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RESUMEN

Este trabajo ha buscado la sintesis de nuevos complejos de Au(lll) y Au(l) capaces de actuar como farmacos
antitumorales, y que mejoren las terapias actuales contra el cdncer de colon. Asi, en la primera parte de esta
investigacién se recogen los esfuerzos realizados para desarrollar un procedimiento general para la obtencién
de complejos ciclometalados de Au(lll) viables a nivel industrial y compatibles con el medio ambiente. Aunque
este objetivo no se ha conseguido, si se han mejorado las condiciones de reaccién propuestas en la
bibliografia. Asi, se han sintetizado los complejos ciclometalados, [AuCl2l] con L= tolilpiridina (tpy),
fenilpiridina (ppy) y bencipiridina (bzp) a partir de sus precursores [AuCl3HL] por calentamiento en estado
sélido los dos primeros, y por calentamiento en MeCN/H20 el derivado con bzp. Una vez obtenidos éstos, se
han sustituido los dtomos de cloro por grupos S-dadores (grupos tiopirimidinicos y tioureas), grupos O-dadores
(unidades acetatos y aminodcidos) y grupos C-dadores (residuos alquinilos aromdticos). Estos complejos han
sido caracterizados por las técnicas habituales, incluyendo difraccién de rayos X para dos de los complejos
sintetizados: [Au(C=CToliPh)(tpy)] y [AuCl(Spym)(ppy)]. Ademds, también se recoge la preparaciéon de
complejos de Au(l) con el fosfano soluble en agua, trisdimetilaminofosfano (HMPT), y grupos S-dadores y C-
dadores. De algunos de estos derivados, también se ha conseguido resolver la estructura cristalina por
difraccion de rayos X: [Au(4-OMe-fenilacetileno)HMPT], [Au(Tolilacetileno)HMPT],  [Au(2-Mercapto-4,6-
Dimetilpirimidina)HMPT] y [Au(2-Mercaptobenzotiazol)HMPT]. Una vez caracterizados los derivados de Au(l) y
Au(lll), se han estudiado sus propiedades anticancerigenas frente a tumores de colon. En primer lugar, se han
realizado estudios de viabilidad celular por el método colorimétrico MTT, por el que se ha observado que
mientras los derivados de Au(l) son bastante activos frente a las células tumorales de carcinoma de colon
humano (linea celular Caco-2/TC7), solo unos pocos derivados de Au(lll) tienen un limitado efecto sobre la
viabilidad de estas células. Este estudio, en conjuncién con otros realizados en células de la misma linea celular
que se pueden considerar células epiteliales normales, ha permitido seleccionar aquellos compuestos citotéxicos
y selectivos a células tumorales. Los complejos que muestran esta selectividad, son los derivados de Au(l), y por
ello, han sido escogido para profundizar sobre su mecanismo de accidén. En concreto, se han realizado estudios
de ciclo celular, apoptosis y estrés oxidativo en células Caco-2. Los complejos de Au(l) son capaces de producir
alteraciones en el ciclo de las células tumorales Caco-2. Los estudios de apoptosis han permitido concluir que
los complejos son inductores de apoptosis, puesto que se ha podido detectar fosfatidilserina (PS) en la capa
externa de la membrana celular; sin embargo, estos complejos no desencadenan la cascada de las caspasas
para la muerte celular programa (MCP). Esta MCP no parece iniciarse por dafio oxidativo en proteinas, ya
que no se han encontrado proteinas carboniladas; pero si se ha detectado dafio en los lipidos de membrana a
través del método de cuantificacién de especies hidroxialquenales (HDA) y malondiadehido (MDA). Este estrés
oxidativo podria explicarse por la inhibicién de la proteina antioxidante tiorredoxina reductada (TrxR), ya
que se han realizado estudios donde se comprueba como la mayoria de los complejos de Au(l) sintetizados,
provocan la inhibicién de esta proteina.

Asimismo, y en un esfuerzo por simular de una forma mds realista el cdncer de colon, se han realizado estudios
en cultivos primarios de tumores de colon de ratones tratados con azoximetano y dextrano sulfato de sodio.
Las células provenientes de los tumores resultantes, han sido sembradas y utilizadas para la realizacién de un
nuevo estudio de MCP por externalizacién de PS, en el que se ha observado como todos los complejos de Au(l)
son pro-apoptoticos.

En base a todos estos estudios, se ha podido concluir que los complejos de Au(l) son mas citotdxicos que los
derivados de Au(lll); la mayoria de los derivados de Au(l) han resultado ser selectivos a células tumorales
Caco-2, especialmente los complejos con unidades acetileno. De entre los derivados estudiados de Au(l), los
complejos con etinil piridina asi como con Cl y Br etinil benceno han resultado ser los que tienen efecto en mds
dianas terapeduticas, siendo por lo tanto, los mejores candidatos para ser una alternativa a la quimioterapia
actual.
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Capitulo I: Introduccién

INTRODUCCION

A lo largo de la historia, desde los primeros hominidos hasta el hombre actual, los seres humanos han
demostrado una gran capacidad de adaptacién y evolucién. Esta propiedad no sélo se manifiesta a nivel
individual, sino también a nivel colectivo. Ademds de estas caracteristicas, al ser humano se le pueden
atribuir muchas otras cualidades como la sociabilizacién, la curiosidad o/y la empatia. De hecho, puede ser
que estos tres Ultimos rasgos hayan sido los que hayan impulsado al ser humano a evolucionar. El motor que
ha potenciado que el hombre tenga necesidad de conocer y comprender aquello que le rodea es la
curiosidad; pero el intentar aplicar lo que conoce a mejorar el estilo y calidad de vida propio y del resto
de la sociedad se explican por esa empatia y evolucién.

Analizar, estudiar e intentar comprender un proceso, una transformacién o una forma de vida es, a grandes
rasgos, lo que llamamos investigacion; y siempre tiene como fuerza impulsora el poder aprovechar ese
conocimiento adquirido en alas del desarrollo comin. Asi, el hombre ha conseguido entender y controlar
gran parte de la naturaleza, aunque ain quedan muchas incégnitas, principalmente en lo que a su propio
cuerpo se refiere. Asi pues, nuestra calidad de vida ha mejorado de forma considerable con el desarrollo
de nuevos materiales, energias mds eficientes e infraestructuras mds resistentes. Sin embargo, en relacién
con el control de ciertos procesos metabdlicos y enfermedades existe adn un gran camino por recorrer.

Si bien es cierto que ya hemos sido capaces de desarrollar medicamentes para muchas enfermedades,
todavia hay mucho trabajo no sélo en la lucha contra determinadas enfermedades sino también en el
perfeccionamiento de las terapias actuales. Estas mejoras deben centrarse tanto en conseguir medicamentos
mas eficaces, como en que los pacientes puedan llevar una vida normal y cémoda durante el tratamiento en
cuestién, puesto que, como ya se ha mencionado, una investigacién necesaria es aquella que beneficia a la
calidad de vida de la sociedad.

Este ha sido el motivo de la investigacidon que aqui se recoge, disefiar nuevos fdrmacos que combatan el
cdncer de colon de la forma mds selectiva posible, para minimizar los posibles efectos secundarios. A dia de
hoy, cada tipo de cdncer se aborda de una forma diferente, aunque se pueden considerar bdsicamente tres
tratamientos: cirugia, quimioterapia y/o radioterapia. Aunque estas terapias son las mds extendidas, hay
otros tratamientos muy prometedores, como por ejemplo la inmunoterapia. La inmunoterapia se erige como
el futuro de la lucha contra el céncer, de hecho, los investigadores James P. Allison y Tasuku Honjo,
recibieron el Premio Nobel de Medicina en 2018 por sus avances en este campo. Esta alternativa busca
potenciar el propio sistema inmunitario del paciente para que sea éste y no un agente externo, quien luche
contra la enfermedad. Su limitacién es precisamente ésta, puesto que no es aplicable a tumores que se
esconden a la respuesta inmunitaria, los conocidos como tumores frios, como el cdncer de mama, algunos de
pulmén y ciertos tumores gdstricos.

Asi pues, mientras se investiga en nuevas formas de tratamiento, la quimioterapia sigue siendo la mds
aplicada. En lo que se refiere al uso de quimioterdpicos antitumorales, lo mdés habitual es el uso de un céctel
de fadrmacos entre los que se incluye un complejo metdlico: cis-platino. No obstante, sus efectos secundarios
son bien conocidos y estdn bien establecidos; por ello, una mejora de este céctel o el desarrollo de un
fdrmaco capaz por si sélo de combatir la enfermedad, sigue siendo la asignatura pendiente de la
comunidad cientifica.
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| El aparato digestivo y el colon

EL APARATO DIGESTIVO Y EL COLON

Como ya se ha comentado, el hombre ha conseguido entender y comprender gran parte de los procesos
que le rodean, incluso los que tienen lugar en su propio cuerpo. Este hecho ha sido determinante para poder
desarrollar fadrmacos que actien sobre los distintos procesos del organismo, sin alterar el correcto
funcionamiento del mismo. Por ello, en primer lugar, se ha creido necesario realizar una breve explicacién
sobre el aparato digestivo, y mds concretamente sobre el colon, puesto que es el érgano en el que se va a
centrar esta tesis doctoral.

FUNCIONES DEL APARATO DIGESTIVO

El aparato digestivo desempefia un papel fundamental en la homeostasis del organismo, ya que va ser él
quien traslade agua, electrolitos y nutrientes desde el medio externo al interno. El proceso de digestion
consta de cuatro partes bien diferenciadas:!

Digestion, que consiste en la obtencidon de unidades absorbibles de los alimentos mediante su
degradacién quimica y mecdnica.

Absorcién, que supone la transferencia de estas unidades desde la luz intestinal al medio
extracelular.

Motilidad, proceso por el cual el alimento de mueve a través del tubo digestivo.

Excrecién, que consiste en la transferencia de sustancias y electrolitos desde el medio extracelular a
la luz intestinal.

Asi, el alimento entra al aparato digestivo por la cavidad oral, compuesta por boca y faringe, y llega al
estbmago a través del eséfago. En el estébmago, mediante la secreciéon de dcidos y enzimas, tiene lugar la
mayor parte de la digestidon quimica. El resto de los procesos que conforman la digestién, asi como la
absorcién de los productos de digestidn, tienen lugar en el intestino delgado. A medida que la materia
desciende por el tubo digestivo, érganos como pdncreas o el higado también secretan las enzimas
pancredticas y la bilis, respectivamente, para formar una mezcla en la luz del intestino llamada quimo.

El resto del alimento no absorbido pasa al intestino grueso, donde se absorbe agua y electrolitos, y se
forman las heces, para ser finalmente excretadas por el ano, mediante movimientos conocidos como
movimientos en masa (defecacién).

EL COLON: ANATOMIA E HISTOLOGIA

El aparato digestivo consta de varias partes: la cavidad oral, el tubo digestivo y los érganos de las
gléndulas accesorias. El tubo digestivo es un tubo largo que atraviesa el cuerpo y lo conforman el eséfago,
el estbmago y los intestinos delgado y grueso. La pared de estos érganos digestivos es muy similar entre
ellos, aunque con pequefias diferencias en funcién de las funciones especificas que desempefia cada érgano.
Asi, la pared del tubo digestivo estd compuesta por cuatro capas: la capa mds interna es la mucosa, debajo
de ésta se encuentra la submucosa, seguida una capa de musculo liso y, finalmente, la capa mds externa es

la serosa.!
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El aparato digestivo y el colon

La investigaciéon que aqui se ha llevado a cabo, se ha centrado en el estudio del tratamiento del cdncer de
colon, por lo que esta es la zona en la que se va a profundizar.

El colon forma parte del intestino grueso, el cual presenta la siguiente estructura:

Ciego, con una longitud aproximada de 6 cm, es la zona siguiente al intestino delgado. Aqui
continba el proceso de absorciéon de agua y nutrientes.

Colon y recto, ambas partes son estructuras musculares tubulares, pero de diferente longitud, pues
mientras en la edad adulta el colon mide cerca de 120 cm, el recto tan sélo 16 cm. La funcién
principal del colon, como ya se ha comentado, es la absorcién de agua y nutrientes de los alimentos
ingeridos, y el resto lo convierte en heces que pasardn al recto para ser excretadas.

Canal anal, la Ultima parte del intestino grueso, con una longitud entre 4-5 cm. Este se abre al
exterior por el ano, punto de salida de la materia fecal.

La pared del colon tiene las mismas capas que las mencionadas anteriormente, tal y como se puede
observar en la Figura 1.1 (mucosa, submucosa, muscular y serosa), aunque presenta algunas diferencias
respecto a la pared del resto de zonas del tracto gastrointestinal.

Gldandulas
intestinales

Muscularis
mucosae

Submucosa

Capa
longitudinal Muscular

(tenias colénicas) | externa

Musculo circular

Copyright © 2007 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Figura 1.1. Esquema del corte transversal de la pared del colon.!

La capa mucosa es la capa mds interna y la mds gruesa. Estd formada por tejido epitelial columnar
simple y presenta criptas intestinales profundas, sin las vellosidades observadas en el intestino
delgado. El epitelio estd formado por células caliciformes, que secretan moco; células endocrinas,
que secretan hormonas; y células madre basales; asi como células absortivas (colonocitos) con un
borde apical en cepillo. Por debajo de la capa epitelial, se encuentra la Idmina propia, formada
por tejido conectivo, que mantiene el epitelio en su lugar, y contiene vasos sanguineos y linfaticos, a
los que entran los nutrientes absorbidos. En la Idmina propia aparece también tejido linfoide que
forma pequefios ndédulos linfaticos. Por Ultimo, la muscularis mucosae o muscular de la mucosa, es una
capa delgada de musculo liso, que separa la mucosa de la submucosa. Es de destacar, que es
precisamente en esta capa mucosa, Y en concreto en las células epiteliales, donde se desarrolla el
proceso canceroso, objeto de estudio de esta tesis.
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El aparato digestivo y el colon

La submucosa es una capa compuesta por tejido conectivo con vasos sanguineos y linfaticos mas
grandes y contiene el plexo submucoso o de Meissner, una de las dos redes nerviosas mayores del
Sistema Nervioso Entérico, que coordina la funcién digestiva.

La capa muscular, se encuentra por debajo de la submucosa y contiene dos capas de células
musculares lisas que se contraen y permiten la funcién de motilidad en el intestino grueso.

® Capa muscular longitudinal: es la capa mds externa y se organiza en tres bandas
longitudinales llamadas tenias colénicas.

=  Capa muscular circular: es la capa mds interna, su engrosamiento produce los pliegues

semilunares del colon.

La capa serosa es la capa mds externa, compuesta por una fina capa de tejido epitelial escamoso,
cuya misién es la secrecién del liquido seroso, y otra fina capa de tejido conjuntivo. Este liquido
lubrica la superficie del intestino grueso protegiéndolo de la fricciéon con érganos, misculos y huesos

circundantes.

EPIDEMIOLOGIA, ETIOLOGIA Y DESARROLLO DEL CANCER DE COLON

EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE COLON

El cancer colorrectal es el tercer cdncer mds comin entre los hombres y el segundo mds comin entre las
mujeres en todo el mundo.2 En Espafia, el cdncer colorrectal es el mds diagnosticado, y es el segundo cdncer
que mds muertes provoca tanto en hombres como en mujeres (Figura 1.2). Son estos datos los que han
promovido que esta tesis doctoral se centre en el estudio de nuevas alternativas para el tratamiento de este

tipo de cdncer.
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Figura 1.2. Incidencia y mortalidad del cdncer registrada en Espafia, segun el tumor.3
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El cancer de colon

ETIOLOGIA DEL CANCER DE COLON

El funcionamiento normal del colon se basa en el equilibrio preciso de la proliferacién, diferenciaciéon y
muerte de las células epiteliales, donde alrededor de unas 1010 células se reemplazan diariamente en un
colon humano.# La regulacién de estos procesos de proliferacién y desprendimiento de células ocurre en las
criptas, que se renuevan continuamente por la division de las células madre. Es precisamente esta
regeneracién celular continug, la que hace que el colon sea una zona vulnerable donde se pueden generar
mutaciones malignas que desencadenen tumores.5

El inicio del proceso tumoral comienza por el cambio en una Unica célula. Este cambio puede ser debido a
diferentes factores, bien externos o bien de tipo genético heredados; no obstante, la mayor parte de los
cénceres diagnosticados estdn asociados con factores ambientales y/o nutricionales. Estos factores externos
inductores de cdncer se denominan sustancias carcinégenas y pueden ser de varios tipos en funcién de su
naturaleza:

Carcinégenos fisicos: como radiacién ultravioleta o la radiacién ionizante emitida por sustancias
radiactivas. De hecho, se calcula que la radiacién ultravioleta es la responsable del 90% de los
cdnceres en labios, del 50% de los melanomas y del 80% de los demds cdnceres de la piel.
Carcinégenos quimicos: como cloruro de vinilo, componentes del humo del tabaco, aflatoxinas (un
contaminante de los alimentos) o arsénico, entre otros.

Carcinégenos biolégicos: como infecciones de ciertos virus, bacterias o pardsitos.

El cdncer colorrectal (CCR) estd estrechamente relacionado con ciertas mutaciones genéticas hereditarias,
aunque sélo el 3-5% de los cdnceres colorrectales diagnosticados se deben exclusivamente a estas
mutaciones.® Uno de los factores més influyentes en el desarrollo de CCR, es el estilo de vida, ya que se
sabe que el consumo de tabaco, el alto consumo de alcohol, el bajo consumo de vegetales, la obesidad y la
inactividad fisica implican un mayor riesgo de este tipo de cdncer. Asimismo, el uso de hormonas
postmenopdusicas, el uso de farmacos antiinflamatorios no esteroideos y la ingesta elevada de calcio se
asocian con un riesgo reducido.” De esta forma, se puede concluir que los carcinégenos mds relacionados
con el CCR, son los de tipo quimico a través de la mutacién celular.

DESARROLLO DEL PROCESO TUMORAL

Cuando una célula sana realiza el proceso de division celular, su ADN se duplica utilizando el ADN original
como base para generar la nueva copia (ADN replicado). En este proceso, los sistemas de reparacién tienen
un papel crucial, ya que son los responsables de corregir las mutaciones que se producen durante la
replicacién del ADN, como consecuencia de sustancias carcinégenas. 89 Sin embargo, cuando se dan varias
mutaciones en el ADN, o incluso en los genes responsables del sistema de reparacién del ADN (RMM), el
dafio no se subsana y esa célula, con informacién genética mutada, es replicada (Figura 1.3). Son estos
errores los que derivan en la acumulacién de miltiples mutaciones genéticas, que se traducen en una
modificacién de la mucosa intestinal, empezando por generar primero un pdlipo adenomatoso hasta
finalmente el adenocarcinoma.
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El cancer de colon
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Figura 1.3. Esquema del funcionamiento del sistema RMM.

La progresién del adenocarcinoma estd controlada por una cascada de eventos que, en la mayoria de los
tumores denominados esporddicos, comienza con la mutacién del gen APC (adenomatous polyposis coli). De
hecho, se asocia con la mayoria de los tumores colorrectales, siendo detectable en el 63% de los adenomas
y el 60% de los carcinomas.'® El gen APC es un supresor tumoral que desencadena la degradacién por
fosforilacién de la B-catenina, mediante la coordinacién a ella. Asi, la mutacién en este gen inhibe este
proceso, provocando que la concentracién de B-catenina aumente; esto hace que se dé una mayor
proliferacién celular y una disminucién de la muerte celular programa (apoptosis). De esta forma, las células
mutadas van creciendo en nimero de forma exponencial, y es entonces cuando se da la transformacién de

una célula normal del epitelio a un adenoma temprano (Figura 1.4).

Estos adenomas son pélipos que se forman cuando los procesos de renovacién epitelial estdn alterados.!! Al
ir creciendo el nimero de células epiteliales, se producen las ramificaciones caracteristicas de los adenomas.
Estos desarrollaran caracteristicas de malignidad e invadirén el tejido, y es en ese punto cuando se
considerard un adenocarcinoma o tumor.'2
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El cancer de colon
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Figura 1.4. Esquema de la evolucién del proceso tumoral en el colon.
El paso inicial en la tumorigénesis es el de la formacién de adenoma, asociado con la supresién de
la expresion del gen APC. Los adenomas mds grandes y los carcinomas tempranos adquieren
mutaciones en la GTPasa KRAS, seguida de la pérdida del cromosoma 18q y de los genes
supresores de tumores SMADA4 (también llamado DPC4), asi como mutaciones en TP53 en los
carcinomas tangibles.

Ademds del papel del gen APC, el gen TP53 también parece ser determinante, considerado incluso el mds
importante durante la tumorigénesis colorrectal. Este gen codifica la proteina P53 que es un factor de
transcripcion multifactorial, implicado en el control de la progresién del ciclo celular, integridad del ADN vy
supervivencia de las células expuestas a agentes que dafian al ADN.'3-14 Cuando el ADN estd dafiado, P53
se activa para mantener la integridad de la secuencia del ADN, bien mediante la parada de la
proliferacién celular mientras que el dafio es reparado, o alternativamente, dirigiendo a la célula hacia la
apoptosis.’> Asi, el correcto funcionamiento de P53 disminuye la probabilidad de poblaciones celulares
mutadas y con ello, de desarrollar tumores.’® Debido a su papel fundamental en la proteccién de las
mutaciones en el ADN, P53 se suele denominar como "guardidn del genoma".

La mutacién en el gen TP53 estd detrds del 40-50% de los tumores esporddicos, con el agravante de que
este tipo de tumores suelen desarrollar una mayor resistencia a los fdrmacos convencionales.'” Es por esto,
por lo que investigar en el desarrollo de alternativas en el tratamiento de CCR sigue siendo una prioridad.

Estas alternativas no sélo deben de ser efectivas, sino también selectivas; es decir, que desempefien su
actividad citotéxica exclusivamente en células tumorales de forma que se minimicen los efectos secundarios.
Para conseguir esta selectividad, se aprovechan las diferencias estructurales y metabdlicas que presentan
las células tumorales respecto de las células sanas. Estas diferencias son:

El crecimiento y la division celular estdn regulados por seiiales a las que las células tumorales no
responden; por lo tanto, la velocidad de proliferacién de éstas es mucho mayor que la de las
células sanas.

Mientras que las células normales se especializan en una funcién determinada, las cancerosas
carecen de esta diferenciacién (anaplasia).
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El cancer de colon

Las células tumorales, debido a la falta de una estructura superficial, son capaces de separarse de
otras células cercanas. Es este hecho el que permite la invasién de otros érganos o tejidos que
deriva en la formacién de tumores secundarios o procesos de metdstasis.

