trataron
con los complejos durante 24 y 48 horas. Tras la incubacion, las células se recogieron y
tiferon con Anexina V-FITC de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A
continuacion, se transfirieron a tubos de citometria de flujo y se lavaron dos veces con
tampon fosfato salino (PBS) a temperatura ambiente, se resuspendieron en 100 ul de
buffer de unién a Anexina V (10 mM Hepes/NaOH pH 7,4, 140 mM NacCl, 2,5 mM CaCl,)
y se anadieron 5 ul de anexina V-FITC y 5 pl de Pl a cada 100 ul de suspensién celular.
Tras 15 minutos de incubaciéon a temperatura ambiente y en oscuridad, se afladieron
400 pl de buffer de unién a anexina V 1X y se analizé por citometria de flujo (FACSARIA
BD) durante 1 hora. La intensidad de sefial se analizé con FACSDIVA BD.

3.7. Analisis de la activacion de las caspasas 3 y 7 mediante microscopia confocal

El primero de los métodos utilizados para estudiar la activacién de caspasas se baso en
la microscopia confocal de fluorescencia. Para ello, se utilizé reactivo CellEvent™
Caspase-3/7detection (C10423, ThermoFisher). Las células Caco-2/TC7 se sembraron
en placas de 96 pocillos a una densidad de 4.000 células por pocillo. Tras la incubacién
con los complejos durante 3 horas, se retir6 el medio y se afiadid el reactivo,
previamente diluido en PBS (90 pl/ml) dejando incubar durante 10 minutos. Por
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ultimo, se utilizé un microscopio de fluorescencia invertido (Eclipse Ti, Nikon) junto a
un modulo confocal para observar la fluorescencia en las células. Los filtros de
excitacidon y emision eran de 488 y 590/50 nm, respectivamente.

3.8. Determinacion de la activacién de caspasa-3 mediante citometria de flujo

El segundo de los procedimientos se basé en la determinacién de la fluorescencia por
citometria de flujo. Las células Caco-2/TC7 se sembraron en botellas de 75 cm? a una
densidad de 600.000 células por botella. Tras ser incubadas con los complejos de oro
las células se fijaron en formaldehido 0,01% durante 15 minutos y se centrifugaron 5
minutos a 300 g y temperatura ambiente. Posteriormente, para provocar la ruptura de
las membranas plasmaticas se resuspendié el pellet en 100 ul de digitonina (en PBS
0,5% v/v) y se incubé 15 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Tras la
incubacion, las células se lavaron con 2 ml de PBS con digitonina (0,1%) y se
centrifugaron 5 minutos a 300 g. El sobrenadante se descarté y el pellet se resuspendio
en 200 pl de PBS con digitonina (0,1%). A continuacidn, se afiadieron 2 ul del
anticuerpo anti-caspasa3 (Novus, Clone C92-605) y se incubd 1 hora a temperatura
ambiente. Tras la incubacion, las células se centrifugaron 5 minutos a 500 y se lavaron
dos veces con PBS. Por ultimo, las células se resuspendieron en 400 ul de PBS y se
analizo la fluorescencia a 494 nm (excitacidn) y 520 nm (emisién) mediante citometria
de flujo usando un FACSARRAY BD equipado con una laser de argén.

3.9. Determinacién de BAX y BCL-2
El procedimiento seguido es el mismo que el descrito en el apartado anterior (3.8),
utilizando en este caso los siguientes anticuerpos:

Anti-Bax (Abcam, T22-A). Excitacion: 493 nm; Emision: 528 nm
Anti-Bcl-2 (Abcam). Excitacidén: 645 nm; Emision: 660 nm.

3.10. Cuantificacion de la liberacidon del citocromo C

Las células Caco-2/TC7 se sembraron en botellas de 75 cm? a una densidad de 600.000
células/botella. Tras el periodo de incubacién con los complejos de oro, la liberacién
del citocromo c se determind segun lo descrito por Christensen et al>. En primer lugar,
las células se resuspendieron en 100 pul de buffer de permeabilizacion enfriado en hielo
(100 mK KCl, 50 pg/ml digitonina en PBS) y se incubaron durante 5 minutos. Después
de anadieron 100 pl de paraformaldehido al 4% en PBS y se centrifugd la solucion
resultante a 500 g durante 5 minutos a 42C. Se descartd el sobrenadante y el pellet se
resuspendid en paraformaldehido al 4%, incubandose la mezcla 20 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron tres veces con
200 pl de PBS. El pellet resultante se resuspendid en 200 ul de buffer de
permeabilizacién (0.05% saponina, 3% BSA en PBS) y se incubd 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadieron 2 pul del anticuerpo anti-
citocromo C (Novus, 1H8.2C12 PE) y se incub6 1 hora a temperatura ambiente. A
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continuacion, las células se centrifugaron durante 5 minutos a 500 g a temperatura
ambiente y se lavaron dos veces con PBS. Finalmente, se resuspendieron en 400 ul de
PBS y la fluorescencia se analizd por citometria de flujo (FACSARRAY BD) a 488 nm
(excitacién) y 575 nm (emision).

3.11. Andlisis del ciclo celular. Tincién del DNA con yoduro de propidio

Para llevar a cabo este procedimiento se sembraron 600.000 células Caco-2/TC7 en
una botella de 75 cm? y se trataron con los complejos durante 24 y 48 horas.
Posteriormente, las células se recogieron y se fijaron con etanol 70% enfriado con
hielo y se almacenaron 24 horas a 42C. Pasado este tiempo, se centrifugaron y se
rehidrataron con PBS para después teiiirlas con Pl (50 pug/ml; la solucion final contiene
RNasa A 100 pg/ml). La fluorescencia emitida se analizd con un FACSARRAY BD
equipado con un laser de iones de argdn. El porcentaje de células en cada fase del ciclo
celular se determina usando el software de verificacién MODIFIT 3.0.

3.12. Determinacioén del potencial mitocondrial (ym)

Las células Caco-2/TC7 se sembraron en botellas de 75 cm? a una densidad de 600.000
cél/botella y se incubaron durante 24 horas bajo las condiciones de cultivo estandar. A
continuacion, se expusieron a la concentracion del ICsp de los compuestos de oro
durante 24 horas. Posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS
atemperado y se resuspendieron en PBS a una concentracion de 1-10° cél/ml. Se
afiadieron a cada muestra 5 ul de la sonda catidénica yoduro de 1,1’,3,3,3’-
hexametilindodicarbo-cianina (DilC1, 10 uM) y se incubd 15 minutos a 372C con un 5%
de CO;. Transcurrido este tiempo se anadieron 400 ul de PBS a cada muestra y la
fluorescencia se analizé por citometria de flujo (FACSARRAY BD) a 633 nm (excitacién)
y 658 nm (emision).

3.13. Evaluacién de los niveles intracelulares de H.0;

Para comprobar si los complejos que se estdn ensayando en el presente trabajo
afectan al equilibrio de los ROS, se va a proceder a determinar sus niveles mediante
ensayos de fluorescencia. Se sembraron las células en una placa de 96 pocillos y tras
ser incubadas con los complejos de oro(lll) se lavaron con PBS. A continuacién, se
afiadieron 100 pul de DCFH-DA 20 mM en PBS y se incubaron en oscuridad 20 minutos.
Transcurrido este tiempo se lavaron dos veces con PBS y se anadieron 100 ul de PBS en
cada pocillo. Finalmente, se analizé la fluorescencia en un espectrofotémetro
(FLUOstar Omega, BMG LABTECH), empleando filtros de 485 nm (excitacion) y 535 nm
(emision).

3.14. Inhibicidn de la actividad de TrxR humana purificada

LA TrxRR1 humana recombinante (SIGMA® SRP6081) se incubd con los complejos en
placas de 96 pocillos durante 30 minutos a 372C. Posteriormente, en cada pocillo se
afiadieron 25 pl del tampdn de reaccién (500 ul de PBS pH7, 80 ul de EDTA 100mN pH
7,5, 20 ul BSA 0,05%, 100 pl de NADPH 20 mM y 300 ul de H.0 miliQ). Finalmente, se
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afadieron 25 ul de DTNB 20 mM (en etanol puro) para dar comienzo a la reaccién y se
monitorizd la actividad midiendo la absorbancia a 405 nm cada 60 segundos durante 6
minutos, para lo que se utilizé un espectrofotometro (SPECTROstar Nano, BMG
LABTECH).

3.15. Estudio tedrico de interaccién complejo-TrxR. Docking

Los dockings fueron realizados por Ruben Laplaza y el Dr. Victor Polo, del
Departamento de Quimica Fisica de la Universidad de Zaragoza. Para ello, se utilizaron
la estructura cristalografica de TrxR 3ean (cédigo pdb) refinada con GOLD, ademds de
las estructuras cristalogréficas de los complejos de oro (obtenidas por la Dra.
Concepcién Gimeno del Departamento de Quimica Inorganica de la Universidad de
Zaragoza). El software empleado para la obtencidn de los docking se denomina GOLD.
La cavidad o binding site se restringié a 10 A en torno al 4tomo de Se de SEC498 en la
estructura cristalografica 3ean y en cuanto a la restriccion (constraint), del atomo de
Se de SEC498 al 4tomo de oro central se favorecié una distancia entre 1,5 A y 3,5 A.
Para la funcién de scoring se realiz6 un consenso matematico entre CHEMPLP y
CHEMSCORE, trabajando con las 10 mejores poses para cada ligando.

3.16. Determinacion de la actividad tiol-reductasa de un lisado celular

Las células Caco-2/TC7 se sembraron en placas de 96 pocillos con una densidad de
4.000 células por pocillo y, tras el tratamiento con los complejos durante 24 horas, se
afiadid a cada pocillo 50 pl de tampdn Tris-HCI (NaCl 5 M, Tris-HCl 1 M pH 8, EDTA 0,5
M pH8, SDS 10%, proteinasa K y PBS) y se incubd 20 minutos en agitacién a
temperatura ambiente para obtener el lisado celular. Por ultimo, se afiaden 25 ul de
tampodn de reaccién (500 pl PBS pH 7,4, 80 ul EDTA 100 mM pH 7,5, 20 ul BSA 0,05%,
100 pl NADPH 20 mM, 300 pl H,0 miliQ) y da comienzo la reacciéon con 25 ul de DTNB
20 mM (en etanol puro). La absorbancia a 405 nm se midié cada 60 segundos durante
6 minutos con un espectrofotdmetro (SPECTROstar Nano, BMG LABTECH). La actividad
thiol-reductasa se normalizé con la cantidad de proteina, determinada por el método
de Bradford. Para comparar la actividad tiol-reductasa celular total tras la incubacién
con los complejos de oro, con la actividad correspondiente tan solo a la TrxR, las
células se incubaron también con un inhibidor especifico de esta enzima.

3.17. Determinacion de la actividad quimotripsina del proteasoma en células

Las células Caco-2/TC7 se sembraron en botellas de 25 cm? a una densidad de 400.000
células por botella y tras la incubacién con los complejos de oro, se procedid a la lisis
celular. Las células se suspendieron en 400 ul de saponina 0,05% (en PBS) y se
centrifugaron a 13.000 rpm, 15 minutos a 42C. Tras la centrifugacién, se recogio el
sobrenadante y se comenzé el ensayo. En una placa de 96 pocillos se afiadieron a cada
uno de los pocillos 10 ug de proteina del lisado celular y se completd hasta 100 ul con
tampodn de reaccion (Tris/HCI 25 mM pH7,5). Por ultimo, se afiadid 1 ul del sustrato de
proteasoma N-Suc-L-L-V-T-AMC (SIGMA® SG510) y se incubd a 372C en oscuridad
durante 30 minutos. Se realizaron medidas puntuales de la fluorescencia con un
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espectrofotometro (FLUOstar Omega, BMG LABTECH) con filtros de 360 nm
(excitacion) y 535 nm (emision). La cantidad de proteina en el extracto celular se
determindé mediante el método de Bradford
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4. RESULTADOS

4.1. Capacidad antiproliferativa de los complejos de oro

Para evaluar la citotoxicidad de los diferentes complejos ensayados se determiné el
ICso, es decir, la cantidad de complejo que es necesario afiadir para reducir en un 50%
la poblacién celular, lo que es indicativo de la efectividad a la hora de inhibir el
crecimiento celular.