Asimismo, se van a formar nuevos vasos sanguineos para abastecer de nutrientes a las células
tumorales (angiogénesis tumoral).

Estas caracteristicas indican como las células tumorales son mds demandantes de nutrientes y energia que las
células normales.

CICLO CELULAR Y PROLIFERACION CELULAR

A lo largo de este capitulo, se puede observar como el concepto de equilibrio entre regeneracién
(proliferacion) y muerte celular es fundamental para el correcto funcionamiento, no sélo del colon sino del
organismo en general. Las células que constituyen todo ser vivo, mediante un ciclo perfectamente
coordinado y controlado, crecen, se reproducen y mueren de forma continua. Es de esta forma, como existe
este cuidado equilibrio entre la proliferaciéon de las células, que permiten la regeneracién de los tejidos; y
la muerte celular programada (apoptosis), que hace que el nimero de células sea constante.

El proceso mediante el cual se mantiene este equilibrio se denomina ciclo celular, y consta de una serie de
eventos perfectamente orquestados y controlados por numerosos genes, que hacen que la célula prolifere o
muera, en caso de que presente algin dafio en su informaciéon genética. Sin embargo, una célula tumoral
presenta mutaciones en algunos de los diferentes genes que controlan este ciclo,'® lo que les permite alterar
su ciclo celular. Las mutaciones en estos genes son variables en funcién del tipo del cdncer, pero
independientemente del dafio genético o del tipo de cdncer, todos presentan alteraciones en el ciclo celular.

Este ciclo celular estd formado por varias etapas bien diferenciadas durante las cuales la célula original va
a aumentar de tamafio, copiar sus orgdnulos y componentes moleculares (Fase G1) para la sintesis de una
copia completa de su ADN (Fase S), tras la cual reorganiza su contenido y se prepara la mitosis (Fase G2).
Serd en la mitosis (Fase M), cuando la célula divida el ADN duplicado y su citoplasma, y genere dos nuevas
células.
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Figura 1.5. Etapas del ciclo celular.

Fase G1: La célula crece y se prepara para sintetizar ADN; Fase S: Se produce la replicaciéon del
ADN; Fase G2: La célula se prepara para dividirse; y Fase M: Se produce la division celular. Punto
de control G1/S, impide el paso a la Fase S a las células con ADN dafado; GO: Fase de parada
temporal para las células con falta de nutrientes o con ADN dafiado y susceptible de ser reparado;
Punto de control G2/M: control de la copia correcta y total de ADN.

Ademds de las fases G1, S, G2 y M, existen unos puntos de control, tal y como se muestran en la Figura 1.5.
Se trata de etapas cruciales del ciclo celular ya que su funcién es controlar que la célula que se va a dividir
no presenta mutaciones. En caso de que la célula contenga ADN dafado, estos puntos de control van a
iniciar procesos de reparacién o de muerte celular programa (apoptosis).

De esta forma, en la fase G1 sélo aquellas células que hayan alcanzado el tamafio adecuado avanzardn a
la fase S (Figura 1.5a). El resto de las células serdn detectadas por el punto de control G1/S, pudiendo
darse dos situaciones: las que no tengan el tamafio suficiente avanzarédn a la fase GO para realizar el
crecimiento (Figura 1.5b); y aquellas con informacion genética dafiada comenzardn procesos apoptéticos
para ser eliminadas (Figura 1.5c¢).

En la fase S, se produce la sintesis de una copia del ADN; no obstante, y dado que no existe un punto de
control entre las fases S y G2, las células con fallos en la replicacién de ese ADN (Figura 1.5d) continuardn
a la fase G2 junto con las que contienen la informacién genética completa (Figura 1.5e). En esta fase, se va
a producir la reorganizacién necesaria para la fase mitética; fase a la que tan sélo entran estas Gltimas
(Figura 1.5f), ya que las células con ADN incompleto son detectadas por el punto de control G2/M, e
inducen procesos de muerte celular (Figura 1.5g).
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Muerte celular programa: Apoptosis

Por ello, se puede concluir que un mal funcionamiento de los puntos de control G1/S, G2/M o del sistema
RMM, produce inestabilidad genémica, acumulacién de células con ADN dafiado y proliferaciéon celular no
controlada, caracteristicas propias de procesos tumorales.’9-20 Asimismo, conviene mencionar que cuando
estos puntos de control son superados, la célula va a realizar la siguiente fase de forma irreversible;2! por
lo que si una célula con ADN mutado consigue superar el punto G2/M realizaré la divisién celular
produciendo dos nuevas células con esa mutacién presente.

Tal y como se puede entrever, las transiciones moleculares se regulan a través de tanto sefiales externas
(p-Ej. sefiales moleculares), como sefiales internas (p.Ej. dafio en el ADN). De esta forma, una compleja red
reguladora controla el orden correcto del ciclo, asi como de realizacién eventos clave como la replicacién
del ADN o la separaciéon de cromosomas. Los controladores centrales de esta red son complejos de Cdk y
moléculas de ciclina. Varios pares de Cdk/ciclina regulan las transiciones criticas del ciclo celular, donde
inician la replicacién del ADN en la transiciéon de la fase G1 a la S. También desempefian un papel clave en
la induccién de la mitosis. Ademds, Cdk/ciclina inhibe los Gltimos pasos del ciclo; es decir, la separacién de
los cromosomas al final de la mitosis y la divisién celular.

Los andlisis de proliferacién celular son cruciales para los estudios de crecimiento y diferenciacién celular, y

se usan a menudo para evaluar tanto la toxicidad de los compuestos como la inhibicién del crecimiento de
células tumorales durante el desarrollo de un farmaco.

MUERTE CELULAR PROGRAMA: APOPTOSIS

Como ya se ha comentado, cuando durante el ciclo celular se detecta una célula con ADN dafiado,
insuficiencia de nutrientes o falta de orgdnulos o estructuras a través de estos puntos control, ademds del
arresto de esa célula para que corrija sus defectos, se desencadena un proceso fisiolégico que induce su
propia muerte. Este proceso se denomina apoptosis y estd mediado por la activacién de una serie de
moléculas (la cascada apoptédtica) que produce la muerte celular programada (MCP).22-23

De esta manerq, la apoptosis juega un papel importante en el desarrollo celular mediante el control y la
regulacién de la respuesta inmunitaria y la homeostasis tisular.24-25 La induccidén de la apoptosis conduce a
la formacién de corpusculos celulares, la exposicién de la fosfatidilserina a la superficie celular, la reduccién
del tamafio celular, la contracciéon del nicleo celular, la condensacién del ADN y la formacién de cuerpos
apoptdticos; lo que permite que se produzca la fagocitacién de éstos sin liberacién del contenido celular al
medio extracelular.26-27 Esto es importante, porque es la razén por la que este tipo de muerte no provoca
procesos inflamatorios asociados, en algunos casos, con carcinogénesis.28

EXTERNALIZACION DE FOSFATIDILSERINA

Entre las sefiales por las que se activan los mecanismos de apoptosis se encuentra la externalizacién de un
fosfolipido de membrana, la fosfatidilserina. La membrana celular tiene una doble funcién, pues no sélo
desempefia un papel estructural, sino también impide la difusién de moléculas esenciales para la célula al
espacio extracelular. Esta membrana estd compuesta por diferentes tipos de proteinas y lipidos. Las
proteinas mantienen las condiciones quimicas de la célula y ayudan en la transferencia de moléculas a
través de la membrana; mientras que los lipidos, componente mayoritario de las membranas celulares,
confieren flexibilidad a la membrana. Tanto en lo referente a lipidos como a las proteinas, se dan
diferentes tipos en funcién del organismo, célula, orgdnulo, etc.2?
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Los lipidos de membrana mds abundantes son los fosfolipidos y el colesterol, y su distribucién es asimétrica,
siendo diferente en la capa externa respecto de la interna. De esta forma, en células normales, la
fosfatidilcolina y la esfingomielina estdn presentes principalmente en la capa externa, mientras que la
fosfatidilserina, el fosfatidilinositol y la fosfatidiletanolamina estdn restringidas a la capa interna.30 Sin
embargo, por acciéon de las enzimas flipasas y flopasas, la localizacién de los fosfolipidos queda invertida
y asi, la fosfatidilserina (PS) queda expuesta en la capa externa. Este hecho se observé por primera vez en
linfocitos apoptdticos,3'-32 para después apreciarse en un gran nimero de lineas tumorales; por ello, la
presencia de PS en la capa externa de la membrana celular, estd aceptada como una caracteristica
universal de células apoptéticas. Udugamasooriya et al. confirmaron este hecho con estudios
inmunocitoquimicos con el anticuerpo bavituximab para PS. Asi, mientras las células HCC4017 de cdncer de
pulmén, son positivas para la tinciéon con bavituximab, las células epiteliales normales HBEC30KT no
presentaron tincién alguna (Figura 1.6).33

Figura 1.6. Estudio de la externalizacién de PS en células HCC4017 de cdncer de pulmén (izq.), y células
epiteliales normales HBEC30KT (drcha.)

En la presente investigacién, la evaluacién de este cambio en la disposicién de la PS en la membrana se ha
realizado a través de estudios de citometria de flujo mediante la utilizacién de anexina-V, la cual se
conjuga con un fluoréforo. Asi, la deteccién de PS constituye un marcador ideal que refleja el estado
apoptdtico de las células, con independencia del origen del estimulo que indujo este cambio.

CASCADA DE LAS CASPASAS

Ademds de la presencia de fosfatildilserina en la membrana exterior celular, existen otras vias de
sefalizacidén que participan en la activacién de la apoptosis. De entre las posibles vias apoptéticas, las dos
vias principales son:34

La via extrinseca: dependiente del receptor de la muerte a través de ligandos de la familia TNF
(factor de necrosis tumoral).

La via intrinseca o mitocondrial: inducida por factores como radiacién UV, quimioterapia, radicales
libres o dafio del ADN.
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Aunque las dos vias mencionadas presentan diferentes mecanismos de activacidén, parecen estar muy
relacionadas. De hecho, se conocen moléculas presentes en una de las vias que afecta a la otra y viceversa.
Asimismo, comparten la misma via de ejecucién, la iniciaciéon de la cascada de la familia de las caspasas.35-
36 Estas proteasas se expresan en la mayoria de las células, aunque en ausencia de las sefiales anteriores,
se encuentran en su forma inactiva (zimégeno). De esta forma, las caspasas deben ser activadas mediante
las caspasas iniciadoras, caspasas-8 y -9. Las denominadas caspasas ejecutoras (caspasas-3, -6 y -7) son
capaces de escindir varios cientos de sustratos, y son comunes para las dos vias de apoptosis descritas
anteriormente. Sin embargo, la movilizacién de una caspasa iniciadora u otra, si es dependiente de la via
de MCP. Asi mientras la via extrinseca activa la caspasa-8, la via intrinseca hace lo propio con la caspasa-
9 (Figura 1.7).37

muerte
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Figura 1.7. Activacion de la apoptosis por las vias de sefializacion extrinseca e intrinseca de las caspasas.

Actualmente se conocen un total de 14 caspasas, que se clasifican en iniciadoras, ejecutoras y mediadoras
de procesos inflamatorios, y a pesar de que todas son cisteina-aspartil proteasas especificas, presentan
diferencias estructurales que van a definir su funcién en la cascada apoptética.

Las caspasas iniciadoras se caracterizan por tener un prodominio N-terminal extendido, compuesto por al
menos 90 aminodcidos, que es fundamental para desempeifiar su funcién. Sin embargo, el prodominio de las
caspasas ejecutoras contiene aproximadamente una secuencia de unos 20-30 residuos. La activacion de
estas caspasas ejecutoras, por accién de una caspasa iniciadora, implica la escisiéon en residuos especificos
de Asp internos que separan las subunidades grandes y pequeiias. Las caspasas iniciadoras, sin embargo,
son capaces de autoactivarse.

Dado que la activacién de una caspasa iniciadora en las células desencadena una cascada de activacion
de caspasas descendente, estd fuertemente regulada y, suele requerir del ensamblaje de un complejo
multicomponente en condiciones apoptéticas.3? Por ejemplo, la activaciéon de la procaspasa-9 se produce

por la accién de Apaf-1 y citocromo ¢, para formar un complejo denominado apoptosoma en presencia de
dATP o ATP.38-40
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Ademds de las caspasas iniciadoras y ejecutoras, existe un tercer tipo que son las mediadoras de procesos
infamatorios. Asi, las caspasas-1, -4, -5 y -12 comprenden este subconjunto en humanos, mientras que la
caspasa-1, -11 y -12 cumplen la misma funcién en ratones.#! A nivel protéicos, estas caspasas también se
producen en su forma inactiva, y solo después de la estimulaciéon celular mediante receptores de
reconocimiento, se activan través de la formacién de un complejo citosédlico denominado inflamasoma.42
Cabe mencionar, que ademds de la funcién inflamatoria, también se ha observado como la caspasa-1
puede inducir la cascada apoptdtica que se requiere para la activacidon proteolitica de las caspasas
ejecutoras.43

En consecuencia, la cascada apoptética que implica a la familia de las caspasas, también va a desempefar
un papel fundamental en el equilibrio que se viene comentando entre proliferacién celular y MCP, y por
ello, serd objeto de estudio en la presente tesis.

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

Otro de los factores que se asocian con dafio en el ADN, y que por tanto pueden ser causantes de procesos
tumorales, son las especies oxidantes. De hecho, es bien conocido como factores como la radiacién
ultravioleta o el tabaco aumentan el riesgo de desarrollar cdncer a través de un aumento de especies
oxidantes.44

Durante la divisién y la respiracién celular, incluido en células especialmente activas metabdlicamente, se
producen radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ROS) involucradas en procesos tan importantes
como:43

Metabolismo de oxigeno
Inflamacién
Transducciéon de sefiales o vias de expresion genéticas

Enfermedades como neurodegeneracién, diabetes y, también cdancer.

Estas especies son beneficiosas y necesarias a concentraciones bajas; sin embargo, un aumento de la
concentracién de especies oxidantes en las células (estrés oxidativo) va a inducir dafios que estdn asociados
con procesos tumorales.

Entre las especies oxidantes mds abundantes se encuentran las especies reactivas de oxigeno (ROS),
producidas durante el metabolismo de oxigeno molecular, y denominadas asi porque su quimica oxidante
reside en el Gtomo de oxigeno.

Estd establecido que la presencia de ese oxigeno molecular desencadena diversas reacciones de oxidacién
a través de las cuales, se forman radicales libres que evolucionan a ROS.4¢ Estas especies pueden dividirse
en dos grandes grupos, radicales libres y no radicales. Las moléculas que contienen uno o mas electrones no
apareados y que, por lo tanto, dan reactividad a la molécula, se denominan radicales libres.4” Sin
embargo, cuando dos radicales libres comparten sus electrones no apareados, se crean especies no
radicalarias. Las tres especies ROS de mayor importancia fisiolégica son el anién superédxido (O2-), el
radical hidroxilo (OHe®) y el peréxido (H202); aunque existen otras especies ademds de hidroperéxidos
orgdnicos (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Principales especies oxidantes y sus procesos.

Especie (formula) Reacciones
NADPH + 202 < NADP* + 202" + H*
202" + H* & O2 + H202
Hipoxantina + H20 + Oz < xantina + H202
Xantina + H20 + Oz « Ac. drico + H202

Anién superéxido (027)

Peréxido de hidrégeno (H202)

Radical hidroxilo (OHe) Fe2t + H2O2 = Fe3t + OH™ * OHe
Acido hipocloroso (HCIO) H202+ CI" = HOCI + H20
Radicales proxilo (ROO*) Re + O2 = ROO"

Radical hidroperoxilo (HOO®) O2" + H20 < HOO* + OH"

Como se puede observar, la presencia de los iones metdlicos propios del medio intracelular (Fe, Cu, Zn, etc),
también tienen una importante influencia en el equilibrio redox, al estar implicados en la formacién de
radicales tan abundantes como el hidroxilo. De esta forma, si se perturban las condiciones redox normales
de la célula, se va a inducir un dafio oxidativo en biomoléculas tales como el ADN, los lipidos o las
proteinas. Sin embargo, las ROS no sélo pueden desencadenar procesos carcinogénicos por este mecanismo,
sino también por modificaciones sobre la transduccién de sefiales y los factores de transcripcién. El
mecanismo a seguir, va a depender de factores tales como el tipo de ROS involucrada y la intensidad del
estrés.48

En lo que se refiere al primero de los mecanismos, se ha observado como las ROS muestran reactividades
variables hacia diferentes objetivos, pero comparten la capacidad de dafar las células al oxidar las
proteinas, los lipidos o el ADN. Asi, por alteraciones en el ADN, las ROS van a producir las consiguientes
mutaciones, algunas de las cuales parecen implicar la modificacién de la guanina, causando apareamientos
transversales de G — T que van a afectar a genes supresores tumorales como el p53.49-50 Sin embargo,
también se ha demostrado que las ROS tienen un fuerte impacto en varias vias de sefializacién por accién
sobre proteinas de sefializacién, conformando la segunda de las vias posibles de accién de estas especies
oxidantes.5!

Se observa por lo tanto, que las ROS pueden actuar en varias de las fases que conforman el proceso
multietapa de la carcinogénesis y, por ello, las ROS se consideran potenciales especies carcinégenas porque
facilitan la mutagénesis, la promocién del tumor y la progresién del cdncer.52

Con base en todo esto, se pone de manifiesto cdmo mantener el equilibrio redox de la célula resulta
fundamental para evitar dafios en el ADN, asi como en otras biomoléculas biolégicamente relevantes como
lipidos de membrana o proteinas. Para ello, existen en el organismo diferentes especies antioxidantes cuya
funcién es contrarrestar los radicales libres y neutralizar los oxidantes.53 El sistema antioxidante endégeno
general consiste en antioxidantes enzimdticos como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GPx) o la familia de las tiorredoxinas (Trx); estas Ultimas junto con la familia de
proteinas glutarredoxina, juegan un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis redox
mediante el intercambio ditiol-disulfuro y sus proteinas diana.54
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Otro tipo de antioxidantes son los de tipo hidréfilo como urato, ascorbato, glutation y flavonoides; donde
destaca el glutation por ser el antioxidante més abundante de la célula, con una concentracién de 0.5-10
mM en las células tumorales.55 Ademds, también se dan antioxidantes lipéfilos como el tocoferol,
carotenoide y ubiquinol. Estos dos grandes grupos, los antioxidantes hidro- y lipéfilos, pueden agruparse en
un solo: antioxidantes no enzimdticos. A modo de resumen, se recogen los antioxidantes mas relevantes
clasificados segun esta Ultima diferenciacion, enzimdticos y no enzimdticos (Figura 1.8).

Antioxidantes Enzimaticos
Antioxidantes No

Enzimdticos Superéxido Dismutasa (SOD)
Vitamina A Catalasa (CAT)

Vitaminaol@ Glutatién peroxidasa (GTPx)
Vitaminal E Tiorredoxina (Trx)
B-carotenos Peroxidasa (Prx)

Glutatiéon Glutatiéon Transferasa (GST)

Figura 1.8. Clasificacion de las especies antioxidantes mds importantes.

Asimismo, los antioxidantes también pueden clasificarse segin su fuente, incluida la sintesis endégena como
enzimas y moléculas pequefias, asi como dietas exdgenas como fendlicos, flavonoides, dcidos fendlicos,
carotenoides, vitaminas y minerales.5¢

TIORREDOXINA REDUCTASA (TrxR)

Como se ha comentado anteriormente, en el organismo hay una gran variedad de antioxidantes cuya
funcién es el mantenimiento de la homeostasis redox celular. Pero, ademds se ha observado como enzimas
con unidades tiol como la tiorredoxina reductasa (TrxR), la glutatiéon reductasa (GR) o la cisteina proteasa
son sobreexpresadas en las células tumorales, lo que va a permitir utilizarlas de dianas de farmacos
basados en oro. Los grupos fiol de los residuos cisteina presentes en estas proteinas, son los que permiten
esta funcién antioxidante, ya que van a poder realizar procesos de reduccién u oxidacién que modulan
cascadas de transduccién de sefiales especificas que, a su vez, regulan las proteinas secundarias.

El interés de estas enzimas en relacidn con la quimica del Au reside en la gran tendencia de este metal por
los grupos tiol y selenotiol. Este hecho resulta muy ventajoso para uno de los objetivos del desarrollo de
nuevos farmacos, vencer la resistencia observada a los derivados de Pt; puesto que mientras los derivados
de Pt actéan mediante su unién al ADN para promover la apoptosis mediada por RMM, los complejos de Au
potencian la muerte celular programa por una desestabilizacién del equilibrio redox.

Por ello, conocer el mecanismo de accién de la TrxR resulta indispensable para ver como los complejos de
Au podrian alterarlo. El sistema TrxR actéa como dador de electrones a las peroxidasas dependientes de
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tiol (peroxirredoxinas) para eliminar las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno con una velocidad de
reaccion rdpida. Tal y como se puede observar en la Figura 1.9, en la forma inactiva y oxidada de TrxR,
los restos tiol reaccionan para formar la especie disulfuro; esta especie evoluciona a la forma activa y
reducida de TrxR al recibir electrones de NADPH en presencia de la enzima TrxR.57 La TrxR reducida puede
transferir equivalentes reductores a muchos sustratos, transformando asi las proteinas con enlaces disulfuro
de nuevo a su forma tiol original.

Debido a la mayor proliferacién celular y a la alta demanda metabélica de las células tumorales, la
concentracién de ROS es muy superior a la que se da en las células normales, aunque también es necesario
el mantenimiento del equilibrio redox. Por ello, para contrarrestar este aumento del nivel de ROS, las
células tumorales se ven obligadas a potenciar su sistema antioxidante por lo que proteinas como las
mencionadas anteriormente van a verse sobreexpresadas. Por ello, la inactivacion de proteinas
antioxidantes constituye una nueva diana para la terapia contra el cdncer.58

”””””””” > (Peroxirredoxina

Férmaco H0,

Cis-platino
Avuranofin

Se-farmaco
S %
SH

Figura 1.9. Consecuencias de la inhibicién de la TrxR.
La inhibicion de TrxR da como resultado niveles mds altos de TrxR oxidado y una reduccién de TrxR
reducida. Por lo tanto, la TrxR no puede activar los sustratos enumerados, lo que resulta en la
inhibicién de las funciones celulares.