En primer lugar, se estudié el efecto que los complejos ejercian sobre la proliferacién
de células de carcinoma de colon humano Caco-2/TC7 indiferenciadas tras 72 horas de
incubacién (tabla 1). Se obtuvieron unos resultados deseables, ya que todos los
complejos presentaban un ICsp del orden micromolar, por lo que eran capaces de llevar
a cabo su actividad citotéxica a bajas concentraciones, disminuyendo asi las
posibilidades de ocasionar efectos secundarios graves al organismo.

Tabla 1. Valor ICsp determinado por MTT tras incubar las células Caco-2/TC7 con los complejos
durante 72 horas. Para ello, el complejo 1 se ensayd a concentraciones (uM) de 1,25, 2,5, 5, 10
y 20. Para los complejos 4, 5 y 6 se utilizaron concentraciones (uM) de 0,5, 0,75, 1, 1,5y 2. Por
ultimo, los complejos 2, 3, 7, 8 y 9 se ensayaron con concentraciones (uM) de 0,5, 1, 2, 2,5y 5.

Complejol Complejo2 Complejo3 Complejo4 Complejo5
IC50 (uM) 12,55+1,71 2,40+1,10 5,00+0,80 0,70%0,22 0,56 £ 0,08

Complejo6 Complejo7 Complejo8 Complejo9
IC50 (uM) 1,00 +£0,06 3,43 12,26 1,18 £ 0,57 5,32 +2,89

A pesar de que todos los complejos de oro presentaban una capacidad
antiproliferativa destacable, se seleccionaron 3 de ellos para profundizar en el estudio
de su efecto sobre las células. Los escogidos fueron los complejos 3, 6 y 8, ya que se
qgueria evaluar si el sustituyente del ligando ditiocarbamato (metilo, etilo o fenilo)
podia influir en el modo de actuacién de los complejos. Ademas, la eleccion del
complejo 3 se vio estimulada por la obtencidn de su estructura cristalografica, lo que
podria ayudar a entender su mecanismo de accién.

Una vez conocido el ICso en células indiferenciadas (cancerigenas), es de gran interés
conocer los efectos sobre el crecimiento celular de estos complejos sobre células
normales. Para ello, se determiné el ICso en células Caco-2/TC7 diferenciadas
(enterocitos normales), observando un incremento de este valor con respecto al
obtenido en células indiferenciadas (tabla 2). Incluso, para todas las concentraciones
ensayadas (hasta 50 uM) la viabilidad de estas células no disminuia tras ser tratadas
con el complejo 3.
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Tabla 2. Valor IC50 determinado por MTT tras incubar las células Caco-2/TC7 diferenciadas con
cada uno de los complejos durante 72 horas.

Complejo3 Complejo6 Complejo8
IC50 (uM) 3,47+0,29 9,86+0,56 >50

Ademas, se estudio si a las concentraciones a las que los complejos eran téxicos para
las células cancerigenas (ICso), la viabilidad de las células no cancerosas también se veia
comprometida. En los tres casos se obtuvieron resultados muy adecuados, ya que los
complejos, a concentraciones citotdxicas para células cancerigenas, no inhiben la
proliferaciéon de los enterocitos normales, incluso la estimulan ligeramente (tabla 3).
Por lo tanto, podemos concluir que a concentraciones equivalentes a su ICso los
complejos de oro estudiados presentan especificidad por las células cancerigenas, lo
que a prioridisminuiria los efectos secundarios causados en las células sanas.

Tabla 3. Viabilidad de las células Caco-2/TC7 diferenciadas tras ser incubadas con los
complejos 3 (5 uM), 6 (1 uM) y 8 (1,18 uM) durante 72horas.

Control Complejo 3 Complejo 6 Complejo 8
Viabilidad 100 106,59+1,68 111,27+9,86 117,21+2,17

Por ultimo, se quiso evaluar el efecto que el ICso de los complejos (calculado a 72
horas) tenia sobre la viabilidad de las células Caco-2/TC7 a distintos tiempos (tabla 4).
En los tres casos, el porcentaje de células vivas decrecia a las 48 horas con respecto a
las 24 horas. Sin embargo, la capacidad antiproliferativa mostré ser mayor en unos
complejos que en otros, siendo el complejo 6 muy activo desde los primeros instantes
del tratamiento, mientras que el complejo 3 parece ser mas lento en su actuacién y a
las 48 horas de tratamiento sdlo consigue reducir la viabilidad en un 19,48%.

Tabla 4. Viabilidad de las células Caco-2/TC7 indiferenciadas tras ser tratadas con los
complejos 3 (5 uM), 4 (1 uM) y 8 (1,18 uM) durante 24 horas y 48 horas.

Control Complejo 3 Complejo 6 Complejo 8
Viabilidad(24h) 100 99,81+191 3281+192 63,81+3,84
Viabilidad(48h) 100 80,52+2,18 25,38+5,12 38,58 +4,45

Por ultimo, se quiso profundizar en el estudio antiproliferativo del complejo 6, ya que
ha mostrado ser el mas activo de los 3 complejos seleccionados. Concretamente, se
deseaba evaluar su citotoxicidad sobre un cultivo 3D de células cancerigenas, para lo
gue se ensayaron diferentes concentraciones del complejo en esferoides de células
Caco-2/TC7. Este tipo de cultivo se asemeja mas a un tejido real y refleja de manera
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mas fidedigna el ambiente tumoral, por lo que nos ofrece una idea mas ajustada a la
realidad sobre el poder anticancerigeno de los compuestos.

La viabilidad celular de los esferoides se estudid mediante una tinciéon doble con
Hoechst 33342 (azul) y PI (rojo) que se analizé por microscopia de fluorescencia (figura
7). Se obtuvo un aumento de la fluorescencia roja conforme crecia la concentracién del
complejo 6, lo que indicaba una disminucién de la viabilidad (figura 7), ya que sélo las
células con la membrana plasmdatica dafiada internalizan el PI. El tinte Hoechst 33342,
por su parte, nos permite detectar los nucleos celulares, por lo que se utiliza como
tincion de contraste.

Estos resultados confirman los obtenidos en cultivos 2D, ya que el complejo 6 también
comprometid la viabilidad celular de los esferoides, por lo que demostrd ser activo
frente a las células cancerigenas en un ambiente mas semejante al tumoral, aunque el
descenso en la viabilidad fue menor que el observado en cultivos 2D.