TRATAMIENTO DEL CANCER DE COLON

Conseguir entender y conocer el progreso del proceso tumoral es el primer paso para poder desarrollar
fdrmacos mas eficaces que los utilizados actualmente. Aunque aldn quedan muchos eventos por explicar,
conociendo que los genes antes mencionados juegan un papel muy importante en procesos oncogénicos y
viendo las funciones de las que toman parte, se pretende disefiar complejos que actien sobre ellos o/y sus
funciones para frenar el desarrollo del céncer de colon.

El cdncer de colon, asi como muchos otros cdnceres, continda sin tener un fdrmaco capaz de combatirlo
eficazmente, por lo que se recurre a la combinacién de varios quimioterdpicos, formando cécteles que
resultan muy agresivos. Asimismo, cabe destacar que no se combate la formacién del tumor, sino la
proliferacién de las células tumorales ya formadas.
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Tal y como se puede observar en la Figura 1.10, una de las combinaciones mads utilizadas para el
tratamiento del cdncer de colon en los Ultimos afios es el FOLFOX, un coctel compuesto de 5-
Fluoracilo/Leucovorin y oxaliplatino. Este es precisamente el Unico compuesto metdlico que se sigue
utilizando, y que conforma la segunda generacién de fdrmacos basados en este metal, iniciada con el
conocido cis-platino.

FOLFOX y
FOLFIRI: mCRC
5-FU Bolus 5-FU/LV vs.
(Heidelberger) Potenciacion del 5- >-FU/mCRC (Poon) Bevacizumab, cetuximab

FU con LV

(Ullman) y panitumumab

5-FU/LV: Capecitabina: mCRC
adyudante terédpico (Van Cutsem)
(Wolmark)
5-FU con levamisol: FOLFOX: adyuvante
adyudante terédpico terapico (MOSAIC, Andre)

(Moertel)

Figura 1.10. Evolucién de la quimioterapia moderna.?

El hecho de que actualmente sélo se utilice este derivado de Pt no se debe a problemas de efectividad,
pues si bien es cierto que algunas lineas tumorales estdn desarrollando resistencia a este tipo de complejos,
el principal inconveniente de este tipo de derivados, son sus graves efectos secundarios. El desarrollo de

esta resistencia se atribuye a los siguientes factores:¢0

Reduccién de la absorcién del farmaco.o!
Una mejor eliminacién de los mismos por tioles.62
Aumento de la capacidad de la reparacién del ADN.¢3

Alteraciones en la via de sefializacién celular.é4

No obstante, el cis-Pt y el resto de andlogos de Pt conforman un gran ejemplo de cémo una molécula muy
pequefia es capaz de interferir en la replicacién celular de forma efectiva. Todos ellos son considerados
profdrmacos, es decir, que estas especies evolucionan a la especie realmente activa una vez dentro del
organismo. En el caso del cis-Platino, evoluciona al correspondiente diaqua complejo, de forma mayoritaria.
Estas moléculas de agua se comportan como vacantes coordinativas permitiendo que el platino se enlace a
las bases de ADN. Por norma general, se suele enlazar a bases vecinas de una misma cadena, aunque
también hay casos de enlace intercatenario. Si bien la unién al ADN es diferente, el resultado es el mismo:
iniciacién del mecanismo apoptdtico (Figura 1.11).
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[CF=104 mM (sangre) e —

[CF]=4-10 mM (citoplasma)

Atomo N al que
se une el cis-Pt

Ciclo celular

intervenido }\
/|

Reparacién Apoptosis
del ADN

Necrosis

N

Supervivencia
de la célula

Figura 1.11. Mecanismo de accién del cisplatino.
Este mecanismo comprende (a) captacién celular, (b) procesos de activacion, (c) coordinacién del Pt
al ADN vy (d) procesamiento celular que conduce a la apoptosis.

Con base en la gran eficacia de los complejos de Pt, la comunidad cientifica se ha lanzado a la bisqueda
de fadrmacos mds selectivos para conseguir minimizar los efectos secundarios que sufren los pacientes que
reciben quimioterapia, y que, a su vez, consigan vencer esa resistencia incipiente que algunas lineas
tumorales presentan a los derivados de Pt. Entre las diferentes lineas de investigacién que se han abordado,
se encuentra el desarrollo de nuevos complejos de coordinacién u organometdlicos. Asi, se estdn sintetizando
muchos complejos basados en otros metales diferentes al platino como rutenio, osmio, cobre, paladio y oro,
entre otros.65-¢¢ Sustituir el platino por otro metal pretende que el nuevo complejo provoque la muerte
celular controlada (apoptosis) por mecanismos distintos a los que realiza en platino (distintas dianas), y asi
vencer la creciente resistencia a estos derivados.

DESARROLLO DE NUEVOS FARMACOS BASADOS EN ORO

El uso del oro en medicina se remonta a la Antigiedad, aunque fue en 1929 a raiz de que Forestier
descubriera su aplicabilidad para la artritis reumatoide, cuando experimenté un mayor crecimiento.6” A
pesar de esto, la preparacién de compuestos de oro con actividad citotéxica todavia se puede considerar
una rama en crecimiento, y precisamente por tratarse de una via joven, todavia hay muchas incégnitas. El
principal interrogante sigue siendo el mecanismo de accidén de este tipo de complejos. Sin embargo, estudios
mecanisticos parecen apuntar a que el oro induce la apoptosis por alteracién del equilibrio redox de la
célula. La ruptuta de la homeostasis redox se produce por la coordinaciéon del complejo de Au a la
tiorredoxina reductasa (TrxR), quedando esta selenoenzima inhibida por esta unién. Esta inhibicién conlleva
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a la alteracién de las funciones mitocondriales y a un aumento del estrés oxidativo, causando finalmente la
muerte celular via apoptosis.68-69

El oro puede presentarse en un amplio rango de estados de oxidacién, desde -1 hasta +5; sin embargo,
sélo los estados de oxidaciéon +3 y +1 parecen ser biolégicamente relevantes.”® Auy(l) tiene una
conFiguracién electrénica d10 y genera compuestos con geometria lineal, mientras que Au(lll) tiene una
conFiguracién electrénica d8 vy, por lo tanto, es isoelectrénica con Pt(ll). Ademds, también presenta un indice
de coordinacién 4 con geometria plano-cuadrada que hace que los complejos Au(lll) sean candidatos
interesantes para su evaluaciéon como anticancerigenos. Cabe destacar que, debido al cardcter reductor del
medio intracelular, en condiciones fisiolédgicas la reduccién de Au(lll) a Au(l) es muy favorable, por lo que la
eleccién de los ligandos es muy determinante para hacer estable a este estado de oxidacién.”! De hecho,
una importante cantidad de complejos de Au(lll) son considerados profdrmacos. Que las especies activas
contengan centros de Au(l) o Au(lll) es determinante para su quimica, puesto que Au(l) tiene un cardcter
blando y por tanto tenderd a unirse a enzimas con grupos tiol; en lo que respecta al Au(lll) manifiesta un
cardcter fuerte siendo mds susceptible a coordinarse a dtomos de nitrégeno, pudiendo interaccionar con el
ADN.72

NUEVOS COMPLEJOS DE Au(l)

Contrariamente a lo que sucede con los derivados de Au(lll), los complejos de Au(l) y su estudio como
antitumorales es algo en lo que se lleva trabajando varias décadas. Ademds, el hecho de que los complejos
de Au(l) estén aprobados para su uso como antiartritico, supone una ventaja para las empresas
farmacéuticas ya que, este tipo de derivados, ya han pasado las diferentes fases clinicas previas a la
comercializaciéon de un farmaco. En este campo, el ejemplo mds notable es el auranofin (Figura 1.12), un
agente antiartritico administrado por via oral, que a finales de la década de los 70, demostré ser capaz de
inhibir la proliferacién de células cancerosas, asi como la sintesis de ADN, ARN y proteinas in vitro.”3

\
N

AcO, /
o) f”
S
AcO
AcO OAc

Figura 1.12. Estructura del auranofin.

El mecanismo de accién del auranofin se ha estudiado ampliamente, y contrariamente a lo que sucede con el
cis-Pt, no actba por interaccién con el ADN. El auranofin se sabe que es un potente y selectivo inhibidor de
las seleno-enzimas tfiorredoxina reductasas (TrxR).74-75 El hecho de que este tipo de enzimas sea la diana
principal del auranofin es algo prometedor en el campo de los antitumorales ya que, la TrxR se
sobreexpresa en las células tumorales. La inhibicién de los sistemas de tiorredoxina reductasa/tiorredoxina
induce la permeabilizacién de la membrana mitocondrial permitiendo la liberacién de citocromo ¢ al citosol,
lo que desencadena la apoptosis.”¢ Ademds, se ha observado como la inhibicién de la TrxR por el auranofin
permite superar la resistencia creciente a los derivados de Pi(ll) en una linea celular de cdncer de ovario in

vitro.58
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Viendo los buenos resultados de este complejo, la quimica del Au(l) con residuos fosfano atrajo la atencién
de la comunidad cientifica. Este derivado no contiene enlaces Au-C como ocurria en los derivados de Au(lll),
ya que no se requiere de ese tipo de unién para conferirle estabilidad. Es mds, se ha observado que
numerosos compuestos con enlaces Au-P o Au-S tienen una elevada selectividad y citotoxicidad frente a
diferentes lineas tumorales. Asi pues, este complejo supuso un comienzo del auge de la quimica de Au(l) con
ligandos fosfanos. Ott et al. en 2009, con la misma subunidad Au-PR: pero usando N-(N',N’-
dimetilaminoetil)1,8-naftalimida como ligando, describié un complejo que actuaba como intercalante de
ADN.77-78 Asimismo, en nuestro grupo de investigacién se ha trabajado exhaustivamente con diferentes
ligandos fosfano en unién con Au(l) para el desarrollo de nuevos fadrmacos.”9-85

El uso de fosfanos no es trivial, ya que van a constituir la parte hidréfila del complejo permitiendo optimizar
el equilibrio entre la lipo e hidrosolubilidad de nuestros complejos. Entre los fosfanos mds utilizados en
nuestro grupo destacan la PTA (1,3,5-triaza-7-fosfaadamantano) y HMPT (trisdimetilamino fosfano). Ambos
fosfanos fueron seleccionados por su elevada solubilidad en agua: 235 y 1000 g/I respectivamente, asi
como por su baja demanda estérica (Figura 1.13).

’ |
N~ N '
g g
N
1,3,5-triaza-7-fosfaadamantano Trisdimetilamino fosfano
PTA HMPT

Figura 1.13. Estructura de los fosfanos PTA y HMPT.

Con estos fosfanos se han desarrollado numerosos complejos de Au(l) con distintos residuos acetileno y tioles.
Estos complejos han sido estudiados frente a distintas lineas tumorales y, se ha observado que, presentan
una mejor actividad citotéxica que el cis-Pt, e incluso que el auranofin en algunos casos.”?: 85

A pesar de lo extendida y establecida que es la quimica de Au(l) con ligandos fosfanos, este estado de
oxidacién permite trabajar con otros ligandos con diferentes dtomos dadores que no sea el fésforo. Asi se
encuentran una gran variedad de ejemplos de compuestos de Au(l) con ligandos alquinilo.

Sin embargo, la propiedad més estudiada de estos derivados es la luminiscencia, y otras propiedades,
como las biolégicas no se han estudiado tan exhaustivamente.86-87 En nuestro grupo de investigacién, cabe
destacar que se han preparado derivados alquinilo con Au(l) que contienen el fosfano PTA y el 3,7-diacetil-
1,3,7-triaza-5-fosfabiciclo [3.3.1] nonano (DAPTA), con efecto citotdéxico en células tumorales (Figura 1.14).
Asimismo, y aprovechando la luminiscencia intrinseca de estos complejos, se confirmé su captacién mediante
microscopia de fluorescencia.84
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Figura 1.14. Ejemplo de estructuras de complejos de Au(l) con residuos alquinilo.

En los Gltimos afios, la quimica de carbenos N-heterociclicos se ha desarrollado y ha experimentado un gran
auge, aplicdndose también a la obtencién de compuestos organometdlicos de Au(l). Por ejemplo, en 2006,
Berners-Price et al. sintetizaron diferentes complejos biscarbeno mononucleares de Au(l) como posibles
agentes quimioterapéuticos.88-8° En estas estructuras, se han modificado los grupos unidos a los N del
heterociclo para ajustar el cardcter lipofilico de los complejos, un factor critico para dirigirse a las células
malignas. Estos derivados organometdlicos de oro muestran fuertes efectos antimitocondriales, que pueden
atribuirse tanto a su cardcter catidénico como lipéfilo. Mds recientemente, también se ha descrito un complejo
biscarbeno de Au(l) que disminuye el tamafo del tumor en ratones con melanoma sin pérdida de peso
durante el tratamiento.?0

La modificacién de los grupos presentes en el heterociclo también juega un papel importante en las
propiedades fotofisicas del complejo final, lo que como sucedia con los complejos con unidades alquinilo va
a permitir el estudio de asimilacién y distribucién del complejo por microscopia de fluorescencia.?’ Cabe

mencionar que, en los casos estudiados de los aqui recogidos, el mecanismo de accién es por inhibicién
proteica de los sistemas Trxs.92-93
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Figura 1.15. Ejemplo de especies Au(l)-carbeno N-heterociclico.

NUEVOS COMPLEJOS DE Au(lll)

Como se ha comentado anteriormente, la idoneidad de los complejos de Au(lll) para su uso como agente
antitumoral reside en su cardcter isoelectrénico e isoestructural con el Pi(ll), de demostrada actividad
citotéxica en una gran variedad de lineas tumorales. Sin embargo, la problemdtica de evolucionar a
especies de Au(l) en el medio intracelular sigue siendo un obstdculo a salvar en la quimica de este estado
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de oxidacién. Esta inestabilidad se atribuye a la fdcil sustitucién de los dtomos de cloro habituales en estos
complejos, por moléculas de agua a pH superiores a 2.94

Para desarrollar complejos de Au(lll) estables, es comin recurrir a ligandos N-dadores, especialmente a
aquellos que puedan coordinarse en forma quelato para conferir mayor estabilidad. En esta linea se han
desarrollado complejos con fenantroling, terpiridina o macrociclos tal y como se recogen en la Figura 1.16.

Figura 1.16. Estructuras de algunos complejos de Au(lll) con ligandos N-dadores.

La estabilidad de estos complejos se determiné por voltamperometria ciclica y/o espectroscopia UV-vis en
presencia de agentes reductores; y se observé como el complejo con poliamina es bastante estable frente a
la reduccién en medio acuoso.?> Cabe mencionar, la sintesis de una familia de complejos de Au(lll) con
ligandos N-dadores especialmente estables a la reduccién, complejos Au(lll) basados en porfirinas.46: 96

Debido a las similitudes entre Au(lll) y Pt(ll), el ADN se concibié como la posible diana implicada en el
mecanismo de accién; y aunque se ha demostrado que los compuestos de Au(lll) pueden interactuar con los
dcidos nucleicos mediante la coordinaciéon a sus dtomos N-dadores,”” la interacciéon estudiada con el ADN
bovino parece ser débil y reversible, lo que no podria explicar las propiedades citotéxicas de esta clase de
compuestos.?® Estudios paralelos parecen apuntar a que la via principal por la que muestran actividad
citotéxica sobre células tumorales es la interaccién con proteinas. De hecho, se ha demostrado que algunos
complejos de Au(lll) son potentes inhibidores de la TrxR, aunque en menor grado que el auranofin.?® Por otro
lado, estudios mds recientes sefialaron que el Au(lll) es un inhibidor muy potente de la enzima poli (ADP-
ribosa) polimerasa-1 (PARP-1) en comparacién con otros fdrmacos basados en metales, como son el cis-
platino, NAMI-A (([ImH][trans-RuCl4(dmso-S)(Im)] Im = imidazol), o auranofin.100

Aunque tipicamente se ha relacionado el Au(lll) con ligandos N-dadores, no son la Onica alternativa, ya que
existen complejos basados en ligandos S-dadores como los sintetizados por Fregona et al. en 2005 con
ditiocarbamatos. Estos complejos han resultado ser muy estables y activos frente a diversas lineas tumorales
como la leucemia, adenocarcinoma de colon, cervical...10!
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Figura 1.17. Estructura de complejos de Au(lll) con ligando ditiocarbamatos.

Algo a destacar de estos complejos es que demostraron también una excelente toxicidad frente a lineas
resistentes al cis-Pt, lo que confirma que el mecanismo de accién de estos complejos dista del cis-Pt.'97 De
hecho, se ha demostrado que los compuestos con unidades ditiocarbamato actian a través de la inhibicién
del proteosoma tanto in vitro como in vivo.102-103

COMPLEJOS CICLOMETALADOS DE AU(lIl) CON LIGANDOS C,N-DADORES.

La reaccidén de ciclometalacién es la activaciéon de un enlace C-H, mediado por un metal de transicién, de
una amplia gama de moléculas orgdnicas que llevan dtomos dadores (D) como N, O, P, S y Se. Esta
reaccién supone la formacién de un ciclo compuesto por un enlace de coordinacién D-M y un enlace
covalente M-C, conocido como metalaciclo. La existencia de ese nuevo enlace C-Au dota a este tipo de
complejos de mayor estabilidad redox y termodindmica, que complejos Unicamente con N-dadores.

Por otro lado, este tipo de complejos son muy versdtiles ya que, se pueden modular fdcilmente sus
propiedades estéricas y electrénicas mediante la modificacién de los ligandos aniénicos. Este hecho resulta
especialmente importante en el campo del desarrollo de nuevos fdrmacos, pues es vital que dicho
compuesto tenga unas caracteristicas adecuadas para su metabolismo, como por ejemplo un cardcter
lipofilico mejorado.

El descubrimiento de las propiedades antitumorales de este tipo de complejos experimenté un nuevo auge
cuando Parish y colaboradores investigaron sobre complejos [Au(damp)Cl2] (damp= 2-
[(dimetilamino)metil]fenil).104-105 Estos complejos mostraban un gran potencial por su elevada citotoxicidad
frente a numerosas lineas tumorales, alcanzando al cis-Pt. Ademds de su buena actividad citotéxica,
también mostraban buena selectividad. Con estos prometedores resultados, este campo comenzé a
extenderse y asi, en 2003, Che et al. trabajaron con un ligando quelato CANAC como es la 2,6-
difenilpiridina (Figura 1.18a) que resolvia el problema de la falta de inestabilidad de los derivados de
Au(lll). Este tipo de complejos ciclometalados supuso un gran interés por su elevada citotoxicidad frente a
distintas lineas tumorales. Asimismo, complejos como los sintetizados por Messori (Figura 1.18b) utilizando 2-
(2-fenilprona-2-il)piridina mostraron ademds, una inactivacién selectiva de la actividad de la TrxR.106-107
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Figura 1.18. Estructuras de complejos de Au(lll) con ligandos CANAC y CN.

Los complejos recogidos en la Figura 1.18, presentan distinto nimero de enlaces C-Au, lo que se ha visto
que modifica el cardcter lipofilico del complejo; en general, un mayor nimero de enlaces C-Au dota de
mayor lipofilidad al complejo, lo que facilita su captacién intracelular. Sin embargo, también reduce la
tendencia de estos complejos a interaccionar con grupos tiol o selenol presentes en las proteinas diana.

Asi pues, propiedades tan importantes para el desarrollo de un nuevo fdrmaco como la elevada
estabilidad en condiciones fisiolégicas, asi como su versatilidad de disefio, han sido lo que ha potenciado la

sintesis de nuevos complejos ciclometalados de Au(lll) a lo largo de esta tesis doctoral.
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DISCUSION DE RESULTADOS (I): SINTESIS Y CARACTERIZACION

La sintesis de nuevos complejos con aplicabilidad en medicina es una tarea que requiere de un disefio
previo muy concreto ya que, estos nuevos compuestos, van a tener que cumplir una serie de propiedades y
requisitos. Los pardmetros a estudiar para que un complejo sea descartado o elegido como farmaco son su
absorcién, distribucidon, metabolismo, excrecién y toxicidad; o lo que es lo mismo, sus caracteristicas ADME-
tox.! Quizds, el mas complejo de elucidar sea el metabolismo, por la infinidad de procesos involucrados a
los que va a estar sometido el fdrmaco. Sin embargo, el metabolismo de un fadrmaco no difiere en gran
medida de la digestién diaria de alimentos; por lo que conocer el sistema digestivo humano, asi como su
funcionamiento resulta muy Util para este tipo de investigaciones.

El sistema digestivo, como se ha mencionada en el capitulo |, lleva a cabo una gran variedad de reacciones
quimicas distribuidas en etapas establecidas en distintos érganos. Cada érgano tiene su propio pH, que va
a ser critico para la desnaturalizacién o activacion de las enzimas y coenzimas que llevan a cabo el proceso
de transformacién de los alimento, a moléculas que el organismo es capaz de asimilar. Estas condiciones van
a ser las mismas a las que el fdrmaco va a estar expuesto: agitacién mecdnica a 37°C, mismo pH y mismas
enzimas.

Conviene recordar que la mayoria de los medicamentos se administran en forma sélida por lo que el primer
paso critico va a ser su solubilidad. A continuacién, la absorcién del fadrmaco requiere que pueda atravesar
la membrana lipidica celular, y asi sucesivamente hasta que pueda realizar su accién.

Como se puede observar, el disefio de la estructura de un complejo con pretensién de fdrmaco, no es algo
trivial. A lo largo de esta investigacidn se han sintetizado una serie de nuevos complejos de Au con ligandos
especificamente seleccionados para mejorar propiedades tales como solubilidad, citotoxicidad,
biocompatibilidad, etc.

Una de las herramientas que ha de demostrado ser muy til para el disefio de nuevos fadrmacos es la
conocida como Regla de Lipisnki, capaz de evaluar cualitativamente la adecuacién de un compuesto para
ser administrado por via oral, y llevar a cabo su funcién farmacolégica. Se conoce con este nombre a las
siguientes reglas que determinan la viabilidad de un compuesto para su utilizacién como farmaco:

El compuesto no debe contener mdas de 5 dtomos dadores de enlace de H (expresado como la suma
de OHs y NHs).2

Tampoco debe contener mds de 10 dtomos aceptores de enlaces de hidrégeno (la suma de Ns, Os
y Floor).

Debe tener un peso molecular inferior a 500 g/mol.

Y un coeficiente de reparto octanol-agua (logP) inferior a 5.

COMPLEJOS DE Au(lll)

Como se ha comentado en la introduccién, el metal escogido para la sintesis de nuevos complejos capaces
de actuar como fdrmaco, es el oro. De entre los estados de oxidaciéon con relevancia biolégica Au(l) y
Au(lll), a continuacién se recoge la preparacién y caracterizacion de los complejos de Au(lll) con ligandos N-
dadores. Asimismo, y dado que el Au(lll) suele ser facilmente reducible a Au(l)/Au(0) en el medio fisiolégico,
el primer objetivo de este trabajo ha sido estabilizar el estado de oxidacién lll. Para ello se ha decidido
trabajar con ligandos N-dadores capaces de generar, no sélo un enlace Au-N si no también un enlace Au-C.
Es precisamente este enlace el que aumenta la resistencia de estos complejos a la reduccién, debido a la

coordinacién tipo quelato.
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Para la sintesis de los derivados ciclometalados de Au(lll) que aqui se pretende, hay ya recogidos varios
protocolos sintéticos:

Por reacciones de transmetalacién con derivados organometdlicos, como organomercuriales o
complejos organoestdnnicos.3-4

Por calentamiento del correspondiente precusor [AuCI3(HL)].5-¢

Por reacciones de abstraccion del dtomo de Cl de los derivados [AuCI3(HL)] con sales inorgdnicas
como NaBF4, KPFs, AgBF4...67

La gran variedad de procedimientos vélidos para la obtencién de complejos cicloauratos refleja la falta de
un método general que permita obtener el derivado ciclometalado sin importar el ligando HNC utilizado
con buenos rendimientos. Asi, este ha sido uno de los objetivos establecidos en esta investigacién.

De entre los protocolos anteriormente mencionados, el uso de derivados organometdlicos de mercurio y de
estafio, fue rdpidamente descartado como punto de partida por cuestiones medioambientales. Ademas, el
uso de estos metales para obtener complejos cuya finalidad ¢ltima es su aplicacién en medicina, supone
también una evidente problematica. Por otro lado, los otros dos métodos parecian sencillos y accesibles a
nivel industrial, punto a tener en cuenta ya que el procedimiento sintético debe cumplir estas propiedades
para que un posible fdrmaco sea viable.

De esta forma, se sintetizaron varios complejos de Au(lll) de férmula [AuCl3(HL)] ya que se trata del
producto de partida de ambos procedimientos.

Productos de partida: [AuCl3(HL)] y [AuCI,L]

SINTESIS DE LOS PRECURSORES [AuCla(HL)]

La preparaciéon de este tipo de derivados se puede realizar en diferentes disolventes, aunque la mezcla de
disolventes mds extendida es acetonitrilo/agua. Como fuente de Au(lll) se puede utilizar Na/K[AuCl4] o
HAuUCl4;% 8 sin embargo, se ha observado que el uso de la sal sédica genera resultados mdés reproducibles
que con el dcido, lo que se puede explicar por un exceso de HNO3 en el dcido HAuCla4. Asi, se ha seguido el
esquema sintético que se muestra en la siguiente Figura:9-10

N Na[AuCl,]-2H,0
Z MeCN/H,0, RT
R N R
7 7
<L \_/
N N
| \\ tp PPY bzp
o ‘ ‘ ,ﬁ‘ ‘I)

dmdppy

Figura 2.1.1. Esquema de reaccién para los derivados [AuCIsHL].
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La caracterizacién de estos complejos se ha realizado por las técnicas habituales siendo especialmente Util
la espectroscopia infrarroja (IR) asi como RMN. La primera de ellas permite conocer rdpidamente la
coordinacién del ligando sobre el Gtomo de Au por la aparicién de la banda Au-Cl.

Los complejos [AuX3HL] tienen varios modos de vibracién activos en IR: 4a1+3b1+2b2, de los cuales 3 son
debidos a los enlaces Au-X (2a1+b1), y se registran en el rango v=356-366 cm!, aproximadamente. Los
modos de vibracién al se corresponden con Vaux) trans L y con Vaux) simétrica, y suelen ser bastante
débiles. Sin embargo, la banda b1 va.x) asimétrica es la banda mds significativa para este tipo de
complejos por su elevada intensidad, siendo ésta la banda que actia como frecuencia de grupo.!!

De esta forma, es coherente que en los derivados de Au(lll) sintetizados, se observe una sefial intensa en
torno a 350 cm-! con varios hombros, como en el caso de la Figura 2.2. Asi esta sefial es la correspondiente
con el modo b1 y los hombros las bandas de menor intensidad al.

T T T T T T T 0 AN

3750 3250 2750 2250 1750 1250 750 250 S
v, cm™!

Figura 2.1.2. Espectro de IR del complejo [AuCls(Hbzp)] (P3). Inset: ampliacién de la banda a 356 cm'-

En lo que se refiere a RMN, la realizacién de experimentos 'H-RMN confirma la coordinacién al centro de
Au por el cambio en el desplazamiento de las sefiales, especialmente notable en el caso del H adyacente al
dtomo de N-py (Figura 2.3).
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Figura 2.1.3. Espectro de "H-RMN del complejo [AuCl3(Htpy)] (P1) (arriba) y Htpy (abajo).

Una vez caracterizados estos complejos se procedié a su utilizacién para la sintesis de sus correspondientes
ciclometalados.

SINTESIS DE COMPLEJOS CICLOMETALADOS DE Au(lll): [AuLCl2]

Como se ha comentado anteriormente, la preparaciéon de estos derivados se ha abordado desde varios
procedimientos sintéticos, como son:

Utilizacién de una base como captador de cloro: el uso de una base se contemplé con una doble
funcién, no sélo ayudar a captar un dtomo de cloro para formar la sal correspondiente; si no

también neutralizar el HCl que se forma durante la reaccién. Entre las bases utilizadas destacan el
NaOAc y AgBFa.

La eleccion de utilizar NaOAc se justifica por su papel en la sintesis de ciclopaladatos. Ryabov et al.
propusieron un mecanismo electrofilico para la ciclometalacién del derivado de Pd con dimetil-bencil amina
(DMBA-H).12-14 Este mecanismo implica la formacién de un intermedio donde se da la transferencia de un
protén al residuo acetato (Figura 2.4). De esta forma, el acetato desempefia dos funciones importantes, la
activacion electréfila del areno, y la desprotonacion del mismo.
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Figura 2.1.4. Estado de transicién propuesto para la ciclometalacién de [Pd(OAc)2(DMBA-H)].

Reacciones a reflujo en mezcla de MeCN/H20: la relacién de disolventes a utilizar, aunque se ha
visto que resulta en muchos casos critica,’> ain no estd bien definida.

Reacciones en estado sélido basadas en estudios de TGA: D.E. Janzen et al. han desarrollado un
método vdlido para diferentes ligandos N-dadores aromdticos,'¢ en el que se consigue el derivado
cicloaurato por calentamiento del precusor [AuCl3(HNC)]. La temperatura a utilizar se determina
previamente por estudios de TGA.

USO DE BASES PARA LA ABSTRACCION DE CLORO

Para favorecer la reaccién de ciclometalacién se han utilizado diferentes bases capaces de captar uno de
los dtomos de Cl unidos al centro metdlico, de esta forma el Au(lll) dispone de una vacante coordinativa
que, por proximidad y estabilidad, tenderd a ocupar mediante la formacién de un enlace Au-C.

Las bases testadas, asi como las diferentes condiciones utilizadas en la reaccién de ciclometalacién de
[AuCls(Htpy)] se recogen en la Tabla 2.1. Se puede observar como, salvo en el caso de la utilizacién de
NaBF4 (entradas 3 y 4), no se consiguié obtener el derivado ciclometalado.

Tabla 2.1.1. Resumen de las condiciones testadas para la ciclometalacién [AuCls(Htpy)l.

Base Disolvente Temperatura Tiempo (h) Resultado
T | NaOAc MeCN/ H20 RT 6,5 No reaccién
2 | NaOAc CH2Cl2 RT 24 No reaccién
3 NaBF4 H20 Reflujo 6,5 50% (+impurezas)
4 NaBF4 MeCN Reflujo 5 30%
5 KPFe MeCN/ H20 RT 96 No reaccién
6 AgBF4 Acetona RT 15 Descomposicion
7 | Tl(acac) Acetonitrilo RT 0.5 Descomposicion
8 | Tl{acac) Acetonitrilo RT (Atmésfera Ar) 3 Descomposicion

El producto aislado de las reacciones 3 y 4, se caracterizé por 'H-RMN, donde se pueden ver que ademds
de la especie ciclometalada, se dan impurezas correspondientes con la especie precursora cuando se utilizd
H20 (Figura 2.5 centro). Sin embargo, viendo estos resultados se modificaron las condiciones de reaccion a
MeCN, dando como resultado una mejora en la pureza de la especie ciclometalada aunque todavia son
apreciables resto de la especie tricloro (Figura 2.5 abajo)
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Figura 2.5. Espectro de "H-RMN de [AuCl3(Htpy)] (P1) (arriba), producto de sintesis de la entrada 4
(centro) y el producto de la entrada 3 (abajo).

Viendo que esta estrategia sintética no conseguia mejorar los resultados publicados de rendimiento para la
obtencién de especies ciclometaladas a través del calentamiento a reflujo en MeCN/H20; se decidié
abandonar esta via en favor del segundo de los procedimientos arriba mencionados.

REACCIONES A REFLUJO EN MEZCLA DE MeCN/H-0

La obtencién de cicloauratos por calentamiento en disolucién MeCN/H20 ha sido descrita con anterioridad;
sin embargo, todavia existe cierta controversia en la relacién de disolventes a utilizar. Por ello, y en alas de
obtener un procedimiento general se realizé un estudio con diferentes disolventes y estequiometrias.

pdg. 38



Sintesis y caracterizacién de derivados ciclometalados de Au(lll)

Tabla 2.1.2. Condiciones ensayadas para la obtencién de [AuCl2(tpy)] (1).

Disolvente Tiempo (h) Rto (%)
1 Acetona 3 0]
2 CH2Cl2 48 0]
3 H20 24 0
4 1:1 6 85
5 1:2 6 4
6 1:4 6 5

Con base en los resultados recogidos en la Tabla 2.2, se observa que sélo utilizando la mezcla MeCN/H20
se consigue la especie ciclometalada. Ademds, viendo que utilizando Unicamente agua no tiene lugar la
reaccién, parece que la presencia de acetonitrilo es imprescindible; este hecho se explica por la baja
solubilidad de los complejos [AuCl3(Htpy)] (P1) en agua, mientras que en acetonitrilo es excelente.

En algunos de los procedimientos descritos, se recoge que la relacién de disolventes utilizada no parece
influir en el rendimiento final;% 17 sin embargo, esto contradice los resultados observados a lo largo de esta
investigacién. En la Tabla 2.3, se puede comprobar como un cambio en la estequiometria de los disolventes
tiene importantes consecuencias sobre el rendimiento del producto final.

El rendimiento obtenido para la sintesis de [AuClz(tpy)] (1) es muy superior a los recogidos en la
bibliografia,'® lo que hizo pensar que estas condiciones eran las adecuadas para establecer el método
general que se busca con esta investigaciéon. Sin embargo, cuando estas condiciones se aplicaron al
complejo [AuCl3(Hbzp)], los resultados no fueron tan positivos. Por ello, se realizé un nuevo estudio para la
optimizacién de la relacién de la mezcla de MeCN/H20 (Tabla 2.3).

Tabla 2.1.3. Estudio de la influencia de mezcla de disolvente sobre el rendimiento de [AuCl2(bzp)] (3).

Reactivo Relacién MeCN/agua Tiempo Rendimiento
[AuCl2(bzp)] 1:1 6h 38
[AuCl2(bzp)] 1:2 6h 45
[AuCl2(bzp)] 1:4 6h 78

De esta forma, se concluyd que la estequiometria utilizada de MeCN/H20 es dependiente del ligando
involucrado, haciendo que esta estrategia sintética tampoco alcance el objetivo propuesto.

REACCIONES EN ESTADO SOLIDO BASADAS EN ESTUDIOS DE TGA

Este procedimiento establecido por D.E. Jansen et al. supone una revolucién para la preparaciéon de este
tipo de derivados de Au(lll). Este método se basa, como ya se ha anticipado, en estudios de TGA para
determinar la temperatura necesaria para que se dé la eliminacién de la molécula de HCI resultante en la
ciclometalacién. Los estudios de TGA llevados a cabo ponen de manifiesto la diferente energia necesaria
para la activaciéon del enlace C-H del anillo bencénico sobre el que tiene lugar la coordinacién de Ay, lo
que encaja con las diferencias observadas en los estudios anteriores.
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Asi, para determinar las condiciones de temperatura necesarias para cada complejo [AuCl3(HL)], se ha
registrado el correspondiente termograma para cada uno de los complejos sintetizados. Sin embargo, y a
pesar de lo esperanzador del procedimiento, la mayoria de los complejos muestran una caida progresiva

pero ininterrumpida consistente con la descomposicion de los mismos; haciendo imposible el establecimiento
de una temperatura.

A modo de ejemplo se recoge el termograma obtenido para el complejo [AuCls(Htpy)] (P1), donde se
puede establecer que la ciclometalacién tiene lugar a una temperatura T=175 °C, (Figura 2.6.). Sin
embargo, esto no es posible con los complejos [AuCl3(HL)] con HL= bzp, bzq, dppy, dmdppy.

102 —
100 —
98 —

96 — 0.2

Peso, %
I
Do/ % '0s2d "AlIRQ

94 —

92 —

90 ‘ T

0.2
I 175 I I
[¢] 50 100 150 200 250 300

Temperatura, °C

Figura 2.1.6. Espectro de TGA-DTA del complejo [AuCls(Htpy)], P1.

En el espectro de TGA-DTA para [AuCl3(Hbzp)] (P3) se puede observar que la pérdida de peso del 7.7%
correspondiente a la molécula de HCI que se forma como subproducto de la reaccién de ciclometalacién, se
produce a una temperatura correspondiente con 162 °C (Figura 2.7). Sin embargo, experimentalmente se
ha comprobado que a esa temperatura no se produce la ciclometalacién. Asimismo, se intenté con la misma
temperatura que los andlogos anteriores para determinar lo general de este método, y con temperaturas
iguales o superiores 175 °C se produce la descomposiciéon total del complejo.
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Figura 2.1.7. Espectro de TGA-DTA del complejo [AuCls(Hbzp)] (P3).

Debido a estos resultados, el complejo con L=2-bencilpiridina se ha sintetizado en disolucién de
MeCN/agua, segun las condiciones descritas anteriormente; modificando el protocolo inicial descrito por
E.C. Constable,’® donde se utiliza una relacién 1:1. El cambio viene justificado por el mayor rendimiento
obtenido, se ha conseguido duplicar el rendimiento final de la reaccién.

m ‘MeCN/H2O 1:4 ::: \:N /: Sln disolvente ::: \: /:
\CI

c, e
6}1 A o, N o
A 6h 175 °C
u\ C'( \CI
a’
3 R= Me (tpy) 1, H (ppy) 2
\_ P

Figura 2.1.8. Esquema de los procedimientos sintéticos seguidos para la preparacién de los
productos de partida [AuClaL].

Asi, los complejos [AuCla(tpy)] (1), [AuCl2(ppy)] (2) y [AuCl2(bzp)] (3) son los tres productos de partida
utilizados en esta investigacion. El éxito de la reaccién se ha comprobado mediante las técnicas habituales
de andlisis, aunque el color del complejo ya es indicativo; puesto que mientras los derivados [AuCl3(HL)] son

de colores amarillo intenso, al producirse la coordinaciéon Au-C, el color se atenda drdsticamente hasta un
color casi blanco.
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La ciclometalacién es también apreciable por 'H-RMN, ya que el H adyacente al Npy experimenta un gran
desplazamiento a campo bajo. Asimismo, se produce una pérdida en la simetria del anillo bencénico
generando un mayor nimero de sefiales que las observadas en el complejo [AuCl3(Htpy)], tal y como se
puede observar en la Figura 2.9. Otro cambio notable resultado de la ciclometalacién es el cambio en la
multiplicidad del Hg, la que mientras en el complejo [AuCl3(Htpy)] hay un sistema para que genera dos
dobletes; en la especie ciclometalada, Hg es un singlete como consecuencia de la desaparicién del H
adyacente en el producto final.

EABT.06e
22 Hf He
N/
///:,. ‘\\N Hg
v
C]" “t| L2
Ha
ECT p—
11
N\ /
N
CI/ “\\\
v
a? i i
Hg
Ha AAL
99 97 95 93 91 89 87 85 83 8 9 77 75 73 71 69 67 65 63 61

Figura 2.1.9. Zona aromdtica del espectro de TH-RMN de los complejos [AuCl2(tpy)] 1 (arriba) y
[AuCl3(Htpy)] P1 (abajo).

SINTESIS DE DERIVADOS CICLOMETALADOS DE Au(lll)

Ademds de la estandarizacién de un método para la obtencién de estos complejos, la sustitucidon de los
dtomos de cloro por otras unidades de diferente naturaleza va a ser uno de los objetivos sintéticos de este
trabajo. Como ya se ha comentado al inicio de este capitulo, el producto final tiene que reunir una serie de
propiedades que le permitan acceder al organismo, actuar y eliminarse sin producir efectos adversos en el
cuerpo humano. De esta forma, los ligandos que se han utilizado para sustituir, de forma parcial o total, los
dtomos de Cl presentes en el complejo ciclometalado de Au(lll), han sido cuidadosamente seleccionados
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teniendo en cuenta los valores de cada factor de Lipinski, asi como por los antecedentes recogidos en la
literatura.

COMPLEJOS DE Au(lll) CON DERIVADOS TIO-PIRIMIDINICOS

La sintesis de complejos de Au con unidades tiol es algo bastante explotado, especialmente en la quimica
del Au(l) con aplicacién en el campo de la bioquimica, ya que este tipo de compuestos han demostrado
buenos valores de actividad antitumoral. De hecho, el compuesto de oro mds utilizado como fdrmaco
antitumoral, el auranofin, incluye una tioglucosa.

De entre los posibles ligandos tiol, se han seleccionado aquellos que han demostrado buena actividad
citotéxica en complejos de Au(l) sintetizados en nuestro grupo de investigacién. Asimismo, se ha realizado un
estudio de los factores de Lipinski para cada uno de ellos, que también justifica su eleccién; puesto que sus
pesos moleculares son pequefios (Pm<500), Log P74 préximos a la unidad (LogP74< 5), y un nimero
aceptable de H aceptores (N° Haceptores<10).

Tabla 2.1.4. Valores de Lipinski para los diferentes derivados tiopirimidinicos seleccionados.

Compuesto Log P H Aceptores H Dadores Peso Molecular

/ N
Chro
=N 0.98%10.19 2 0 112.15

2-mercaptopirimidina

=N
\ ~—SH
N 1.57%+0.20 2 0 140.21

(4,6-)dimetil-2-mercaptopirimidina

H
o N\fs
LNH -0.28+0.31 3 2 128.15

2-tiouracilo

Ademdés del factor de Lipinski, se ha tenido en cuenta otro criterio para la eleccién del residuo tiol: la
posible biocompatibilidad del tiol por si mismo. Este hecho es un factor a tener en consideracién, ya que se
han dado casos en los que derivados de Au(lll) se reducen a Au(l) en el organismo liberando un ligando
para realizar la actividad citotéxica. Por ello, que el ligando libre no suponga un riesgo para el organismo
es también un factor a tener en cuenta para la eleccién del ligando entrante. Asi, se ha trabajado con
mercapto pirimidinas ya que en el organismo ya se dan este tipo de estructuras: la citosing, la timina (sélo
en el ADN) y el uracilo (sélo en el ARN).
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NH,
K\N | NH | NH
N/l\o N/J\o N/l\o
H H H
Citosina Timina Uracilo

Figura 2.1.10. Bases pirimidinicas presentes en los dcidos nucleicos.

El procedimiento sintético para la obtencién de los compuestos de Au(lll) tanto con pirimidinas, como con el
resto de residuos ensayados en esta tesis, se ha disefiado para que sea sencillo y econémicamente viable
para un posible escalado industrial. De esta forma, el esquema sintético para la obtencién de los complejos
de Au(lll) con 2-mercapto pirimidina es el siguiente:

R \ R=Me R'=H X=SR (4)
- N R=H R'=H X=SR (5)
R \ / HSR . /Au/\ R=H ()=CH2 R’=H X=Cl (6)
- K,COj3, Acetona S X

N
N _ — _
Au . = R=Me R'=Me X=SR (7)
a” R ‘Q R=H R'=Me X=SR (8)

R=H ()=CH, R'=Me X=CI(9)

Rl

Figura 2.1.11. Esquema de reaccién para la formacién de los complejos [AuX(SR)L].

Todos los complejos que se recogen en este trabajo de investigacién han sido caracterizados por las
técnicas habituales de caracterizacién: IR, RMN, MS y andlisis elemental. Sin embargo, conviene mencionar
la gran informacién que aporta la espectroscopia infrarroja en lo que a la quimica de oro se refiere. La
vibracién correspondiente al enlace Au(lll)-Cl aparece, aproximadamente a 350 cm! y con una
transmitancia bastante intensa, haciendo esta sefial fdcilmente visible y reconocible; en el caso de
compuesto con dos enlaces inequivalentes, se va a apreciar una segunda banda sobre 340 cm-! (Figura
2.12). Puesto que la mayor parte de la quimica que se ha desarrollado es la sustituciéon de los dtomos de Cl
presentes en los productos de partida anteriormente descritos, la presencia o no de esta banda en el
espectro de IR indica de forma inequivoca el éxito de la reaccién. A continuacién, se recogen los espectros
de IR para los complejos 1,4 y 7, para ejemplificar este asunto.
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T T T T
1500 1000 500
v, cm’!

7 4 1

Figura 2.1.12. Zona de 1750-250 cm-! del espectro de IR para los complejos 1, 4 y 7. Inset: Bandas
correspondientes a los enlaces Au-Cl inequivalentes.

En la Figura 2.12 se puede observar como la banda del enlace Au-Cl presente en el producto de partida,
no se encuentra en los espectros de IR correspondientes complejos 4 y 7; lo que parece indicar que la
sustitucion de los dtomos de cloro es total, ddndose la introduccién de dos ligandos pirimidinicos.

Por otro lado, el uso de RMN ha sido también determinante para poder establecer la introduccién de una o
dos unidades pirimidinicas. Asi, en la figura 2.13, se recogen los espectros de "H-RMN en CDCl; de los
complejos 1 y 4:
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45
22

N\
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Hi+HV’

| LT Y T B

EABT.06.CDCI3
11
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Figura 2.1.13. Espectro '"H-RMN para el complejo 4 (arriba) y 1 (abajo).