Figura 7. Imdgenes de microscopia de fluorescencia de esferoides Caco-2/TC7 tras 24 horas de
incubacion con el complejo 6 a diferentes concentraciones: (A) O uM, (B) 1 uM, (C) 3 uM 'y (D) 5
um.
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4.2. Muerte celular inducida por los complejos de oro

Para estudiar la muerte celular producida por los distintos complejos de oro, se
recurrid a la doble tincion de Anexina V y yoduro de propidio (Pl), que nos permite
identificar las células vivas, las que han entrado en apoptosis e incluso las que han
muerto por procesos necréticos. La tincion con Anexina V-Pl se basa en la traslocacién
de la fosfatidilserina (PS), fosfolipido de la monocapa lipidica interior que, cuando la
célula recibe un estimulo apoptético, se expone en la cara externa de la membrana. La
Anexina V, que se conjuga al fluorocromo FITC, es capaz de unirse de manera
especifica a la PS, permitiendo su deteccién mediante citometria de flujo y el
reconocimiento de las células que estdn sufriendo procesos de apoptosis. El segundo
de los elementos de la tincién, el Pl, va a ser capaz de atravesar aquellas membranas
gue se encuentren considerablemente alteradas. Por lo tanto, el Pl, que presenta
fluorescencia intrinseca, se unird a los acidos nucleicos de las células que presenten su
membrana dafiada, proporcionando una segunda sefial de fluorescencia recogida por
el citdmetro que corresponde a las células muertas.

100 APOPTOSIS (24h) A
80
o
@ 60 )
© <
T
]
2 40
g M —
™ N =H ~
20 w 9 SN -
: : N
om ]
Control Complejo 3 Complejo 6 Complejo 8
B Apoptosis temprana Apoptosis tardia
100 APOPTOSIS (48h) B
80
N
A
2 60
©
= in
g 40 "
& o = N
&} Q SN
20 N -
. mn B
Control Complejo 3 Complejo 6 Complejo 8
W Apoptosis temprana Apoptosis tardia

Figura 8. Estudio de los niveles de apoptosis determinados por citometria de flujo tras someter
a las células CACO-2/TC7 a un tratamiento con los complejos 3 (5 M), 6 (1 M) y 8 (1,18 M)
durante (A) 24 horas y (B) 48 horas.
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Tras 24 horas de incubacién con el complejo 6, las células Caco-2/TC7 ven
incrementados los procesos de apoptosis, con casi un 70% de las células expresando PS
en la cara externa de la membrana (figura 8A). Debido a que se trata de un corto
periodo de tiempo, la mayoria de las células (49,6%) se encuentran en etapas iniciales
de la apoptosis, mientras que sélo el 19,1% de las células han llegado a fases mas
avanzadas en las que ya han sufrido dafos en la membrana vy, por lo tanto, la muerte
celular (figura 8A). Al aumentar el tiempo de tratamiento hasta las 48 h, la cantidad de
células bajo procesos apoptéticos crece hasta un 95,7%, ademds de incrementar la
proporcion de células en etapas tardias (figura 8B).

En el caso del complejo 8, tras 24 horas de tratamiento no se obtuvo el aumento de
muerte celular esperado y sélo el 17,1% de las células Caco-2/TC7 se hallaban en
etapas tempranas de la apoptosis, por el 8,8% del control (figura 8A). Tras alargar los
periodos de incubacidn a 48 horas, la estimulacion del proceso aumenté ligeramente,
manteniendo aproximadamente el porcentaje de apoptosis temprana, pero
incrementando la apoptosis tardia de un 9% a un 17,7% (figura 8B).

Por ultimo, no parece haber un aumento de la muerte celular tras tratar el cultivo con
el complejo 3 durante 24 horas, ya que se pasa de un 22,5% de células apoptodticas en
el control a un 23,9% tras el tratamiento (figura 8A). Tras alargar el periodo de
tratamiento, de nuevo parece que se da tiempo al complejo para que actle e induzca
la apoptosis en las células Caco-2/TC7, incrementando hasta el 20,5% las células en las
primeras etapas de este proceso (figura 8B). Sin embargo, 48 horas aun no son
suficientes para desarrollar procesos mas avanzados, ya que soélo el 17,7% de las
células presentan dafios de membrana, frente al 14,9% en las células tratadas con
DMSO.

En vista a los resultados anteriores, se puede afirmar que, con mayor o menor
potencia, los complejos de oro estudiados son capaces de inducir la apoptosis en las
células Caco-2/TC7. Por lo tanto, se decidié estudiar la expresion de proteinas
involucradas en el proceso de apoptosis como son las caspasas 3y 7, Bcl-2 y Bax.

4.2.1. Activacion de caspasas

En primer lugar, se evalud la capacidad de provocar la activacion de las caspasas 3y 7,
dos de las principales caspasas ejecutoras y, por lo tanto, encargadas de finalizar la
cadena que culmina con la apoptosis. Para ello, se utilizo el reactivo CellEvent Caspase-
3/7 Green detection reagent, formado por el péptido DEVD conjugado a una sonda
capaz de unirse al DNA. Las caspasas activas van a procesar el péptido, de manera que
la sonda se libera y se une al DNA, produciendo una sefial fluorescente que podra
detectarse con un microscopio de fluorescencia.

En este caso, se evalud la activacidn de caspasas en células Caco-2/TC7 tras 3 horas de
incubacién con el complejo 6, ya que, segun los resultados expuestos en la figura 8,
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era el que mayor capacidad de inducir apoptosis presentaba. Tras 24 horas, el efecto
citotoxico del compuesto disminuia mucho la viabilidad, por lo que la escasez de
células dificultaba la determinacién de la activacion de caspasas por esta técnica,
decidiendo asi realizar ensayos de 3 horas. Al observar las células al microscopio, se vio
un incremento de la fluorescencia verde en algunas de las células tratadas (figura 9), lo
que indica presencia de caspasas 3 y 7 activas.

Figura 9. Imdgenes de microscopia de fluorescencia para el evaluar la actividad de las caspasas
3y 7 en células Caco-2/TC7 tras 3 horas de incubacion con (A) DMSO (control negativo) y (B)
complejo 6 (1 uM).