Siguiendo con lo observado por IR, el espectro de TH-RMN apunta a la sustitucién total de los dtomos de Cl
puesto que se dan dos dobletes y dos tripletes correspondientes a los Hh y Hi. La existencia de dos sefiales
Hh y dos tripletes Hi se explica por su cardcter inequivalente, ya que un sustituyente se encuentra en
posicién trans relativa al atomo de N del anillo piridinico del ligando tpy, mientras que otro grupo mercapto
estd trans a C-bencénico.

Sin embargo, cuando el complejo ciclometalado de partida es [AuCl2(bzp)] (3), se ha encontrado que la
entrada de dos unidades tiol estd desfavorecida, al contrario de lo que se ha observado con los otros dos
derivados ciclometalados. El efecto del ligando entrante no parece ser determinante ya que se ha
encontrado que, tanto con 2-mercapto pirimidina como con 4,6-dimetil-2-mercapto pirimidina, sélo se
produce la sustitucion de uno de los dtomos de Cl. Por ello, se cree que el cambio de reactividad reside en
el tamaiio del anillo ciclometalado formado, mientras que en el complejo [AuCl2(bzp)] el ciclo formado es
de seis miembros, en los andlogos con L=tpy o ppy, el anillo es de cinco miembros.

T AN
R \ |
—~Au_ C|/AU\C|
C Cl

Figura 2.1.14. Estructura de los complejos ciclometalados, destacando el tamaiio del anillo cicloaurato.
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Los complejos ciclometalados presentan una fuerte tendencia a formar anillos de cinco miembros, ya que
presentan una mayor estabilidad que los de cualquier otro tamaiio.'® A pesar de que se espera una mayor
estabilidad para los anillos de seis, se ha comprobado cémo, a medida que aumenta el tamaio del ciclo, el
carbono que se une al metal se encuentra mas lejos, lo que dificultad la interaccién metal-C.

Asimismo, cabe mencionar que como resultado de su no planaridad, el ligando bzp tiene capacidad de o-
dador, pero menor cardcter - aceptor que el ligando ppy.2° Por ello, el centro metdlico con el anillo de
seis miembros es mds rico en electrones que cuando forma parte de un anillo de cinco miembros; lo que
disminuye su reactividad de cara a la sustituciéon del dtomo de cloro por el grupo tiol (TT-dador por su par
de electrones libres). De esta forma, sélo se produce la sustitucién parcial con este tipo de ligandos.

La sustitucién parcial en los complejos 6 y 9 se confirma de nuevo por 'H-RMN; donde la sefial del anillo
pirimidinico (Hi), fdcilmente reconocible por ser la Unica sefial cuya multiplicidad es un singlete en el
complejo 9, sélo integra por TH como puede observarse en la Figura 2.15.

r120

b64p.check
prenee \ F 130
P

7
F110

/ N 100

HI Hi 50
I=1H

40

I=1H

20
i~ El FHERE S

«~

0.8

86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 7.1 70 69 68 67 66 65
f1 (ppm)

Figura 2.1.15. Espectro de 'H-RMN del complejo [AuCl(4,6-Spym)bzp] (9).

La diferente sustitucion de los dtomos de cloro en los complejos, también se puede observar por
espectrometria de masas, donde la presencia del pico [M+K]* confirma la sustitucién total en los complejos
7 y 8 (Figura 2.16). Este pico también se puede observar en los complejos 4 y 5, pero no en ninguno de los
complejos con el ligando bzp. En estos casos, siempre se observa el pico [M-CI]*.
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Figura 2.1.16. Picos obtenidos por MALDI+ (DCTB) del complejo 5.
a. [M-4,6-Spym]* experimental; b. [M+K]* experimental; ¢. [M-4,6-Spym]* simulado; d. [M+K]*+ simulado.

De esta forma, los complejos obtenidos por sustitucién de los dtomos de cloro con unidades pirimidinicas son

los siguientes:

| N B HSR (2eq) R \ / HSR (2eq) . R }\l /
AU/N Z K,CO3 Acetona Au/N K2CO3, Acetona Au/
Rs” U~ a” oNg R'S” TSR’
R: Me R':2-mercapto pirimidina (4)
R: H R": 2-mercapto pirimidina (5)
R: 2-mercapto pirimidina (6) R: Me R': 4,6-dimetil-2-mercapto pirimidina (7)
R: 4,6-dimetil-2-mercapto pirimidina (9) R: H R 4,6-dimetil-2-mercapto pirimidina (8)

Figura 2.1.17. Esquema sintético seguido para la obtencién de derivados ciclometalados con
unidades pirimidinicas.

Dado que en los complejos con el ligando bzp se da la sustitucion parcial de los dtomos de cloro, se
requiere un estudio mdés profundo para conocer la posicién relativa del ligando mercapto entrante. De esta
forma, para poder conocer cudl de los dos posibles isdmeros geométricos se ha formado en esta reaccion,
trans-S-Au-N o trans-S-Au-C, se evalué el efecto trans del anillo piridinico y del C-bencénico mediante la
sintesis del complejo [AuCI(HMPT)tpy] (HMPT: trisdimetilamino fosfano).
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La sintesis de este complejo se justifica porque al incorporar un sustituyente fosfano, los protones mds
cercanos al dtomo de fésforo van a presentar un desdoblamiento que no van a exhibir el resto de los
protones.

Asi, una vez obtenido el complejo, se realizé un estudio mediante técnicas de 'H{3'P}-RMN y 'H-RMN. Como
se puede ver en el espectro de la Figura 2.18, las sefiales de Ha y Hg experimentan un apantallamiento
respecto del complejo [AuClatpy], y como consecuencia la sefial se desplaza a campo alto. Este hecho se
explica por la sustituciéon del dtomo de Cl por el ligando HMPT, de marcado cardcter dador. Asimismo, estas
sefiales también experimentan, junto con Hb, un desdoblamiento que parece indicar que son los H en
posiciones mds préximas al ligando fosfano.

EABT.06

e Hf He Hd Hc
\ / Hb
Hg N
Ve F3
Ha AU, Hg Hb

N e

EABT.24.HsinP

+
22 Hf He  Hd Hec ]EF6
Hb

H N

9 /N - )

Me2N\ ’AU\

pre— ,P\ pr—
weriie Ll
S —

EABT.24.recris
11

Ha Hb Hg

h  —— B/

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
98 9.7 96 95 94 93 9.2 91 90 89 88 87 86 8.5fy (8.4) 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 7.0
1 (ppm

Figura 2.1.18. Comparativa de los espectros de [AuCla(tpy)] 1 (arriba), 'H{3'P}-RMN (centro) y 'H-
RMN (abajo) de [AuCI(HMPT)tpyl].

Este estudio no es concluyente, ya que el dtomo de fésforo se va a acoplar en igual medida con Ha que con
Hg ya que se encuentran al mismo nimero de enlaces (Tabla 2.5).

Tabla 2.1.5. Constantes de acoplamiento 'H-3'P (Hz) de [AuCI(HMPT)tpy].
Ha-P Hg-P

Jhr (Hz) 6.18 6.41
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Asi, se hace necesaria la realizacién de un experimento NOESY 'H-H (Figura 2.19), con el que se puede

conocer la posiciéon relativa del ligando fosfano.

EABT.24.sept18

1 (ppm)

HMe(HMPT) % i | 285

T T T T T T L e L e
9.3 9.1 8.9 87 8.5 8.1 7.9 77 7.5 7.3 7.1 6.9
2 (ppm)

Figura 2.1.19. Espectro de NOESY ('H-'H) de [AuCI(HMPT)tpyl.

Segun el espectro que se recoge arriba, los Humpr correlacionan con Hg y no con Ha; este hecho permite

concluir que el Cl sustituido es el de la posicién frans a N-py.

La formaciéon de este isdmero es coherente con otros complejos heterolepticos ciclometalados de Au(lll)
recogidos en la literatura, como [AuCI(PTA)(bzp)l(PFs) publicado por Casini et al.,?' o [AuCI(3-thpy-
C7,N)(PPhs)]BF4 descrito por Mikuriya et al.6 son algunos ejemplos en los que se pone de manifiesto que el

atomo sustituido es efectivamente, el de la posicién trans a N-py.

"~ PPh,

Figura 2.1.20. Estructuras de los complejos descrito por Casini (izq.) y Mikuriya (drcha.).

De esta forma, se propone la sustitucién frans a Npy para los complejos heterolépticos con férmula
[AuCI(X)L].
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COMPLEJOS DE AU(Ill) CON 2-TIOURACILO (2-TU)

Ademds de los complejos de Au(lll) con 2-mercapto pirimidinas, se ha trabajado con 2-tiouracilo. Su eleccién
se justifica por ser un derivado tanto del uracilo presente en el ARN, como del potente quimioterdpico 5-

fluoracilo (5-FU).22
O (@) O
H H
‘ NH ‘ /I\L ‘ NH
N/KO N o N/KS
H H H

Figura 2.1.21. Estructura del uracilo (izq.), del 5-FU (centro) y 2-Tiouracilo (drcha.)

El 5-FU es capaz de entrar en la célula mediante el mismo mecanismo de transporte que el uracilo, una vez
alli genera diferentes metabolitos activos andlogos a los que generaria el uracilo. Asi, sustituye al uracilo e
interrumpe la sintesis del ARN y, mediante la inhibiciéon de la timidilato sintasa (TS),22-23 también la sintesis
del ADN. De esta forma consigue frenar la proliferacién celular de las células tumorales. Asi, se busca que
este derivado del uracilo también sea capaz de actuar mediante este mecanismo mejorando si cabe la gran
efectividad del 5-FU. En el caso de que el 2-tiouracilo (2-TU) no siga esta via de accién, también cuenta con
grupos aceptores y dadores de enlace de hidrégeno que favorecen la solubilidad en agua del complejo
final.

Para la sintesis de este tipo de complejos se ha seguido el siguiente esquema de reaccién (Figura 2.1.22):

D
R \ / 2-Tiouracilo (Teq) AU/N R=Me (10)
N KOH, Etanol N s’ AN R=H (11)
N e R=H ()=CHz (12)
CI/ \CI
@)

| NH

Figura 2.1.22. Esquema de reaccién para la obtencién de los derivados [AuCI(2-TU)L].

Como ya se puede observar en el anterior esquema de reaccién, al contrario que ocurria con los anteriores
grupos tiol utilizados; en este caso se da para los tres complejos ciclometalados una sustitucién parcial. Para
explicar este hecho, de nuevo la RMN ha resultado fundamental, puesto que en los espectros de 'H-RMN
realizados para los complejos con unidades 2-TU se ha encontrado como los protones Hi y Hh integran sélo
por un protén. A modo de ejemplo, se recoge en la Figura 2.23 el espectro del complejo 10, asi como del
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2-TU libre; cambios

en el desplazamiento de este Ultimo confirma también la coordinacién al centro
metdlico.
L-EABT.68
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Figura 2.1.23. Espectro de 'H-RMN para el complejo [AuCI(2-TU)tpy] (10).

Por otro lado, se realizaron estudios de andlisis elemental que confirmaron que sélo se habia coordinado un
ligando tiouracilo, tal y como se habia observado por TH-RMN.

Tabla 2.1.6. Valores de andlisis elemental para el complejo 10.

%C %H %N %S
[Au(2-TU)2tpy] 38.78 2.60 11.31 10.35
[AuCI(2-TU)tpy] 36.61 2.08 7.96 6.08
Datos medidos 10 36.89 1.92 7.77 5.83

Como puede observarse a lo largo de este capitulo, se ha realizado un esfuerzo por determinar el grado
de sustitucién de los Gtomos de cloro. Este trabajo se justifica porque es un factor muy influyente no sélo por
temas estructurales o de composicidn, si no por las grandes repercusiones que va a tener la estructura final

de un complejo sobre su perfil farmacodindmico y cinético. De hecho, estudios sobre la constante de
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lipofilicidad de un compuesto muestran como la presencia de un dGtomo de cloro contribuye positivamente a
la hidrofobicidad del complejo respecto de un Gtomo de H.24

Tabla 2.7. Valores de andlisis elemental para los complejos 4, 8 y 10.

4 8 10
Experimental Tedrico Experimental Tedrico Experimental Tedrico
%C 40.55 40.89 43.82 43.95 36.61 36.89
%H 2.56 2.75 3.35 3.37 2.08 1.92
%N 11.76 11.92 11.48 11.14 7.96 777
%S 10.63 10.92 10.36 10.20 5.83 6.08

En la sintesis de los complejos hasta ahora mencionados, se han utilizado grupos tiol pero con residuos de
tipo aromdtico. Una sustitucion total generaria la especie con dos unidades aromdticas con un peso
molecular sensiblemente mayor a la especie con sélo un residuo aromdtico. Segun Lipinski, un fdrmaco con
buenas caracteristicas no deberia superar 500 g/mol de peso molecular, por lo que una sustitucién parcial
parece ser mds ventajosa para una mejor biodistribucidon a través del torrente sanguineo. Con base en los
valores de peso molecular de los productos sintetizados, si es cierto que los complejos resultantes de una
sustitucién parcial tienen pesos mds préximos a los 500 g/mol propuestos por Lipinski.

Tabla 2.8. Pesos moleculares de los complejos sintetizados.

Complejo Peso Molecular
[Au(Spym)2tpy] (4) 602.07
[Au(Spym)2ppy] (5) 588.48
[AuCl(Spym)bzp] (6) 511.78
[Au(4,6-Spym)2tpy] (7) 658.61
[Au(4,6-Spym)2ppy] (8) 644.59
[AuCl(4,6-Spym)bzp] (9) 539.83
[AuCI(2-TU)tpy] (10) 527.78
[AuCI(2-TU)ppy] (11) 513.75
[AuCl(2-TU)bzp] (12) 527.78

Para evaluar esta teoria, se realizaron las medidas de su solubilidad en agua de los complejos de Au(lll)
hasta ahora comentados (Tabla 2.9).

Tabla 2.9. Solubilidad en agua de los complejos con unidades pirimidinicas.

®)
SH SH

NN NN | A
L PPN N
H
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Compuesto 4 5 6 7 8 9 10 11 12
S°25 (mg/I) 85 78 8 77 70 80 73 72 71

Los complejos con derivados pirimidinicos no muestran una elevada solubilidad en agua, aunque si se
observa una ligera mejoria en el cardcter hidréfilo de los complejos 6 y 9 frente a los derivados andlogos
con dos unidades mercapto pirimidina. No obstante, la pequefia diferencia observada indica que el efecto
del dtomo de cloro es casi despreciable frente a la del otro grupo introducido.

Con base en estos resultados, se decidié buscar otras alternativas que contribuyeran a mejorar esa
solubilidad en agua. Tipicamente, se ha trabajado con grupos fosfano para mejorar esta propiedad,
especialmente en la quimica de Au(l);25 pero al tratarse de ligandos P-dadores y neutros, no son buenos
candidatos para el Au(lll), puesto que no estabilizan tanto este estado de oxidacién frente a una posible
reduccién en el medio intracelular.

Por ello, como alternativa, se realizé una busqueda de una molécula pequeiia que contribuyera a disminuir
el peso molecular del complejo total, asi como con mds d&tomos susceptibles de realizar enlaces de
hidrégeno; es decir, buscar alternativas segin la Regla de Lipinski.

COMPLEJOS DE Au(lll) CON UNIDADES TIOUREA

Los complejos hasta ahora sintetizados no son todo lo solubles en medio acuoso que se esperaba; sin
embargo, si manifiestan una buena estabilidad tanto en disolucién como en estado sélido. Asi pues, viendo
que los ligandos S-dadores consiguen estabilizar perfectamente el estado de oxidacién +lll, se decidié
mantener este Gtomo como punto de enlace al centro metdlico. Al igual que se ha pretendido con el uso de
derivados tiopirimidinicos, el posible cardcter biomimético de la molécula a introducir, era un valor afiadido
para mejorar la asimilacién y distribucién en el organismo. Con todos estos requisitos, asi como la presencia
de dtomos sensibles a la formacién de enlaces de hidrégeno, se recurrié al uso de tiourea (Tabla 2.10).

Tabla 2.10. Valores de Lipinski para la tiourea.

Log P H Aceptores H Dadores Peso Molecular
Tiourea | -1.020%0.187 2 4 76.12

Estos valores de los factores de Lipinski mejoran los encontrados para los derivados tiopirimidinicos
utilizados anteriormente. Asimismo, cabe destacar que derivados tiourea se han utilizado como fdrmacos
antibacterianos, antialérgicos, antioxidantes, o como antiinflamatorio.2¢ Esto Ultimo, todavia le confiere
mejores propiedades para su uso en antitumorales ya que procesos inflamatorios suelen asociarse con varios
tipos de cdncer.

R \ / Tiourea (2eq)
N KPF, Acetona
e
C|/AU\C| R=Me (13)
R=H (14)
R=H ( )=CH: (15) NH, H,N
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Figura 2.1.24. Esquema de reaccién para la obtencién de los derivados de Au(lll) con tiourea.

Para evaluar el grado de sustitucion de los dtomos de Cl, hasta ahora el RMN habia resultado sumamente
Util; sin embargo, en el caso de las unidades tiourea, se debe buscar una técnica alternativa ya que los H
de la tiourea son moviles. Estos H se van a estar intercambiando con moléculas de disolventes, haciendo
dificil su asignacién e integracién. Por ello, se ha recurrido a la técnica de andlisis elemental y
espectrometria de masas.

Tabla 2.1.11. Andlisis elemental de los complejos 13 y 15.

%C %H %N %S

Datos Tedricos [Au(tiourea)2l ] 32.62 3.13 13.59 12.44
Datos Observados 13 32.46 3.38 13.71 12.55
Datos Observados 15 32.45 3.53 13.78 12.37

Segun los resultados recogidos en la Tabla 2.1.11, los andlisis elementales son consistentes con la
introduccién de 2 unidades de tiourea. Esta conclusién también se refuerza con la espectrometria de masas
(MALDI*), donde en todos los casos se observa la sefial correspondiente al ion molecular: [Au(tiourea)2l]

L=tpy (13), bzp (15), PM=513 g/mol.

Intens. { 0_E7\1: +MS
[%]]
] 513.1
25
204
15
10
5
] 514.1
E 515.1
198 ji 0_G7\1: +MS
404 513.1
30
20
10
514.1
515.1
] AN
[%6] 0_G7\L: C14H14AUN5S2, M ,513.04
1004 513.0
80
60
40 -
20 514.0
i 515.0
0 T T T T T T T T T T
509 510 511 512 513 514 515 516 517 mz

Figura 2.1.25. Sefial del ion molecular (M*) para el complejo 13 (arriba), 15 (centro) y simulacién
para el complejo [Au(tiourea)2L] (abajo).
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Una vez aislados y caracterizados, se evalto la solubilidad en agua de estos complejos, observando una
mejora considerable respecto de los complejos hasta ahora sintetizados (Tabla 2.1.12). Sin embargo, los
valores encontrados para estos complejos de Au(lll) siguen siendo inferiores a los encontrados para
farmacos antitumorales como el cis-Pt (2.5 g/1) o el oxaliplatino (4.0 g/I).

Tabla 2.1.12. Solubilidad en agua de los complejos con unidades tiourea.

Compuesto 13 14 15
S°25 (mg/l) 150 160 130

COMPLEJOS DE Au(lll) CON RESIDUOS ACETATO

Tras el estudio de solubilidad realizado con los complejos con unidades tiourea, se comprobd como la
utilizacién de moléculas de menor tamafio y con dtomos susceptibles de formar enlaces de H, era
beneficiosa para generar complejos mas hidréfilos. Por ello, se decidié continuar por esta via y trabajar con
moléculas que reunieran estas dos propiedades. De esta forma, se opté por el uso de ligandos acetato.

La sintesis de derivados ciclometalados de Au(lll) con unidades acetato se ha explotado siempre con el
mismo objetivo que el que aqui nos ocupa, dotar de solubilidad en agua a dicho complejo. Sin embargo,
durante el estudio de complejos de este tipo se ha demostrado que, en algunos casos, estos compuestos se
hidrolizan perdiendo un primer sustituyente acetato fdcilmente, y un segundo mds lentamente.”: 27 Aunque
por este hecho pueda parecer que este tipo de complejos no son Utiles para su aplicacién como
antitumorales, no es asi; ya que la activacién de un fdrmaco mediante procesos de hidrélisis es bien
conocida para casos tan importantes como el del cis-Pt.

A lo largo de esta tesis doctoral, no sélo se ha buscado desarrollar nuevos fdrmacos antitumorales, si no que
éstos se puedan obtener a través de procedimientos sencillos. Asi pues, simplificar y optimizar los
procedimientos sintéticos utilizados ha sido también uno de los objetivos de esta investigacion; no solo por
cuestiones de Green Chemistry, sino también por el hecho de que todas estas reacciones han de ser
econémicamente viables a nivel industrial si finalmente se comprobara su aplicabilidad en el campo
farmacéutico.

La obtencién de los derivados Au(lll)-acetato se ha realizado siguiendo el esquema que se recoge en la
Figura 2.1.26. Esta reaccién habia sido previamente descrita por J.J. Vittal et. al;28 sin embargo, utilizaba
condiciones de atmésfera controlada y tiempos mds largos que los aqui llevados a cabo.

R=Me (16)
< z E: : : AgOAc(2eq) _ : Z : \: /: R= HTI7)
R=H ()=CH. (18)

u
AcO OAc

Figura 2.1.26. Esquema de reaccién para la sintesis de derivados [Au(OAc)2L].
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Al igual que con el resto de los complejos comentados hasta ahora, estos derivados se han caracterizado
por diferentes técnicas, estudiando de nuevo el grado de sustitucidon de los dtomos de Cl por RMN.
Mediante el estudio de los espectros de 'H-RMN realizados, se ha podido concluir que la sustitucién se
produce sobre los dos dtomos de Cl coordindndose dos unidades acetato. Este hecho se constata por la
inequivalencia observada en los grupos Me (Hi) de los residuos acetato. El origen de esta inequivalencia
reside en la diferente naturaleza del dtomo dador en posicién tfrans: anillo piridinico (N) o el bencilico (C).
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Figura 2.1.27. Espectro de 'H-RMN del complejo [Au(OAc)2(tpy)] (16)

El espectro que se recoge en la Figura 2.1.27, no sélo demuestra el grado de sustitucidn, sino también el
modo de coordinacién de los grupos acetato. El hecho de que se dé una sustitucién total, indica que las dos
unidades acetato se encuentran coordinadas al centro metdlico a través de una unién monodentada; ya que
el Au(lll) tiene un indice de coordinacién 4 que se superaria de darse dos unidades acetato coordinadas
bidentadamente.

Para confirmar este hecho, se ha recurrido a la espectroscopia IR,2° donde los grupos carboxilato muestran
varias bandas intensas que van a proporcionar informacién estructural especialmente Otil. Las bandas més
caracteristicas de compuestos con enlace M-carboxilato son las bandas de tensién CO2 tanto simétrica (Vvs)
como asimétrica (Ves). Estas bandas se dan a frecuencias distintas a las del carboxilato libre por lo que
proporcionan una poderosa herramienta, e inequivoca, de caracterizacién; gracias a que la frecuencia de
estas bandas es fuertemente dependiente de la estructura del grupo carboxilato, de la naturaleza del
metal y del ligando.30 Esto es importante porque la separacién entre estas bandas de tensién va a variar en
funcién de estos mismos factores, siendo por tanto un pardmetro indicativo de la estructura del carboxilato

(Av).
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Tabla 2.1.13. Frecuencias de tensién del grupo acetato.

Complejo Vasimétrica (€cm™1) Vsimétrica (cm-1) AV=Vas=Vs Tipo de coord..
AcO- 1578 1414 164 [6nica

Si(OAc)4 1745 1290 455 Monodentada

RuH(OAc) (PPhs)2 1526 1449 77 Bidentada
[Au(OAc) (pmpy) (py) JCIO 4 1626 1308 318 Monodentada
[Au(OAc)2tpy] 16 1625 1310 315 Monodentada
[Au(OAc)2ppy] 17 1633 1309 324 Monodentada
[Au(OAc)2bzp] 18 1625 1304 321 Monodentada

Respecto de la separaciéon de las bandas del carboxilato libre, una coordinacién monodentada suele
implicar una mayor diferencia entre las frecuencias de tensién mencionadas (Av). Este hecho se explica por

la ruptura en la simetria del carbonilo, que conlleva un aumento de Vas y una disminucién de vs; como ocurre
con la especie de silicio.3° De darse enlaces de hidrégeno con moléculas de disolvente, la elucidacién del

tipo de coordinacién del grupo carboxilico es mds compleja ya que vas decrece.3!

Segun lo mencionado anteriormente, y de acuerdo con los valores recogidos en la Tabla 2.1.13, se puede
proponer que las dos unidades acetato estdn coordinadas de forma monodentada.

Asimismo, el complejo ciclometalado de Au(lll) descrito por Parish et al., y recogido en la Tabla 2.1.13,
también se estudié por difraccién de rayos X, confirmando la coordinacién del grupo acetato de forma
monodentada, tal y como se habia predicho por espectroscopia infrarroja.20

Figura 2.1.28. Estructura del complejo [Au(OAc)(pmpy)(py)]+.
El complejo cristaliza con una molécula de CH2Cl2 que se ha omitido por simplicidad.

Al igual que con el resto de los complejos sintetizados, tras determinar su estructura, se realizaron los
estudios de solubilidad en agua:

Tabla 2.1.14. Solubilidad en agua de los complejos con unidades acetato.

Compuesto 16 17 18
S°25 (mg/I) 420 720 1200
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Los complejos con residuos de tipo acetato tienen una solubilidad en agua superior a los sintetizados
anteriormente, incluso mejor que los derivados con unidades tiourea, lo que confirma la necesidad de
trabajar con moléculas pequefias ademds de capaces de realizar enlaces de hidrégeno. Asimismo, parece
que grupos O-dadores pueden ser una buena alternativa.

Tabla 2.1.15. Resumen de las propiedades de Lipinski para los grupos aniénicos utilizados.

Grupos utilizados H Aceptores H Dadores Peso molecular
2-mercaptopirimidina 2 0] 112.15
(4,6)-dimetil-2-mercaptopirimidina 2 0] 140.21
2-tiouracilo 3 2 128.15
Tiourea 2 4 76.12
Acetato 2 0] 59.05

COMPLEJOS DE Au(lll) CON AMINOACIDOS

El patrén de bisqueda para nuevas moléculas para la sustitucidon de los dtomos de Cl, fue el mismo que el
uvtilizado a lo largo de esta investigacion, pero con un pardmetro adicional como era la posibilidad de
formar enlaces Au-O. De esta forma las restricciones impuestas por las conclusiones de los estudios
anteriores eran:

Bajo peso molecular.
Atomos capaces de realizar enlaces de hidrégeno.
Posible cardcter biomimético o biomoléculas.

Moléculas con grupos O-dadores.

Asi pues, se pensé en el uso de aminodcidos para la sustitucion de los dtomos de Cl presentes en los
complejos de partida. No obstante, en el disefio de un fdrmaco nada es trivial y asi se realizé evaluaron las
propiedades de los diferentes aminodcidos (aa) para realizar una seleccién.

Los aminodcidos suelen clasificarse en esenciales y no esenciales de acuerdo a si van a poder ser
sintetizados por el organismo (no esenciales), o si por el contrario deben ser administrados en la dieta
(esenciales). En un intento por conseguir que el fdrmaco sea tolerado y mejor asimilado, se decidié trabajar
con aminodcidos esenciales. De esta forma, la lista se redujo de 20 a 9 posibles aminodcidos.

Los aminodcidos esenciales son: histidina, isoleucina, leucing, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
triptéfano y valina. Los cuales presentan unas propiedades quimicas muy diferentes en funcién de su cadena
(ver Figura 2.29), dado que se quiere conseguir un complejo que sea soluble en agua, se prefirié trabajar
con un aminodcido que contengan dtomos que pueden participar en enlaces de hidrégeno. Por otro lado, la
posibilidad de utilizar aminodcidos con anillos aromdticos que pudieran conferir propiedades luminiscentes
al complejo final, era también algo digno de consideracién.
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Aminodcidos esenciales

</ (a2 cH
WHy NH, N
Treonina Histidina Lisina
No polares
o [
<E
NH,

s

Fenilalanina Triptéfano Metionina Leucina

Figura 2.1.29. Clasificaciéon de los aminodcidos esenciales en funcién de las propiedades quimicas
de su cadena.

La mayor parte de los aminodcidos esenciales contienen una cadena lateral de tipo apolar, por lo que se
ha decidido trabajar con este tipo de aminodcidos seleccionados. El primer aminodcido seleccionado fue la
L-fenilalanina, ya que es a su vez necesaria para la producciéon de otro aminodcido, la L-tirosina; y es
precursor de las catecolaminas como la L-dopamina, norepinefrina y epinefrina. Asimismo, también se
encuentra en muchos neuropéptidos. La L-fenilalanina ya forma parte de algunos cocteles de
quimioterdpicos utilizados en el tratamiento del cdncer de mama,32 e incluso se ha encontrado que puede
constituir un biomarcador de cdncer esofdgico.33-34

El segundo aminodcido seleccionado fue la L-metionina puesto que incorpora un dtomo de azufre en su
estructura, lo que le permitiria realizar interacciones de tipo enlace de hidrégeno y dotar de solubilidad al
complejo final. La L-metionina es un intermediario en la biosintesis de cisteina, carnitina, taurina, lecitina,
fosfatidilcolina y otros fosfolipidos, por lo que fallos en la conversién de metionina pueden desembocar en
ateroesclerosis, que es un tipo de arterioesclerosis. Asimismo, la metionina junto con la cisteina va a poder
generar S-adenosil metionina cuya funcién es dador de metilos. Esta funcion tiene mds importancia de la
que parece puesto que, alteraciones en el metabolismo de metionina, asi como en los procesos de
transmetilaciéon se producen con frecuencia en células tumorales; con la consiguiente alteracién en la
regulacién de genes implicados en el proceso oncogénico.35-36

Asi pues, teniendo en cuenta el papel de estos aminodcidos en procesos tumorales y los valores encontrados
para la regla de Lipinski (Tabla 2.1.16), se les ha considerado buenos candidatos para la sustitucién de los
dtomos de cloro.

Tabla 2.1.16. Valores de Lipinski para los aminodcidos seleccionados.

Aminoacido H Aceptores H Dadores Peso molecular
L-fenil alanina 3 3 165.19
L/D metionina 3 3 135.18

Para la obtencién de estos derivados se ha utilizado como base NaOH en metanol segin el siguiente
procedimiento:
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Ph
Ji ’
H,N" > COOH N\ | T
R cl
R A
\ / NaOH, Metanol / U\
N O (0]
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s -
Cl cl R'
H,N . H,N
COOH R'= CH,SCH; (Met), Ph (Phe)

Figura 2.1.30. Esquema sintético para la obtencién de los derivados de Au(lll) con aminodcidos, 19-23.

Este tipo de complejos sélo ha incorporado una molécula del aminodcido utilizado, con base en lo
observado en las integraciones encontradas en el espectro de 'H-RMN. Asi, se puede observar como la
sefial del grupo Me integra por 3H, mientras que cada sefial de los H de la molécula de fenilalanina sélo
integra por TH.
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Figura 2.1.31. Espectro de 'H-RMN del complejo [Au(Phe)tpy]Cl (19).

Sin embargo, al contrario que lo observado con el resto de complejos anteriormente, la presencia de un
Unico residuo aminodcido no implica una sustitucion parcial, ya que puede darse una coordinacién
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bidentada a través del grupo dcido. Para elucidar el tipo de coordinacién del aminodcido, se realizé un
estudio por IR para determinar la presencia o no de un enlace Au-Cl. En el espectro obtenido no se
encuentra ninguna banda sobre 350 cm-! (Figura 2.1.32, zona recuadrada); por lo que no observarse un
enlace Au-Cl, parece indicar que se trata de una coordinacién bidentada para satisfacer la capacidad
coordinativa del centro metdlico.

%T

60
50
40
30

1750 1250 750 250
v, cm!

Figura 2.1.32. Zona de 1750 a 250 cm-! del complejo [Au(Phe)(tpy)ICI (19).

Asi pues, si el aminodcido presenta efectivamente una coordinacién bidentada, el dtomo de Au no queda
neutralizado electrénicamente, haciendo que el complejo sea iénico. En funcién de la conductividad obtenida
para el complejo, se puede conocer la relacién de electrolitos, tal y como se recoge en la Tabla 2.17:

Tabla 2.1.17. Relacién de electrolitos en funcidn de la conductividad medida en acetona.

Relacién 1:1 2:1 3:1 4:1
Sondusiddas 100-140 160-200 270 360
(MS:cm-")

Asi se puede observar como la conductividad total (99.6 US:cm-!) encaja en el rango de valores indicativo
de una relacién 1:1; esto confirma que se trata de un complejo idnico con un dtomo de Cl fuera de la esfera
de coordinacién, lo que concuerda con la no existencia de la banda de vibracién correspondiente con el

enlace Au-Cl.

COMPLEJOS DE Au(lll) CON DERIVADOS ACETILENO

Como ya se ha comentado en el capitulo anterior, y aunque la quimica de Au(lll) estd dominada
principalmente por el uso de ligandos N- y O-dadores asi como ligandos haluro;37-3° también hay
numerosos ejemplos de complejos con unidades fosfano y tiol que suelen ser de tipo alquilo, arilo (como en
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el apartado anterior) o iluros. Sin embargo, y a pesar de que los complejos de Au(l) y de Pt(ll) con unidades
acetiluro se han estudiado ampliamente,40-4! existen pocos ejemplos de complejos etinilo de Au(lll). Los
complejos de Au(l) y Pt(ll) con este tipo de ligandos son conocidos por mostrar una rica fotoluminiscencia,
propiedad que en los complejos de Au(lll) es virtualmente desconocida.

Sabiendo que Pi(ll) y Au(lll) son isoelectrénicos e isoestructurales, se decidié trabajar con este tipo de
moléculas para intentar conseguir complejos de Au(lll) con buenas propiedades luminiscentes, como sucede
con el Pt(ll). De ser asi, esta caracteristica podria permitir monitorizar el metabolismo de los compuestos
sintetizados en el organismo. Esto es muy importante ya que puede esclarecer los modos de accién
involucrados en las actividades biolégicas de los complejos de Au(lll),42-43 o al menos la diana sobre la que
actla, todavia sin determinar con exactitud.44-45

La seleccién de los residuos acetiluro con los que se ha trabajado, no ha sido trivial ya que una vez mds,
estd eleccién va a ser determinante para su aplicabilidad como farmaco. Asi se ha basado en los siguientes
puntos:

a. Propiedades luminiscentes: se han seleccionado ligandos aromdticos que contribuyen positivamente
a la luminiscencia al aumentar la deslocalizacién y rigidez del sistema.

b. Solubilidad en agua (Factor de Lipinski): la rigidez de los anillos aromdticos disminuye la solubilidad
en agua de los complejos; por ello se decidié utilizar ligandos que, a su vez, también tuvieran
dtomos de N capaces de generar enlaces de hidrégeno (Tabla 2.1.18).

Tabla 2.1.18. Valores de Lipinski para los acetiluros utilizados.

Log P H Aceptores H Dadores Peso Molecular
p-tolil acetileno = 3.26+0.28 (0] (0] 116.16
2-etinil piridina | 1.1510.28 1 0] 103.12

Para la obtencién de este tipo de complejos se siguié el esquema sintético recogido en la Figura 2.33.

N p-(tolil)acetileno (2eq) R \ / 2-etinil piridina (2eq)
// \\ KOH, Metanol /N KOH, Metanol
AU
cl (@

Me

R=Me (26)
R=H (27)

Figura 2.1.33. Esquema de reaccién para la obtencién de derivados etinilo.

La obtencién este tipo de complejos, fue ensayada en muchas condiciones hasta llegar a la que se recoge
en la Figura 2.1.33. Las condiciones que se probaron variaban el tipo de base o el disolvente utilizado,
siempre sin éxito hasta que se encontré la pareja KOH/MeOH. Para intentar entender este hecho, se
analizaron las condiciones dcido-base utilizadas:
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Tabla 2.1.19. Bases utilizadas para la introducciéon de unidades etinilo.

Base pka teérico

COs? 10
NEts 10.75
OH- 15

De las bases testadas, el hidréxido es la base mds fuerte, lo que explica que sea ésta la que ha conseguido
la desprotonacién total del acetileno y por ello la coordinacién al centro metdlico. No obstante, el efecto
del disolvente también ha sido determinante para que la reaccién tuviera lugar ya que, de todos los
disolventes utilizados (Tabla 2.1.20), sélo en combinacién con metanol se ha obtenido el producto deseado.

Tabla 2.1.20. Disolventes utilizados con KOH para la introduccién de unidades etinilo.

Disolvente Resultado Polaridad relativa®é
Acetonitrilo Sin reaccién 0.46
Etanol Mezcla 0.65
Metanol Producto puro 0.76

Tal y como se puede observar en la Tabla anterior, la polaridad es un factor clave para la obtencién de
este tipo de complejos, puesto que la reaccién no tuvo lugar al utilizar acetonitrilo, pero si con los
disolventes mds polares, aunque con diferente pureza del producto final. El hecho de que un incremento en
la polaridad favorezca la reaccién puede estar relacionado con la solvataciéon de los iones generados, ya
que las moléculas de disolvente van a formar una capa de solvataciéon alrededor del ion con efecto
estabilizador. Esta estabilizacién es especialmente notable en el caso de aniones, puesto que pueden darse
enlaces de hidrégeno que hacen que la formacién del ion acetiluro sea mas estable, ya que se da un mayor
grado de solvatacion.4”

Asi pues, mediante el uso de la combinacién MeOH/KOH, se ha conseguido la sustitucién de los dos &tomos
de cloro por las unidades acetileno. Este hecho se ha confirmado por las técnicas de caracterizacién
utilizadas a lo largo de este capitulo, siendo especialmente Gtil la RMN.
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Figura 2.1.34. Comparativa de la zona aromdtica de los espectros de 'H-RMN de los complejos
[AuCl2(tpy)] 1 (arriba) y [Au(tolilacetileno)2tpy] 24 (abaijo).

La coordinacién de la unidad etinilo se confirma no sélo por la modificacién del espectro respecto del
[AuCl2L] por la aparicién de las sefales de los anillos, sino también un desplazamiento a campo bajo de la
sefial del Hg adyacente a N-py. En lo que se refiere a la sustitucién de los dos dtomos de Cl, se puede
demostrar por el cardcter inequivalente observado para cada unidad acetiluro, ya que una se encuentra en
una posicién trans a piridina y la otra, frans a benceno. Este fenémeno se percibe en la zona aromdtica con
los dos dobletes de cada Hi inequivalente; y ain mds claramente en la zona alifdtica, con los dos singletes
adicionales respecto del espectro de 'H-RMN de [AuClatpy], correspondientes a los dos metilos diferentes
de cada unidad acetiluro. (Figura 2.1.35).

[EABT.06.C0CT3
22
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"

Figura 2.1.35. Comparativa de la zona alifdtica de los espectros de 'H-RMN de los complejos
[AuClatpy] 1 (arriba) y [Au(tolilacetileno)2tpy] 24 (abajo).
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La estructura propuesta por RMN fue confirmada posteriormente por estudios de difracciéon de rayos X
sobre unos cristales obtenidos por evaporacién lenta de CDCla.

Figura 2.1.36. Estructura cristalina del complejo [Au(Tolilacetileno)2tpy] (24).

Los datos cristalogrdficos mds importantes se recogen en la Tabla 2.1.21, donde se puede observar una
ligera distorsién de la geometria plano cuadrada tipica de Au(lll) que implica dngulos de 90°. Esta
distorsién se debe al anillo ciclometalado que genera una mayor tensién angular (Tabla 2.1.21b. entrada
7) que en el resto de los dngulos, que si son mds préximos a 90° (Tabla 2.1.21b. entradas 5, 6 y 8).

Ademds de la distorsién del entorno plano cuadrado del metal, los dngulos Au-C=C también exhiben una
ligera desviacién de la linealidad tipica 180°, especialmente en el caso Au-Ci3-Ci4 (Tabla 2.1.21b. entrada
2), que podria explicarse por la menor distancia observada en el enlace Au-C22 (Tabla 2.1.21a. entrada
1); ya que esto indicaria que la densidad electrénica estaria mds localizada en ese enlace que en el
alquinilo.

Tabla 2.1.21. Datos cristalograficos més relevantes del complejo [Au(Tolilacetileno)2tpy] (24).

a Distancias (A)

1 2 3 4 5 6
Au-C22 Au-N, Au-Ci3 Au-C; Ci3-Cisg C22-Ca3
1.953(6) 2.032(3) 2.043(6) 2.049(4) 1.209(8) 1.202(9)

b Angulos (°)

1 2 3 4 5 6 7 8
Au-C22-C23  Au-Ci3-Cia C22-Au-N; Ci3-Au-C; C22-Au-Ci3 C22-Au-C7 Ni-Au-C7 Ni-Au-Ci3
177.7(6) 170.6(5) 173.7 (2) 173.7(2) 91.9(2) 92.7(2) 81.4(2) 94.1(2)
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Una vez aislados y caracterizados los complejos con unidades alquinilo, se realizé un nuevo estudio de
solubilidad en agua para evaluar su aplicacién como fdrmaco. Los resultados se recogen en la Tabla
2.1.22:

Tabla 2.1.22. Solubilidad (mg/I) en agua de los complejos con unidades acetileno.

Compuesto 24 25 26 27
Solubilidad 102 142 197 220

Segin los valores recogidos en la Tabla 2.1.22, los complejos [Au(C=CR)2L] son ligeramente mds solubles en
agua que los que incorporan los derivados pirimidinicos, pero menos que los que contienen grupos acetato.
Con base en este estudio se ha concluido que no sélo dtomos capaces de generar enlaces de hidrégeno son
suficientes para dotar de una buena solubilidad al complejo, sino que debe ser la conjuncién de esta
propiedad y el tamafio.

Ademds, se han estudiado las propiedades luminiscentes de estos derivados en disolucion 5:10-3 M en
CH2Clz, y todos brillan en el color naranja. (ver anexos)

COMPLEJOS DE Au(l)

En la introduccién ya se ha recogido que, a pesar de ser el mismo metal, el estado de oxidacién tiene un
marcado efecto en la quimica del Au. Mientras que el Au(lll) es duro, el Au(l) tiene un cardcter blando, por
lo que tenderd a coordinarse con ligandos blandos como P-, o S-dadores. Esta tendencia se pone de
manifiesto en el precursor de Au(l) utilizado generalmente: [AuClI(tht)] (tht: tetrahidrotiofeno). La eleccién de
este complejo de Au(l) como precursor reside en dos grandes ventajas, la primera es que el ligando tht tiene
un cardcter labil que permite reemplazarlo por una gran variedad de nuevos grupos. La segunda de las
ventajas es el hecho que tiene H visibles por RMN, lo que permite evaluar el éxito de la reaccién, asi como
la pureza del producto formado.

Tal y como se ha comentado, la estabilizaciéon de compuestos de Au(l) mediante la coordinacién de ligandos
fosfano es ampliamente conocida, y se ha estudiado en el grupo mediante la realizacién de varias tesis
doctorales, Trabajos Fin de Master y de Grado.#8-50 En ellos, se ha constatado esta estabilizacién, pero
también se ha aprovechado para utilizar fosfanos hidrosolubles para conferir a los complejos esta
propiedad. Entre los fosfanos utilizados destacan PTA, derivados PTA y HMPT. Sin embargo, la presente
investigacién se ha centrado en el fosfano HMPT ya que presenta una solubilidad en agua superior a la de
los otros fosfanos sintetizados (Tabla 2.1.23).

Tabla 2.1.23. Solubilidad en agua (25°C ) de algunos fosfanos utilizados en el grupo.s!

[PTA-CH2-  [PTA-CH2- | [PTA-CHa- [PTA-m-

Fosfano PTA pCOOH- pCH2COOH- pNO2- [pybisPTA]Br2 CH2CsH4CH2- HMPT
CoH4]Br CoHa4]Br CoHa4]Br PTA]Br2

S°"::'/'I')°'°'°' 235 17.1 207 28.2 854 810 1000
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A pesar de la gran solubilidad del fosfano seleccionado, éste tiene como inconveniente la baja estabilidad
al aire en su forma libre, por lo que se han requerido condiciones de atmésfera controlada para la
preparacién del producto de partida.

\

| YA,
N

S—Au—Cl - - CI—Au—P—N\
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/

~

~
z—

Figura 2.1.37. Esquema sintético para la obtencién del producto de partida [AuCI(HMPT)].