En segundo lugar, se procedié a determinar la activaciéon de la caspasa 3 mediante
citometria de flujo, ya que esta técnica nos permitiria cuantificarlo con mayor
exactitud. La activacién de caspasas tras 24 horas aumentaba en 9 veces con respecto
al grupo control en las células incubadas con el complejo 3 y casi 8 y 17 veces en las
células tratadas con los complejos 6 y 8, respectivamente (figura 10).
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Figura 10. Determinacion por citometria de flujo de la activacion de la caspasa 3 en células
Caco-2/TC7 en respuesta a un tratamiento con los complejos 3 (5 uM) 6 (1 uM) y 8 (1,18 uM).
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4.2.2. Expresion de Bcl-2 y Bax
BCL-2 y BAX son dos proteinas anti y pro-apoptdticas respectivamente, por lo que se
recurrié a la citometria de flujo para estudiar su expresién en las células Caco-2/TC7
tras ser incubadas durante 24 horas tanto con el complejo 6 como con el complejo 8.
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Figura 11. Expresion de BAX y BCL-2 en células Caco-2/TC7 tras ser cometidas a tratamientos
con los complejos 3 (5 uM), 6 (1 uM) y 8 (1,18 uM) durante 24 horas.

Curiosamente, al tratar con los complejos no se observé el aumento esperado de la
proteina BAX activa (homodimero BAX-BAX). Esto se debe a que, en el control
negativo, los niveles de BAX eran muy elevados, con un 94,7% de las células positivas
para la presencia de esta proteina (figura 11), cotas que se mantenian
aproximadamente en las células tratadas con los complejos 3, 6 y 8. Estos niveles
basales tan altos de proteina BAX activa en las células Caco-2/TC7 se podria deber a la
mutacidon E204X de TP53 una proteina responsable de la regulacion positiva de BAX>4.
Esta mutacidn, caracteristica de las células Caco-2/TC7°>, afectaria a la capacidad de
TP53 de unirse al DNA e inducir la expresion de BAX.

En el caso de Bcl-2, no se obtuvo presencia de la proteina en ninguno de los cuatro
casos ensayados (control negativo y los tratamientos con los complejos 3, 6 y 8).

4.2.3. Modificacion del potencial de membrana mitocondrial (Wm) y

liberacidn del citocromo ¢

Con la despolarizacién de la membrana mitocondrial, ésta se va a alterar y, como
consecuencia, se formaran poros por los que el citocromo C podra ser liberado al
citoplasma, iniciando el mecanismo de apoptosis intrinseca que finalizara con la
activacion de las caspasas ejecutoras. Por lo tanto, y debido a que los complejos 3, 6 y
8 no parecen ser capaces de romper el equilibrio entre proteinas pro- y anti-
apoptoticas (figura 11), se procedié a estudiar si estos complejos de oro podian alterar
el W, desencadenando asi la apoptosis. Para determinar el Wy se utilizd la sonda
catidnica DilCI(5), capaz de acumularse en las mitocondrias con W intacto, de manera
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gue cuando ocurre la despolarizacién, la sonda se libera y disminuye la fluorescencia
de DilCI(5), lo que sera detectable mediante citometria de flujo.
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Figura 12. Cuantificacion del numero de células Caco-2/TC7 que han sufrido despolarizaciéon de
la membrana mitocondrial, disminuyendo su potencial de membrana (W) tras ser sometidas a
un tratamiento con los complejos de oro 3 (5 uM), 6 (1 uM) y 8 (1,18 uM) tras (A) 24 horas y
(B) 48 horas.

Porcentaje

El complejo 6 de nuevo era el mds activo y rapido a la hora de actuar. Tras 24 horas era
capaz de duplicar el nimero de células con el potencial de membrana reducido (figura
12A). Ademas, tras 48 horas, induce la despolarizacidon de la membrana mitocondrial
en el 89,9% de las células Caco-2/TC7 (figura 12B).

Los complejos 3 y 8, sin embargo, son mas lentos en su actuacién y no son capaces de
provocar la modificacion del W transcurridas 24 horas (figura 12A). Es a las 48 horas
cuando se observa una disminucion del W, medio en las células tratadas, siendo el
complejo 8 mas potente a la hora de inducir la despolarizacién que consigue duplicar
el nimero de células con el potencial mitocondrial alterado (figura 12B).

Una vez comprobado que los complejos de oro eran capaces de inducir la
despolarizacién de la membrana mitocondrial, se pretendia demostrar si,
efectivamente, esto se traducia en una liberacién del citocromo C. Para ello, se llevd a
cabo una doble permeabilizacidén de las células 24 horas después de ser tratadas con
los complejos. Con la primera de estas permeabilizaciones, en la que se emplea
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digitonina, la membrana plasmatica se desestabilizara, perdiéndose el citocromo C que
habia sido liberado al citoplasma en primera instancia. Con el uso de saponina se
producird una segunda permeabilizacién, en este caso de las mitocondrias, por lo que
el citocromo C que quedaba en su interior, serd liberado al citoplasma. Por ultimo, se
evaluaran estos niveles de citocromo C mediante el citdmetro de flujo. Por lo tanto, si
los complejos de oro inducen la liberacion del citocromo C al citoplasma celular, tras
las dos permeabilizaciones estos niveles deberan ser inferiores que en las células
control sin tratar.

LIBERACION CITOCROMO C (24h)

100
80 H Control

I Complejo 3
T 60
c B Complejo 6
3 .t 2
s 40 o o W Complejo 8
a.

20

o
. 2811
10,3

Figura 13. Salida del citocromo C desde la mitocondria al citoplasma en células Caco-2/TC7 tras
ser incubadas durante 24 horas con el complejo 3 (5 uM) el complejo 6 (1 uM) y el complejo 8
(1,18 uM).

Con los resultados que se muestran en la figura 13, se puede concluir que, tras 24
horas de tratamiento, el complejo 6 es capaz de inducir la liberacién del citocromo C al
citoplasma. Sin embargo, en el caso de los complejos 3 y 8 el citocromo C se retiene en
el interior de las mitocondrias. Estos resultados eran esperados ya que, como se
muestra en la figura 12, los complejos 3 y 8 son mads lentos a la hora de actuar vy a las
24 horas aun no eran capaces de producir la despolarizaciéon de la membrana, mientras
gue el complejo 6 si que disminuia el W,

Por lo tanto, los resultados obtenidos hasta el momento parecen indicar que la
apoptosis inducida por los compuestos se produce por la via intrinseca.

4.3. Modificacion del ciclo celular

Dado que los complejos 3, 6 y 8 eran capaces de inhibir la proliferacion de las células
Caco-2/TC7, se decidid estudiar si estos compuestos eran capaces de producir
modificaciones en el ciclo celular, para lo que se analizd el contenido de DNA de las
células mediante tincién con Pl en un citémetro de flujo. Puesto que el contenido de
DNA se duplica durante la fase S, las células en fase G1/Gp van a presentar la mitad de
fluorescencia que las células en fase G,/M.
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Como se puede observar en la figura 14, tras 24 horas, los complejos de oro 6 y 8 son
capaces de provocar la parada del ciclo celular en las fases Go y G1, por lo que no
entraran en fase S y no duplicardn su DNA para llevar a cabo la divisién, impidiendo asi
la proliferacién celular. Estos resultados concuerdan con los descritos en otros estudios
en los que complejos de oro(lll) eran capaces de inducir apoptosis en lineas celulares
cancerosas mediante la retencidn del ciclo celular en Go/G1°°. El complejo 3, que como
ya hemos visto es mas lento a la hora de actuar, a las 24 horas aun no seria capaz de
detener el ciclo celular.
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Figura 14. Andlisis del ciclo celular en células Caco-2/TC7, tras ser sometidas a tratamientos
con el complejo 3 (5 uM) el complejo 6 (1 uM) y el complejo 8 (1,18 uM) durante 24 horas.

4.4. Interaccidn con la enzima TrxR

Debido a que la TrxR es una de las dianas principales de los complejos de oro, se
decidié estudiar la capacidad de nuestros complejos para interferir en la actividad de
esta enzima. Con este objetivo, se determind la actividad enzimatica de una muestra
de TrxR humana purificada tras ser incubada con los complejos de oro. A la vista de los
resultados expuestos en la figura 15, es factible pensar que los complejos ensayados,
especialmente los complejos 6 y 8, son capaces de inhibir la actividad de esta enzima,
lo que en el interior celular se traduciria en un aumento de los niveles de ROS.
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Figura 15. Determinacion de la interaccion de los complejos de oro con la TrxR. Inhibicion de la
actividad reductasa de la TrxR humana purificada tras ser incubada con los complejos 3 (5
uM), 6 (1 uM)y 8 (1,18 uM) durante 30 minutos.
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Para apoyar estos resultados experimentales se llevaron a cabo estudios tedricos que
permitiesen predecir la interaccidn existente entre nuestros compuestos metdlicos y la
enzima TrxR, por lo que se recurrid al docking. Como se muestra en la figura 16, es
tedricamente factible que los tres complejos inhibiesen la enzima, ya que el &tomo de
Au de los compuestos y el atomo de Se de SEC498 quedarian lo suficientemente
cercanos como para interaccionar, modificando las caracteristicas de la regién C-
terminal, lo que provocaria la desactivacion de la enzima y, por lo tanto, la
disminucionde la actividad que se recogid en los ensayos experimentales.

Figura 16. (A) Imagen de las dos cadenas que componen la TrxR (cadena A en rosa y cadena B
en purpura) con el complejo de oro(lll) (en verde) introducido en la cavidad correspondiente al
sitio activo. El FAD se ha representado en naranja. En las imdgenes (B) complejo 3, (C)
complejo 6 y (D) complejo 8, se presenta la region C-terminal de la cadena B de la enzima,
sefialando los aminodcidos que, segun la prediccion realizada, interactuarian con los
complejos. Estos residuos son Q494, V484 y H472 de la cadena B e 1347, K29, Y116 y C59.
Ademds, cabe destacar la interaccion entre el Se de la SEC498.B (representado en naranja) y el
dtomo de oro (representado con una esfera amarilla) de los complejos.
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4.5. Efecto sobre los niveles de ROS en células Caco-2/TC7

A la vista de los resultados observados con la enzima TrxR, el siguiente propdsito fue
evaluar el efecto que los complejos 3, 6 y 8 tenian sobre los niveles de ROS, mas
concretamente H,0,, en las células cancerigenas. Los niveles de H,0, se midieron
utilizando una sonda fluorescente (DCFH-DA) sensible a peréxidos, de manera que la
fluorescencia detectada serd proporcional a los niveles de H,0,.

Como se puede comprobar en la figura 17, los complejos no exhibieron capacidad
prooxidante a ninguno de los tiempos ensayados y los niveles de ROS de las células
Caco-2/TC7 se mantenian estables tras el tratamiento con los mismos. Estos resultados
confrontaban la hipdtesis inicial, segun la cual, la inhibicion de la enzima TrxR
provocaria un aumento de los niveles de ROS.
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Figura 17. Determinacion de la generacion de H,0, en células Caco-2/TC7 tras ser incubadas
con (A) los complejos 3 (5 uM), 6 (1 uM) y 8 (1,18 uM) durante 1 hora; (B) los complejos 3 (10
uM), 6 (2 uM) y 8 (2,36 uM) durante 1 hora; (C) los complejos 3 (5 uM), 6(1 uM) y 8 (1,18 uM)
durante 3 horas y (D) los complejos 3 (10 uM), 6 (2 uM) y 8 (2,36 uM) durante 3 horas.
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4.5.1. Efecto sobre la TrxR de células Caco-2/TC7
Para intentar resolver este enigma, se procedio al andlisis de la actividad de la TrxR de
las células cancerigenas previamente tratadas con los complejos de oro. Para ello, se
determind la actividad tiol-reductasa del lisado celular utilizando un ensayo
colorimétrico que permite analizar la capacidad de los compuestos para modificar los
niveles totales de grupos tioles reducidos y, por lo tanto, inhibir la actividad tiol-
reductasa.

Los resultados obtenidos apoyarian los arrojados en los ensayos de determinacién de
los niveles de ROS, ya que, como se puede observar en la figura 18, los complejos 3, 6 y
8 no son capaces de provocar la inhibicion de la TrxR in vivo. Por lo tanto, aunque
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nuestros complejos tienen la capacidad de inhibir in vitro a la TrxR purificada debido a
la interaccidn Au-Se, en el interior celular la afinidad por esta enzima es menor, por lo
gue los niveles de ROS no se ven alterados.
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Figura 18. Efecto de los complejos 3 (10 uM) 6 (2 uM) y 8 (2,36 uM) sobre la actividad tiol-
reductasa de un lisado de células Caco-2/TC7 tras 24 horas de incubacion.