El producto [AuCI(HMPT)] ya habia sido aislado y caracterizado previamente por Schmidbaur et al. en
1997,52 pero en esta tesis se han cambiado las condiciones para utilizar el derivado [AuCl(tht)] en vez del
derivado con dimetilsulfuro. Este cambio se justifica por el hecho de que el tht no tiene establecido un valor
limite de exposicién diaria (TLV), mientras que el dimetilsulfuro si (TLV=10ppm).53

Este complejo ha servido como producto de partida para la obtenciéon de derivados con unidades tiol y
acetiluro, mediante la desprotonacién con KOH en medio etandlico. Asi, los productos recogidos en la Figura
2.1.38, se sintetizaron bajo nuestra supervisién en los Trabajos Fin de Grado de R. Pena-Martinez y N.
Espallargas.48-49

\N/ \N/ \N/
I/ HSR N R—=— I\
RS—™Au—P—N <«—— Cl—Au—P—N —_— R—=—=—=—Au—P—N
N\ KOH, Etanol \ N\ KOH, Etanol \
N N N
/> /> AR

<::?_5 <Z;E>_S %Z;:}‘S [:::[::5”-8 <::>__EE /Me-{(::>——EE /MeCT*<::>——EE
(3, O ¢ N
H
H

Figura 2.1.38. Esquema sintético para la obtencién de derivados de Au(l) con el fosfano HMPT (28-41).
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Asi se aislaron y caracterizaron los siguientes complejos, donde resulta especialmente 0til la 31P{TH}-RMN
para evaluar tanto la sustituciéon del Cl como la pureza del complejo. En todos los casos, se encontré una
Unica sefial en 3'P{H}-RMN generada por el ligando HMPT, que presentaba un desplazamiento hacia
campo bajo respecto del encontrado con el producto de partida. Este desapantallamiento se dio de forma
mds marcada para los derivados con unidades etinilo.

Tabla 2.1.24. Desplazamientos (ppm) encontrados en 31P{TH} -RMN para los derivados de Au(l).

COMPLEJO 31P {TH} RMN (ppm)
[AuCI(HMPT) 110.87
[Au(2-Mercaptopiridina) HMPT] 28 124.05
[Au(2-Mercaptopirimidina) HMPT] 29 124.05
[Au(2-Mercapto-4,6-Dimetilpirimidina) HMPT] 30 110.86
[Au(2-Mercaptobenzotiazol) HMPT] 31 121.06
[Au(2-Mercaptotiazolina) HMPT] 32 122.80
[Au(2-Mercaptobenzimidazol) HMPT] 33 120.78
[Au(2-Tiouracil) HMPT] 34 120.88
[Au(Fenilacetileno)HMPT] 35 133.46
[Au(Tolilacetileno) HMPT] 36 133.23
[Au(4-OMe-fenilacetileno) HMPT] 37 135.24
[Au(4-Br-fenilacetileno) HMPT] 38 133.24
[Au(4-Cl-fenilacetileno) HMPT] 39 133.18
[Au(2-etinilpiridina) HMPT] 40 133.12
[Au(3-etinilpiridina) HMPT] 41 132.92

Estos complejos de Au(l) fueron también caracterizado por el resto de técnicas habituales incluyendo
difraccién de Rayos X para algunos de los complejos:

f b'“ *;t‘ @?“*’“ y
v

A —\

Figura 2.1.39. Estructuras cristalinas de los complejos [Au(2-Mercapto-4,6-Dimetilpirimidina)HMPT]
30 (a), [Au(2-Mercaptobenzotiazol)HMPT] 31 (b), [Au(2-Tiouracil) HMPT] 34 (c) [Au(4-OMe-
fenilacetileno)HMPT] 37 (d) y [Au(Tolilacetileno)HMPT] 35 (e).
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Las distancias y dngulos mds relevantes de estas estructuras se encuentran recogidos en la Tabla 2.1.25. De
entre las distancias detalladas, merece una especial atencién la distancia Au-R, puesto que, a pesar de que
la distancias Au-P es bastante similar entre los complejos con acetileno y tioles, las distancias Au-R son
significativamente distintas. Las distancias Au-S de los complejos coinciden con las encontradas en la
bibliografia,?! asi como las distancias de los derivados acetileno.38

En lo que respecta al dngulo Au-C=C, se puede observar la ligera distorsion de la linealidad tipica del
Au(l), aunque el derivado con tolilacetileno presenta un dngulo de enlace muy préximo al valor ideal de
180°C. Algo similar ocurre con el dngulo de enlace Au-S-C, donde se observa perfectamente la geometria
angular impuesta por el dtomo de azufre.

Tabla 2.1.25. Distancias y enlaces representativos de los complejos: [Au(4-OMe-fenilacetileno)HMPT] 37,
[Au(Tolilacetileno)HMPT] 35, [Au(2-Mercapto-4,6-Dimetilpirimidina)HMPT] 30, [Au(2-
Mercaptobenzotiazol)HMPT] 31 y [Au(2-Tiouracil) HMPT] 34.

[Au(4-OMe- [Au(Tolilacetileno) Di;:"’i(l::’;m) [Au(2-S- Ti?::ﬁ'“)
Phacetileno)HMPT] HMPT] HMPT] benzotiazol)HMPT] HMPT]
.
Au-P 2.2731(3) 2.272(2) 2.2623(13) 2.2655(13) 2.252(6)
Au-R 2.006(6) 2.053(7) 2.3114(14) 2.3153(13) 2.319(6)
C=C 1.194(8) 1.137(12)
S Y T
R-Au-P 173.56(16) 179.75(18) 173.35(5) 178.03(4) 179.2(2)
Au-C=C 170.2(5) 179.3(7)
C=C-C 176.2(6) 179.9(9)
Au-5-C 104.01(19) 102.93(15) 100.4(7)

Una vez perfectamente caracterizados, se procedié al estudio de sus propiedades comenzando por
cuantificar su solubilidad en agua.
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Tabla 2.1.26. Solubilidad en agua (25°C) de los derivados de Au(l).

COMPLEJO Solubilidad (mg/l)
[AuCI(HMPT) 496.6
[Au(2-Mercaptopiridina) HMPT] 28 103.0
[Au(2-Mercaptopirimidina) HMPT] 29 180.2
[Au(2-Mercapto-4,6-Dimetilpirimidina) HMPT] 30 440.0
[Au(2-Mercaptobenzotiazol) HMPT] 31 141.1
[Au(2-Mercaptotiazolina) HMPT] 32 305.5
[Au(2-Mercaptobenzimidazol) HMPT] 33 184.7
[Au(2-Tiouracil) HMPT] 34 333.4
[Au(Fenilacetileno)HMPT] 35 150.6
[Au(Tolilacetileno) HMPT] 36 135.8
[Au(4-OMe-fenilacetileno) HMPT] 37 198.2
[Au(4-Br-fenilacetileno) HMPT] 38 95.6
[Au(4-Cl-fenilacetileno) HMPT] 39 101.7
[Au(2-etinilpiridina) HMPT] 40 236.4
[Au(3-etinilpiridina) HMPT] 41 280.7

Segin estos valores, se comprueba que los complejos de Au(l), a pesar de introducir un fosfano tan soluble
como HMPT; no presentan una solubilidad en agua mucho mayor que los derivados de Au(lll). Si se compara
los derivados andlogos de Au(l) y Au(lll) se puede observar como los complejos de Au(lll) son hasta dos
veces mds solubles en medio acuoso, que los sintetizados con Au(l):

Tabla 2.1.27. Estudio de la solubilidad en funcién del estado de oxidacién del metal Au(l) y Au(lll).

SH o
N)§N | NH
| Hc=—< >—Me
S° (mg/l) )\A N/gs
H
[AuXL]
. HMPT 440 333 135
[AuXal] 870 730 102
L: tpy
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| Estudios de viabilidad celular

DISCUSION DE RESULTADOS (l1): ESTUDIOS BIOLOGICOS

ESTUDIOS FARMACODINAMICOS

La determinacién de la actividad antitumoral de los complejos sintetizados recogidos en la parte (I) de la
discusion de resultados, asi como los estudios sobre sus mecanismos de accién, se han realizado en la linea
celular de adenocarcinoma de colon humano (linea Caco-2). Esta linea fue establecida por Fogh et al. en
1974, se trata de una linea muy heterogénea y fuertemente dependiente de las condiciones de cultivo.2-4

Sin embargo, la principal caracteristica de esta linea celular es que es la Unica linea de cdncer de colon que
experimenta una diferenciacién enterocitica espontdnea en condiciones de cultivo normales al alcanzar la
confluencia.5 Es decir, que cuando las células son cultivadas presentan una morfologia indiferenciada que se
mantiene durante la fase de crecimiento exponencial (Figura 2.2.1a); pero que una vez se alcanza la
confluencia celular, estas células se diferencian permaneciendo con la misma morfologia durante su fase
estacionaria, donde las células ya no se dividen y su nUmero permanece constante (Figura 2.2.1b).

Después de un tiempo de cultivo superior a 15 dias, estas células diferenciadas forman una monocapa de
células polarizadas con microvellosidades en su parte apical y uniones estrechas en su porcién basolateral
que se mantiene constante en el tiempo (Figura 2.2.1c). Estas caracteristicas entre otras, son tipicas de
células epiteliales intestinales sanas.

Figura 2.2.1. Esquema de la diferenciacion de las células Caco-2 a lo largo del tiempo.

La seleccién de esta linea celular como modelo de céncer de colon in vitro para estudios de citotoxicidad es
bastante comin por su naturaleza tumoral pero, puesto que cuando se alcanza la diferenciacién celular
tiene caracteristicas de epitelio intestinal, también es indicada para estudios de toxicidad en tejido intestinal
sano.® No obstante, esta linea presenta un inconveniente, su marcada heterogeneidad en cuanto a
morfologia, expresiéon de proteinas y a su organizacién en borde de cepillo. Ademds, también se ha
encontrado que esta heterogeneidad es dependiente del pasaje celular. Por ello, se han aislado las
poblaciones homogéneas de células Caco-2, y se trabaja mediante clonacién de las mismas. Los diferentes
clones tienen importantes diferencias entre ellos y son precisamente las diferentes caracteristicas las que
permiten su clasificacién.
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Los clones de la linea celular Caco-2 se clasifican en funcién de la expresién de la sacarosa-isomaltosa (Sl),

estructura de borde de cepillo, transporte y actividad de biotransformacién.” De esta forma, se distinguen

los siguientes clones:

Tabla 2.2.1. Caracteristicas de los clones derivados de la linea celular Caco-2.7

Clon
Caco-2/40

Caco-2/BBE 1&2

Caco-2/16
Caco-2/AQ

Caco-2/PD7
Caco-2/PD10
Caco-2/PF11
Caco-2 /TC7

Origen

Imperial College de Londres

Caco-2/ATTCC

Caco-2/ATTCC
Caco-2/15

Caco-2 pasajes tempranos

Caco-2 pasajes tardios

Caracteristicas
Expresion homogénea del transportador de dcido
taurocdlico.
Expresion en borde de cepillo mds homogénea y
comparable con enterocitos humanos.
Alta expresién de sacarosa-isomaltosa.

Mayores valores de fosfatasa alcalina que Caco-
2/15.

Expresién homogénea de sacarosa-isomaltosa

Alta expresidon de sacarosa-isomaltosa y bajo
consumo de glucosa.

Altos niveles del transportador de dcido taurocdlico.
Aumento de la expresion de los transportadores de
monosacdridos SGLT1, GLUT2 y GLUT5 que
aumenta con el tiempo de cultivo. Descenso en la
expresion de los transportadores de monosacdridos
GLUT1 y GLUT3 en células en crecimiento, tras
darse la confluencia.

Expresion del citocromo CYP3A5 y expresion
estable del citocromo CYP3AA4.

Alta actividad de las enzimas UDP-GST.

Elevada inducibilidad del gen del citocromo
P450IA1 por la b-naftoflavona.

En los estudios realizados a lo largo de esta investigacion, se ha utilizado el clon TC7 derivado de la linea

parental Caco-2 (Tabla 2.2.1), dado que posee un excelente grado de caracterizacion bioquimica, asi

como de diferenciacién morfolégica y funcional de tipo enterocitario: crecimiento en monocapa, morfologia

de célula cilindrica polarizada con microvellosidades en la parte apical, uniones estrechas entre células, y

las enzimas tipicas de un enterocito. Estudios mds detallados sobre este clon demuestran que presenta

uniones intercelulares mas desarrolladas, asi como una mayor homogeneidad que su linea parental Caco-2,8

lo que se traduce en una mayor robustez de los resultados.
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ESTUDIOS DE VIABILIDAD CELULAR Y DETERMINACION DE ICso

Con el objetivo final de buscar una aplicacién biolégica a los derivados de Au sintetizados a lo largo de
esta investigacion, se realizaron, en primer lugar, estudios para cuantificar la viabilidad celular de las
células Caco-2 tras su tratamiento con los diferentes complejos de Au, para posteriormente determinar la
ICs50 de cada compuesto.

El pardmetro ICso hace referencia a la concentracién de un inhibidor enzimdtico, en este caso un fdrmaco,
necesaria para inhibir el crecimiento de la poblacién celular a la mitad. Asi pues, cuanto menor es el valor
ICs0, mas efectiva es la molécula utilizada; lo que significa que la dosis necesaria para mostrar un efecto
inhibitorio es menor. Esto ademds se relaciona con menores efectos secundarios, asi como con una menor
toxicidad para los tejidos sanos.

En la bibliografia se recogen numerosos estudios para determinar la viabilidad celular entre los que
destacan la reduccién de la sal tetrazolio (MTT), reduccién de la sal sédica de resazurina, marcadores de
proteasa y deteccién de ATP. Para la realizacién de todos estos ensayos, se requiere la incubacién del
reactivo propio de la técnica con una poblacién de células viables para convertir el sustrato en un producto
coloreado o fluorescente que se puede detectar con un lector de placas. De esta forma, la formacién de ese
producto y también la sefial resultante es proporcional al nimero de células viables presentes. Esto es asi
porque, cuando las células mueren, pierden rapidamente la capacidad de convertir el sustrato en producto.
El ensayo de ATP es algo diferente ya que la adicién del reactivo de ensayo rompe inmediatamente las
células, por lo que no hay un periodo de incubacién del reactivo con una poblacién celular viable.

El método utilizado para estudiar la viabilidad celular a lo largo de esta investigacién, ha sido el ensayo
de MTT,? que se basa en la reduccién metabélica de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro)
tetrazolio (MTT), mediada por NADH, en formazdn. Se trata de una técnica colorimétrica, en la que el
reactivo MTT de color amarillo, evoluciona al producto formazdn, que es de color azul-purpura. Este Gltimo
es un compuesto insoluble que precipita en el interior de las células y en la superficie; por lo que antes de
realizar la lectura debe solubilizarse. Se ha utilizado DMSO como disolvente, aunque existen otras opciones.

NADH NAD™
Br

_ V’N\ﬁ\<s U N-NR s
A “ AN

FORMAZAN

Figura 2.2.2. Reduccién metabélica de MTT a formazan.

El tiempo de incubacién con el reactivo MTT se ha fijado a 2 horas y media para todos los andlisis. Este
pardmetro es importante porque al tratarse de un proceso metabédlico, la cantidad de formazdn formado
va a ser directamente proporcional al tiempo de exposicion. No obstante, el tiempo también estd limitado
por la toxicidad que se deriva del consumo de NADH.'©

Ademds de determinar el efecto de los complejos de Au sobre la viabilidad de células tumorales, es

conveniente comprobar, para el correcto desarrollo de un nuevo farmaco, que no presenta toxicidad alguna
pdg. 79



Estudios de viabilidad celular

sobre las células normales. Por ello, se han realizado de forma paralela dos experimentos de MTT en
distintos estados de confluencia:

a. 80% de confluencia, cuando las células se consideran cancerigenas. Asi estas células son tratadas
con los complejos 48 h después de su siembra.

b. 100% de confluencia, cuando las células presentan una morfologia similar al epitelio intestinal y
que, por tanto, se pueden considerar células normales. El tratamiento en este caso se realiza tras 12

dias después de su siembra.

Asi pues, y siguiendo el protocolo establecido para el ensayo MTT (ver Parte experimental), se incubaron
las células Caco-2 durante 72 h con los complejos de Au(lll) y Au(l) a diferentes concentraciones: 0, 1, 5, 10,
15y 20 PM, en los dos experimentos.

Para un mejor andlisis de los resultados obtenidos, se han utilizado los complejos auranofin y cis-Pt como
referencia. El auranofin es un complejo lineal de Au(l) que ha demostrado actividad in vitro contra una
amplia gama de lineas celulares de cdncer,!! y efecto antitumoral in vivo contra la leucemia linfocitica de
ratén (leucemia P388).12 El uso de cis-Pt se ha seleccionado por ser el fdrmaco metdlico més conocido y

vtilizado en el tratamiento del cdncer de colon.

COMPLEJOS DE Au(l)

Todos los complejos testados de Au(l) con residuos tiolato inhibieron la viabilidad de las células tumorales de
manera concentracién dependiente, tal como se muestra en la Figura 2.2.3. No obstante, cuando se testaron
estos complejos en células normales, dos de los complejos: ([Au(2-Mercaptobenzimidazol)HMPT] y [Au(2-
Tiouracil)HMPT]), no mostraron efecto significativo sobre la viabilidad celular. Esta selectividad les hace a

estos dos Ultimos, buenos candidatos para su aplicacién como antitumorales.
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Figura 2.2.3. Curvas dosis-respuesta de los complejos [Au(SR)(HMPT)] en células Caco-2 tumorales (5 d).
Los datos se expresan como la media = EEM y n=16 experimentos. Se utilizé un test ANOVA de
lvia y un post-andlisis de comparaciéon moltiple Bonferroni para comparar los efectos de las
diferentes concentraciones del compuesto respecto del control (***p<0.0001 para 28-30, 32-34;
*p<0.01 para 31).
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En la Tabla 2.2.2, se recogen los resultados de los valores de ICso obtenidos para los complejos de Au(l)

[Au(SR)(HMPT)] para los experimentos realizados sobre las Caco-2 tumorales y normales.

Tabla 2.2.2. Valores de ICso (MM) de los derivados de [Au(SR)(HMPT)].

ICs0 en células

ICs0 en células

Compuesto

tumorales normales
Cis-Pt 45.618.08
Auranofin 2.10%0.40
[Au(2-Mercaptopiridina)HMPT] 28 3.87%0.15 10.5+£0.07
[Au(2-Mercaptopirimidina) HMPT] 29 3.08%0.14 5.1410.08
[Au(2-Mercapto-4,6-Dimetilpirimidina) HMPT] 30 3.17%£0.10 8.81X+0.09
[Au(2-Mercaptobenzotiazol) HMPT] 31 3.16%0.20 11.3+£0.08
[Au(2-Mercaptotiazolina) HMPT] 32 7.40x£0.10 10.1£0.14
[Au(2-Mercaptobenzimidazol) HMPT] 33 4.50+0.10 Sin efecto
[Au(2-Tiouracil) HMPT] 34 4.5510.11 Sin efecto

Los datos se expresan como la media = EEM y n > 12 experimentos.

El complejo menos efectivo de los que incorporan un grupo tiol fue el [Au(2-Mercaptotiazolina) HMPT] con
una ICso de 7.40%+0.10 UM, mientras que el mds efectivo fue el [Au(2-Mercaptopirimidina) HMPT] con una
ICs0 de 3.081+0.14 UM. Por otra parte, todos los complejos testados demostraron ser menos efectivos que el
auranofin con una ICso de 2.10£0.40 PM, pero mds efectivos que el cis-Pt con una ICso de 45.618.08 UM.

Cuando se testaron los complejos en células normales, sélo los complejos subrayados 33 y 34, no tuvieron
efecto sobre la viabilidad celular. Por ello, y a pesar de que no son los mds citotéxicos para las células
tumorales, son éstos los compuestos que se seleccionaron para realizar estudios mds exhaustivos.

De la misma forma se procedié con los complejos de Au(l) unidades alquinilo, [Au(C=CR)(HMPT)].
Sorprendentemente, se puede observar que cuando se utilizan grupos acetiluro en vez de grupos tiol, se
mejora considerablemente la selectividad de los complejos, ya que todos estos complejos afectan a la
viabilidad de las células tumorales (Figura 2.2.4), pero sélo el complejo 36 tiene efecto citotdxico sobre
células epiteliales normales.
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Figura 2.2.4. Curvas dosis-respuesta de los complejos [Au(C=CR)(HMPT)] en células Caco-2 tumorales (5 d).
Los datos se expresan como la media = EEM y n=16 experimentos. Se utilizé un test ANOVA de
lvia y un post-andlisis de comparaciéon miltiple Bonferroni para comparar los efectos de las
diferentes concentraciones del compuesto respecto del control (***p<0.001 para 35-41)

En la Tabla 2.2.3, se recogen los valores de ICso obtenidos para los complejos con estructura
[Au(C=CR)(HMPT)].

Tabla 2.2.3. Valores de ICso (UM) de los derivados de [Au(C=CR)(HMPT)].

Compuesto ICs0 en células tumorales 1Cso en células normales

cis-Pt 45.618.08

Auranofin 2.10%+0.4

[Au(Fenilacetileno)HMPT] 35 3.7210.08 Sin efecto
[Au(Tolilacetileno) HMPT] 36 4.0210.18 14.410.09
[Au(4-Br-fenilacetileno) HMPT] 38 5.25+0.21 Sin efecto
[Au(4-Cl-fenilacetileno) HMPT] 39 6.1410.14 Sin efecto
[Au(2-etinilpiridina) HMPT] 40 2.33%0.10 Sin efecto
[Au(3-etinilpiridina) HMPT] 41 6.26+0.15 Sin efecto

Los datos se expresan como la media = EEM y n = 12 experimentos.

El complejo mds efectivo de este grupo fue el 40 con una ICso de 2.33+0.10 UM, mientras que el menos
efectivo fue el 41con una ICso de 6.26X0.15 PM. Al igual que con los complejos que llevan tiol, los
complejos con grupos acetiluro son mds efectivos que el cis-Pt, pero menos efectivos que el auranofin,
aunque el complejo 40 tiene una ICso similar a la del auranofin. Por todo ello, para los siguientes estudios se
seleccionaron todos los complejos, a excepcién del [Au(Tolilacetileno)HMPT] 36, que tuvo efecto citotdxico
sobre las células sanas.
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RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD: ESTUDIOS SAR

El hecho de que se hayan sintetizado estas familias de Au(l) y Au(lll) se ha visto motivado por el intento de
realizar estudios SAR con los que poder relacionar la actividad con la estructura y asi, intentar elucidar la
parte activa de la molécula, denominada farmacéforo.