4.6. Interaccioén con el proteasoma

Los resultados descritos en el apartado anterior sugieren la existencia de otras posibles
dianas por las que, en el interior celular, los complejos metalicos tendrian una mayor
afinidad, ejerciendo de este modo su efecto citotéxico. La capacidad que ciertos
compuestos metalicos con ligandos ditiocarbamatos presentan para interaccionar con
el proteasoma, hace de éste un interesante objeto de estudio como posible diana
principal de nuestros complejos de oro.

Para analizar si los complejos 3, 6y 8 interaccionan con el proteasoma, inhibiendo su
actividad, se realizé6 un ensayo fluorimétrico en el que se emplea un sustrato
fluorogénico (Suc-LLVY-AMC) de la subunidad B5 del proteasoma que, al ser
proteolizado, va a emitir fluorescencia. Por lo tanto, los niveles de fluorescencia se
corresponderan con la actividad CT-L del proteasoma.
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Figura 19. Inhibicién de la actividad CT-L del proteasoma de las células Caco-2/TC7 tras 24
horas de tratamiento con los complejos 3 (5 uM), 6 (1 uM) y 8 (1,18 uM) con respecto al
control negativo.
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Como se puede observar en los resultados recogidos en la figura 19, tras 24 horas de
incubacion con los complejos de oro, las células Caco-2/TC7 ven disminuida su
actividad CT-L proteasémica. De nuevo, los complejos 6 y 8 son los mas activos,
aunque también el complejo 3 es capaz de reducir la actividad CT-L en un 25%. Estos
resultados nos sugieren que, en el ambiente celular, la diana principal de los complejos
metalicos objeto de estudio es el proteasoma, cuya actividad se va a ver alterada por la
interaccidon con los complejos, desencadenando una serie de eventos que acabardn
con la muerte celular por apoptosis.
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5.DISCUSION

Tras el descubrimiento del efecto del cisplatino y sus derivados frente a diversas lineas
tumorales comenzé el uso de los metales en el tratamiento del cancer. Los
compuestos de platino, aunque efectivos, presentaban numerosos efectos adversos,
ya que, debido a su mecanismo de accién, carecen de selectividad frente a las células
tumorales. Asi, a lo largo de los ultimos afios se ha buscado encontrar un metal que,
manteniendo los efectos antitumorales del platino, redujese sus efectos secundarios,
desarrollandose compuestos con diversos metales, tales como cobre®’, zinc®8, o
rutenio®?, convirtiéndose el oro en uno de los mas prometedores. Por estas razones,
en el presente trabajo se ha ensayado una familia de 9 compuestos de oro(lll) con
ligandos ditiocarbamato, con el objetivo de conocer su potencial uso como agente
antitumoral, asi como sus mecanismos de accidon a la hora de ejercer su efecto
citotéxico.

Los 9 complejos resultaron ser activos contra células de carcinoma de colon humano
Caco-2/TC7, alcanzandose unos valores ICsp de orden micromolar (tabla 1), similares a
los obtenidos para otros complejos metélicos®® 0, De entre los 9 complejos se quiso
profundizar en el estudio de tres de ellos, el complejo 3, el complejo 6 y el complejo 8,
para asi poder determinar si el tipo de ligando ditiocarbamato podia influir no sélo en
la capacidad citotdxica, sino también en su modo de actuar. Aquellos compuestos con
etilo como sustituyente del ditiocarbamato demostraron ser los mas activos, mientras
gue aquellos cuyo sustituyente era un fenilo presentaban valores de ICso mas elevados

El complejo 6 mostrod seguir presentando efecto citotéxico sobre células cancerigenas
en cultivos 3D (esferoides), tal y como se observa en la figura 7. Por lo tanto, los
compuestos ensayados no sélo demostraron frenar la proliferacion celular en cultivos
2D de células Caco-2/TC7 indiferenciadas, sino que también eran capaces de disminuir
la viabilidad en un ambiente mdas semejante al tumoral como es el cultivo 3D, que
refleja de un modo mas fidedigno el comportamiento de un tejido. Esto, junto a la
especificidad que mostraron por las células cancerigenas, ya que, como se recoge en
las tablas 2 y 3, sobre células diferenciadas los complejos de oro(lll) no sélo
aumentaban los valores ICso con respecto a los obtenidos en células indiferenciadas,
sino que la viabilidad celular no se veia comprometida. Por tanto, los complejos de
oro(lll) estudiados reunen las dos condiciones iniciales que les hacen perfilarse como
potenciales agentes quimioterapicos: potente efecto citotoxico y especificidad por el
tejido tumoral.

El analisis del tipo de muerte celular que eran capaces de inducir los compuestos
arrojo resultados prometedores, ya que éstos eran capaces de provocar la apoptosis
en las células Caco-2/TC7. Sin embargo, los complejos mostraron diferencias en la

34



celeridad con la que eran capaces de ejercer su acciéon e inducir la muerte por
apoptosis.

El complejo 6, que ya habia demostrado ser el mas activo en los ensayos de
proliferaciéon celular, también fue el mas rdpido a la hora de actuar y 24 horas después
de entrar en contacto con las células era capaz de inducir la despolarizacion de la
membrana mitocondrial (figura 12A), lo que provocaria la liberacién del citocromo C al
citoplasma (figura 13). Una vez en el citoplasma originaria el apoptosoma, que
activaria a las caspasas 3 y 7 (figuras 9 y 10), para que estas caspasas ejecutoras
acabasen produciendo la muerte celular por apoptosis (figura 8A).

Sin embargo, los complejos 3 y 8 actuaban de manera mas lenta y a las 24 horas aln
no eran capaces de disminuir el Wn, (figura 12A) y por lo tanto el citocromo C quedaba
retenido en el espacio intermembrana (figura 13) y no se inducia la apoptosis (figura
8A). Tras 48 horas, sin embargo, estos dos complejos si que eran capaces de modificar
el Wy, (figura 12B) y, en ultima instancia, producir la apoptosis (figura 8B).

El equilibrio entre proteinas pro-apoptéticas (Bax) y anti-apoptéticas (Bcl-2), no se
mostro alterado tras el tratamiento de las células Caco-2/TC7 con los complejos de
oro(lll) (figura 11), por lo que la despolarizacién de la membrana mitocondrial deberia
de producirse por otra razén y no porque los complejos interaccionasen con estas
proteinas alterando el equilibrio.

En la busqueda de la causa de la despolarizacion mitocondrial se estudid si los
compuestos eran capaces de inhibir la enzima TrxR, lo que aumentaria los niveles de
ROS mitocondriales vy, finalmente, provocaria la modificacién del Wn,. Los resultados in
vitro con la enzima TrxR humana recombinante apoyaron esta hipdtesis, ya que los
complejos de oro(lll) eran capaces de disminuir su actividad (figura 15), lo cual luego se
contrastd con el andlisis tedrico de la interaccion TrxR-complejo. Los dockings
confirmaban los resultados experimentales, ya que los complejos de oro podrian
introducirse en la cavidad del centro activo de la enzima debido a la interaccién que se
produce entre el dtomo de Se de la SEC498 de la enzima y el dtomo de Au de los
complejos (figura 16), provocando la inhibicion de la TrxR. Sin embargo, en el ambiente
celular esta interaccion no parece ser significativa y los complejos no son capaces de
inhibir la actividad de la TrxR (figura 18) y, por lo tanto, tampoco se ven alterados los
niveles de ROS (figura 17). Esto hacia indicar que, aunque la TrxR es una posible diana
de la familia de complejos estudiados, una vez estos se encuentran en el ambiente
celular, existe otra proteina por la que tienen mayor afinidad.

Los analisis de la actividad quimotripsina del proteasoma de las células Caco-2/TC7 tras
ser tratadas con los complejos, mostraron que éstos eran capaces de inhibir este
complejo proteico, concretamente la subunidad B5 (figura 19), lo que sugiere que, en
el interior de la célula, el proteasoma puede ser la diana principal de nuestros
complejos de oro, por delante de otras proteinas como la TrxR.
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La progresion a lo largo del ciclo celular se da como resultado de la interaccion
controlada entre diferentes ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (CDKs)®L. La
pérdida de la regulacidon del ciclo celular va a suponer la entrada en proliferacién
continua, siendo de vital importancia para el desarrollo del cancer®!. Muchas de estas
proteinas implicadas en la regulacién del ciclo celular se encuentran a su vez
controladas por el sistema UPS%, por lo que el uso de inhibidores del proteasoma
tiene importantes consecuencias en el desarrollo del ciclo celular.

Por ejemplo, p27 es un inhibidor de CDKs que inhibe la proliferacién celular al detener
el ciclo celular en fases Go 0 G1, ya que es capaz de unirse y bloquear varios complejos
ciclina/CDK en el nucleo como ciclina E/Cdk2 (complejo que activa la transcripcion de
los genes que se requieren para la transicion Gi1-S y que la células pueda dividirse)®?. La
funcién como supresor de tumores que presenta p27 puede revertirse y volverse pro-
oncogénico si, via UPS, se pierde el p27 nuclear®® %, |o que favoreceria la progresién a
través del ciclo celular y por lo tanto la proliferacion celular®® y el desarrollo tumoral.
En estos casos, la inhibicion del proteasoma evitard la degradacidon de p27 nuclear e
inducira la parada del ciclo en fases Go/G1 (tal y como ocurre con nuestros complejos,
figura 14). Ademas, la acumulacién anormal de p27 va a desencadenar el proceso de
apoptosis*®, provocando la muerte de las células tumorales.

Todo esto, junto a los resultados obtenidos, sugiere que los complejos de oro(lll)
estudiados en este trabajo ejercerian su efecto citotdxico al interaccionar con el
proteasoma 26S, inhibiendo la actividad tipo quimotripsina de la subunidad B5. Al
bloquearse la funcion del proteasoma y, por lo tanto, la via de degradacién UPS, la
regulacién de algunas proteinas implicadas en el control del ciclo celular se veria
alterada. Entre estas proteinas se encuentra p27 que dejaria de ser degradada por el
proteasoma y se acumularia en el nucleo de las células tumorales, deteniendo el ciclo
celular en fases Go/G1 y desencadenando la muerte celular por apoptosis.
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6. CONCLUSIONES

1. Los nueves complejos de oro(lll) ensayados ejercen un efecto citotdxico sobre las
células de carcinoma de colon humano Caco-2/TC7. Ademas, el complejo 6
compromete la viabilidad de las células en cultivos 3D.

2. Los complejos 3, 6 y 8 son inocuos para las células normales (Caco-2/TC7
diferenciadas), considerandose selectivos frente a células cancerosas.

3. Los complejos 3, 6 y 8 son capaces de inducir la despolarizacién de la membrana
mitocondrial, lo que supondra la liberacién del citocromo C y la activacién de las
caspasas 3y 7, desencadenando la muerte celular por apoptosis.

4. Los complejos 3, 6 y 8 interaccionan con la TrxR humana purificada inhibiendo su
actividad. Sin embargo, no son capaces de disminuir la actividad de la enzima con el
resto de componentes celulares.

5. Los complejos 3, 6 y 8 tienen la capacidad de interaccionar con el proteasoma,
inhibiendo la actividad quimotripsina del mismo.

6. CONCLUSIONS

1. The nine gold(lll) complexes tested exert a cytotoxic effect on colon cancer cells
Caco-2/TC7. Moreover, complex 6 compromises cellular viability in 3D cell culture
model spheroid.

2. Complexes 3, 6 and 8 are relatively innocuous on normal cells (Caco-2/TC7 cells that
have reached confluence).

3. Complexes 3, 6 and 8 are capable of inducing mitochondrial depolarization,
releasing cytochrome C that activates caspase 3 and caspase 7. These caspases trigger
apoptosis.

4. Complexes 3, 6 and 8 interact with purified human TrxR, inhibiting its activity.
However, they are not capable of decreasing enzyme activity in cellular environment.

5. Complexes 3, 6 and 8 are able of interacting with the proteasome, inhibiting its
chymotrypsin-like activity.
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