De esta forma, si se comparan los complejos [Au(fenilacetileno)HMPT] 35 y [Au(tolilacetileno)HMPT] 36, se
puede observar la influencia de la estructura sobre la actividad citotéxica. No sélo el complejo con la
unidad fenilacetileno resulta mds activo que el que contiene tolilacetileno, sino que ademds es mds selectivo,
puesto que no presenta efecto sobre células normales. La Unica diferencia estructural reside en la presencia
del grupo metilo, que aumenta el tamafio final del complejo y con ello su lipofilicidad. Esto se traduce en
una mayor penetrabilidad en las membranas celulares,!3 lo que podria favorecer el efecto inhibitorio del
complejo [Au(Tolilacetileno) HMPT], en las células normales.

Valorando los resultados de los estudios en células tumorales y sanas, los productos seleccionados para
profundizar en el estudio de su mecanismo de accién fueron los siguientes:

Tabla 2.2.4. Valores de ICso (UM) de los derivados de [Au(X)(HMPT)] seleccionados.

ICs0 en células ICs0 en células .
Compuesto Cédigo
tumorales normales

[Au(Fenilacetileno)HMPT] 3.72%0.08 Sin efecto 35
[Au(4-Br-fenilacetileno)HMPT] 5.25+0.21 Sin efecto 38
[Au(4-Cl-fenilacetileno)HMPT] 6.1410.14 Sin efecto 39
[Au(2-etinilpiridina)HMPT] 2.33%+0.10 Sin efecto 40
[Au(3-etinilpiridina)HMPT] 6.26+0.15 Sin efecto 41
[Au(2-Mercaptobenzimidazol)HMPT] 4.50+0.10 Sin efecto 33
[Au(2-Tiouracil[HMPT] 4.55+0.11 Sin efecto 34

Los datos se expresan como la media = EEM y n > 12 experimentos.

Segun los valores de la Tabla 2.2.4, y como se ha descrito anteriormente, todos los complejos de Au(l)
seleccionados presentan valores inferiores al cis-Pt para esta linea tumoral, y aunque no mejoran los valores
del auranofin, la selectividad de estos complejos es buena, puesto que no son citotéxicos para las células
normales incluso a concentraciones 5 veces superiores a su |Cso.

COMPLEJOS DE Au(lll)

Este mismo estudio se ha realizado con todos los cicloauratos sintetizados a lo largo de esta investigacion 1-
27; donde se pudo observar que los complejos de Au(lll), 5, 10, 12, 20 y 24 tenian efecto sobre la
viabilidad de las células Caco-2 tumorales (Figura 2.2.5). Sin embargo, los compuestos 1-4, 6-9, 11, 13-19,
21-23, 25-27; no mostraron efecto citotdxico sobre estas células.
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Figura 2.2.5. Curvas dosis-respuesta de los complejos [Au(X)(CN)] en células Caco-2 tumorales (5 d).
Los datos se expresan como la media = EEM y n>12 experimentos. Se utilizé un test ANOVA de
Tvia y un post-andlisis de comparacién multiple Bonferroni para comparar los efectos de las
diferentes concentraciones del compuesto respecto del control (***p<0.05 para 12, **p<0.05 para
5,20 y *p<0.05 para 10,24).

No obstante, cabe destacar que algunos de estos complejos, también mostraron efecto citotéxico sobre
células Caco-2 normales, tal y como se puede observar en sus curvas dosis-respuesta (Figura 2.2.6). En
concreto, los compuestos 10, 12, 20, 23 y 26 afectaron a la viabilidad de las células Caco-2 normales, por
lo que se descartaron para su aplicacién como antitumorales. Por ofro lado, los compuestos 1-9, 11, 13-19,
21-22, 25 y 27 no mostraron efecto sobre las células normales.
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Figura 2.2.6. Curvas dosis-respuesta de los complejos [Au(X)(CN)] en células Caco-2 normales (15 d).
Los datos se expresan como la media = EEM y n>12 experimentos. Se utilizé un test ANOVA de
lvia y un post-andlisis de comparaciéon miltiple Bonferroni para comparar los efectos de las

diferentes concentraciones del compuesto respecto del control (¥*p<0.01 para 10 y 20, y
***p<0.0001 para 12, 23 y 26).

A partir de estas curvas dosis-respuesta, se pudo calcular el valor de ICs0 (UM) para el estudio de
viabilidad celular llevado a cabo en células tumorales y normales Caco-2 con los complejos de Au(lll)
sintetizados (Tablas 2.2.6 y 2.2.7)

Tabla 2.2.6. Valores de los complejos de Au(lll) sintetizados en células Caco-2 tumorales.

Compuesto ICs0 (MM)
L=tpy Codigo L=ppy Cédigo L=bzp Codigo
AuCl2HL] P1 P2 P3
[AuCl2L] Sin efecto 1 Sin efecto 2 Sin efecto 3
[Au(Spym).L] Sin efecto 4 13.2110.23 5 Sin efecto 6
[Au(S(Me)2pyrim)2L] Sin efecto 7 Sin efecto 8 Sin efecto 9
[AuCI(2-Tiouracilo)L] 6.03+0.25 10 Sin efecto 11 11.07£0.15 12
[Au(tiourea)2L] Sin efecto 13 Sin efecto 14 Sin efecto 15
[Au(OAC)2L] Sin efecto 16 Sin efecto 17 Sin efecto 18
[Au(fenilalanina)L]CI Sin efecto 19 1.32+0.12 20 Sin efecto 21

[Au(meteonina)L]CI Sin efecto 22 Sin efecto 23 _-
[Au(p-etinil tolueno)2L] | 18.66+0.35 24 Sin efecto 25 _-
[Au(2-etinil piridina)zL] | Sin efecto 26 Sin efecto 27 _-

Los datos se expresan como la media = EEM y n > 12 experimentos.
Las casillas oscuras representan los complejos que no se han obtenido.
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Tabla 2.2.7. Valores de ICso obtenidos para los complejos de Au(lll) en células normales Caco-2.

ICs0 (MM)
L=tpy Cédigo L=ppy Cédigo L=bzp Cédigo

[AuCI2HL] P1 P2 P3
[AuCl2L] Sin efecto 1 Sin efecto 2 Sin efecto 3
[Au(Spym).L] Sin efecto 4 Sin efecto 5 Sin efecto 6
[Au(S(Me)2pyrim)2L] Sin efecto 7 Sin efecto 8 Sin efecto 9
[AuCl(2-Tiouracilo)L] 6.4610.34 10 Sin efecto 11 8.67£0.15 12
[Au(tiourea)2L] Sin efecto 13 Sin efecto 14 Sin efecto 15
[Au(OAc)2L] Sin efecto 16 Sin efecto 17 Sin efecto 18
[Au(fenilalanina)L]Cl Sin efecto 19 11.96+0.23 20 Sin efecto 21
[Au(meteonina)L]CI Sin efecto 22 12.17£0.12 23

[Au(p-etinil tolueno).L] | Sin efecto 24 Sin efecto 25

[Au(2-etinil piridina)oL] = 3.08%0.19 26 Sin efecto 27

Los datos se expresan como la media = EEM y n > 12 experimentos.

Las casillas oscuras representan los complejos que no se han obtenido.

Como se puede observar, estos complejos quedan muy lejos de los valores de ICso que registraban los
complejos de Au(l) anteriores. En un intento de explicar la diferente citotoxicidad de estos complejos, se
realizé un ensayo de MTT también a los precursores de Au(lll), [AuCI3HL] P1-3. El motivo de este estudio se
basa en que, aunque no estd bien establecido, se cree que los complejos de Au(lll) experimentan reacciones
de reduccién en el medio intracelular donde se genera la especie derivada de Au(l), que es la verdadera
especie activa. Los complejos de Au(lll) utilizados son derivados ciclometalados, por lo que la estabilidad de
cara a esas posibles reducciones estaria desfavorecida, impidiendo el comportamiento de profdrmaco por
mecanismos de reduccién. Sin embargo, los estudios de viabilidad celular con los complejos [AuCIsHL] L=
tpy, ppy Y bzp; no mostraron efecto estadisticamente significativo sobre la viabilidad de las células
tumorales Caco-2.

RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD: ESTUDIOS SAR

Con estos resultados se intentaron realizar estudios SAR para intentar conocer la parte activa de la
molécula, aunque sin éxito, ya que en los cinco complejos citotéxicos para la linea celular Caco-2, se dan los
tres ligandos HNC utilizados a lo largo de esta investigaciéon (Figura 2.2.7). Asimismo, no sélo el estudio
sobre el ligando no es concluyente, sino que tampoco lo es el estudio del grupo anidnico, puesto que,
aunque tres de los complejos contienen unidades tiopirimidinicas (Figura 2.2.7. a-c), también hay complejos
con residuos alquenilo o fenilalanina. La influencia sobre la citotoxicidad de la presencia de uno o dos
dtomos de cloro, o el cardcter idnico o neutro del complejo, son factores que tampoco se han podido
esclarecer.
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Figura 2.2.7. Estructuras de los complejos de Au(lll) con actividad citotéxica en células Caco-2.

Los estudios de viabilidad celular y la determinacién del ICso han sido imprescindibles para poder realizar
una primera selecciéon de los complejos con interés bioldégico. Asi, los complejos de Au(l) anteriormente
mencionados se han seleccionado para estudiar el mecanismo de accién por el cual afectan a la viabilidad
de las células tumorales Caco-2 y estos estudios se recogen a continuacién.

ESTUDIOS DEL CICLO CELULAR Y APOPTOSIS

Un agente quimioterdpico puede actuar mediante diferentes mecanismos de accién como puede ser la
alquilacién de ADN, la inhibicién de la sintesis o accién de los dcidos nucleicos, la interferencia con
metabolitos, por inhibicién enzimdtica, o mediante la interrupcién del ciclo celular, entre otros posibles
procesos. Todos estos mecanismos de accidén se basan en detener o, al menos ralentizar, la proliferacién de
las células tumorales, generalmente interrumpiendo el ciclo celular o induciendo la muerte celular programa
(apoptosis).

ESTUDIO DEL CICLO CELULAR Y PROLIFERACION CELULAR

Como se ha comentado en el capitulo 1, las células tumorales se caracterizan por su no respuesta a las
sefiales de control de divisién y crecimiento celular, lo que implica una mayor velocidad de proliferaciéon que
las células sanas. Asi, ser capaces de desarrollar fdrmacos capaces de interrumpir el ciclo celular de forma
selectiva sobre las células tumorales parece una forma adecuada de controlar o incluso frenar la replicacién
de las mismas. Por ello, se decidié estudiar, en primer lugar, la influencia de los derivados de [Au(X)(HMPT)]
seleccionados sobre el ciclo celular.

El ciclo celular consiste en una secuencia de eventos que termina en la correcta duplicacién de las células. 14
Durante este ciclo se dan fases muy diferenciadas en funcién del proceso que la célula esté llevando a cabo
(Figura 2.2.8.); asi se distinguen:
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Fase M (mitosis), fase durante la cual las dos
copias de ADN se distribuyen en dos nicleos
hijos.

X " Fase S (sintesis), donde la célula va a replicar
su ADN.
Fases G1y G2 (gaps), son aquellas en las que
la célula va a realizar la duplicacién de los
componentes celulares (proteinas, ribosomas,
etc) entre las fases S y M. Las fases G1 y G2

. se consideran fases de transicidon o brecha.
Ciclo celular

arrestado
Las fases G1-S-G2 conforman la interfase o estado

de no divisién, que engloba casi el 90% del ciclo.

Figura 2.2.8. Fases del ciclo celular

Para que el ciclo se desarrolle correctamente hay una serie de puntos de control especificos durante las
fases G1 y G2; asi en el punto de control de G1, de detectarse alguna anomalia, la célula puede entrar en
una fase de arresto denominada GO, asegurando que el ADN dafiado no se replica. El objetivo del punto
de control de G2 es la reparacién de posibles dafios en el ADN antes de que tenga lugar la mitosis de ese
nuevo ADN anémalo.’5

Todas estas etapas estédn controladas y reguladas por una familia de serina/treonina quinasas
dependientes de ciclina, cuya misién es asegurar el orden correcto de cada uno de los eventos del ciclo
celular. De esta forma, cuando el ADN se dafig, el ciclo celular se detiene para proporcionar tiempo para
la reparacién. Un defecto en la regulaciéon de alguno de estos mecanismos suele causar una inestabilidad
gendmica (adquisiciéon y acumulacién de alteraciones genéticas), que en Ultima instancia pueden causar
tumorigénesis.'® Fdrmacos utilizados como el cis-platino induce el arresto celular en G1 en la mayoria de los
casos, aunque hay también evidencias de que actia también en la fase S o en G2.17-19

El ciclo celular se puede estudiar mediante citometria de flujo usando el yoduro de propidio (Pl), una
sustancia fluorescente con tendencia a unirse al ADN. En este trabajo, se ha realizado el estudio del ciclo
celular con la linea Caco-2 con células control y tratadas con los diferentes compuestos de Au durante 24 h
a una concentraciéon de 20 UM (Ver parte experimental).

El Pl se une especificamente al ADN, intercaldndose entre las bases en una proporciéon de 1 molécula de Pl
por cada 4-5 pares de bases. Al ser impermeable a la membrana, sélo puede penetrar en células muertas
o en proceso de muerte celular, bien apoptédtico o necrético (cuando la membrana se encuentra alterada).
Asi, se va a poder identificar a las células muertas por medida de la fluorescencia resultante de la
interaccion del Pl con el ADN.

El uso de la citometria de flujo combinada con la tincién del Pl permite estimar la proliferacién celular a
través la cantidad cambiante de contenido de ADN celular asociado con cada una de las fases del ciclo. De
esta forma, se podrian reconocer las cuatro fases distintas en una poblacién de células en proliferacion: G1,
S, G2 y M. Sin embargo, y dado que el contenido en ADN en las fases G2 y M es el mismo, este pardmetro
no sirve para la distincion de ambas fases;2° por ello los valores de poblacién de estas dos fases se da
conjuntamente.
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Los valores encontrados a través de estos estudios, se recogen de una gran poblaciéon de células y se
representan como histogramas donde la fluorescencia relativa de Pl se representa en el eje x, y el nimero
de eventos en el eje y. El histograma muestra el nimero de células de una poblacién con emisién relativa de
fluorescencia de PI, que es proporcional a su contenido de ADN. Para una mejor comprensién de los valores
obtenidos a partir de esta técnica se va a proceder a un breve comentario sobre las partes que componen
el histograma, asi como sobre el contenido en ADN en cada una de las fases del ciclo celular.

La fase GO/G1 es donde las células pasan la mayor parte de su vida, por lo que aproximadamente el
90% de las células de una muestra de tejido sano se encuentran en las fases GO y/o G1. En esta fase,
aparecen dos cromosomas homélogos, con una copia de ADN cada uno, en el nicleo de la célula, por lo que
son células 2n. Durante la fase S se va a duplicar el ADN, ya que cuando la célula se divide, cada célula
hija debe tener la misma cantidad de ADN que la célula original. Asi, una vez que la célula ha terminado
de sintetizar (duplicar) su ADN en cada cromosoma, tiene el doble de copias que la célula original, por lo
que la célula es 4n. En la fase G2/M se produce la mitosis o, lo que es lo mismo, la divisién celular, en la
que se separan las cromdtidas hermanas de cada cromosoma, por lo que las células hijas tienen sélo una
molécula de ADN en cada cromosoma homélogo, son células 2n.

Conviene recordar que las células no realizan este ciclo de forma sincronizada, es decir que habrd unas
células que se encuentren en GO/G1 mientras otras estén en S; de ahi que se obtenga una distribucién de
varios tipos de poblaciones. Para organizar y delimitar las diferentes fases, se utiliza un software
especializado (The Beckman Coulter Kaluza Analysis Software) que puede calcular el porcentaje de células
en cada una de las fases del ciclo celular del total de células vivas analizadas.

Figura 2.2.9. Fases del ciclo celular, su relacién con el contenido en el ADN celular marcado con el Pl
y visualizacién de los resultados observados en el histograma de fluorescencia.

Se han estudiado las fases del ciclo celular en las que se encuentran las células Caco-2, tras ser tratadas
con los compuestos sintetizados y se han comparado los datos obtenidos con los de las células sin tratar
(control).
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Figura 2.2.10. Histogramas de fluorescencia obtenidos para el estudio del ciclo celular en Caco-2 sin tratar
y con el tratamiento con los complejos de Au(l): 35, 38-41, 33 y 34 (20 UM, 24 h).

En la Tabla 2.2.8, se muestran los porcentajes de células de la poblacién total de Caco-2 analizada que se
encuentran en cada una de las fases del ciclo celular, tras ser tratadas éstas con los compuestos de Au.
Como se puede observar en la Tabla, los complejos 38, 39, 40 y 41 son significativamente distintos en

Tabla 2.2.8. Porcentaje de la poblacién de células que se encuentran en las distintas fases del ciclo celular

(GO/G1,G2/M y S) para los complejos 35, 38-41, 33 y 34 (20 UM, 24 h).

Complejo
Control
35
38
39
40
41
33
34

GO/G1
60.25+1.53
60.8914.23
53.82+2.11%
51.4712.17%*
51.58+1.87**
58.54+3.52
62.49+£1.19
59.511+4.42

S
33.02%+1.25
30.63%3.50
36.42+3.32
38.50%3.32

39.18+1.69**

31.19%3.63

31.82+2.37
34.6714.39

Los resultados muestran los porcentajes de las distintas poblaciones celulares y se expresan como media £ EEM (n > 4
experimentos). ¥P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 vs. control.

G2/M

6.73+0.55
8.48+1.22
9.76%1.38*

1

0.03%1.38*

9.23%1.61
10.2710.17%%*

5.68%1.22
5.05+0.49

Tal y como se ha comentado, las fases GO/G1 son donde las células pasan la mayor parte de su vida,
envueltas en procesos de crecimiento, asi como copiando su contenido intracelular (orgdnulos) que
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necesitardn después. Este hecho queda reflejado en los resultados obtenidos para todas las muestras
medidas, donde la mayor poblacién celular se registra para estas fases.

Los estudios de citometria de flujo llevados a cabo muestran que al menos cuatro de los complejos de Au(l)
testados son especies que alteran el ciclo celular normal. Asi, los complejos 38, 39 y 41 muestran un arresto
en la fase G2/M ya que se puede observar un incremento significativo del nimero de células en estas fases,
respecto de las células control. Asimismo, los dos primeros muestran ademds una reduccién de la poblacién
de las fases GO/G1 (41 también, aunque no es significativamente distinto). La reduccién de la poblacién en
GO/G1 es coherente con el bloqueo del ciclo en G2/M, ya que esas células “secuestradas” no serdn
replicadas y, por tanto, no vuelven a realizar el ciclo.

El arresto en la fase G2/M es uno de los grandes objetivos de la comunidad cientifica ya que, la gran
mayoria de células tumorales presentan defectos en el punto de control GO/G1. De esta forma, las células
protumorales que contienen ADN dafiado avanzan a la fase de sintesis y continuarian hasta llegar a la
mitosis si no es por la accién del punto de control G2/M.2! Es este punto el que impide que las células
dafiadas se dividan y multipliquen; por ello, que los complejos 38, 39 y 41 induzcan un bloqueo en la fase
G2/M resulta muy positivo, puesto que se ejerce un control sobre la proliferacién de las células mutadas
provenientes de GO/G1 tipicamente inactivado en células tumorales.

Cabe mencionar, que el secuestro del ciclo celular en la fase G2/M que se ha observado para estos
derivados se ha observado también en fdrmacos antitumorales, como es el caso del cis-Pt. 22

El hecho de que estos los complejos 38 y 39 tengan el mismo efecto sobre el ciclo celular, y por lo tanto
compartan mecanismo de accidn, no resulta extrafio puesto son dos complejos muy similares en cuanto a su
estructura quimica, con la Unica diferencia de que el grupo halogenuro es Br en vez de Cl para 38 y 39,
respectivamente. Este hecho que, aunque si ha resultado significativo para sus propiedades fisicoquimicas,
no parece que influya sobre su mecanismo de accién.

El complejo 40 también actéa como secuestrador del ciclo celular, pero en este caso sobre la fase S, con el
mismo descenso de la poblacién GO/G1 que se habia observado para los complesjos 38 y 39.

Estd establecido que para que una célula avance desde G1 a S tiene que tener el ADN intacto. Sin
embargo, dado que para la mayoria de los cdnceres este punto de control es defectuoso, las células entran
en la fase S de manera “forzada”, por lo que las células comienzan la replicacion antes de haber realizado
los procesos de G1. Asi, la horquilla de replicacién experimenta estrés de replicaciéon y detiene sus células
en fase S debido a la activacién del punto de control de la fase intra-S. Este punto de control es
ligeramente diferente de los otros puntos de control del ciclo celular, ya que no bloquea el progreso del
ciclo, sélo reduce, sin detener por completo, la sintesis de ADN en presencia de ADN dafado durante la
fase S. Esto requiere mds tiempo que la propia sintesis de ADN, y como consecuencia se da una elongacién
de esta fase. Por ello, el complejo 40 produce un aumento de la poblacién de células en fase S respecto del
control.23

ESTUDIO DE LA MUERTE CELULAR PROGRAMADA (APOPTOSIS)

Las células de organismos multicelulares forman parte de un conjunto perfectamente organizado y regulado,
no sélo en cuanto a los procesos de divisidon celular sino también a la tasa de muerte celular, de acuerdo con
las necesidades del organismo. El equilibrio dindmico entre la proliferacién y la muerte celular se conoce
como homeostasis, cuyo mantenimiento es vital, pues de modificarse, pueden tener lugar diferentes procesos
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patolégicos, como la carcinogénesis. En los humanos, alrededor de cien mil células se forman cada segundo
a través de la mitosis, mientras que un nimero similar es destruido por la apoptosis.24

Cuando una célula concluye su funcién fisiolégica o se detecta un dafio, se desencadena un proceso
fisiolégico que induce su propia muerte. Este proceso se denomina muerte celular programa, cominmente
conocido como apoptosis, término que fue descrito por Kerr ef al. en 197225

Sin embargo, éste no es el Unico mecanismo a través del cual puede morir una célula (Figura 2.2.11) ya que
aquellas que han sufrido una lesién aguda, generalmente se hinchan y estallan. De esta forma, todo su
contenido celular es liberado provocando una respuesta inflamatoria potencialmente dafiina. Este proceso
se denomina necrosis celular, y difiere de la apoptosis en que en esta Gltima, la célula es fagocitada sin
expulsar su contenido.2¢ Esto no solo evita las consecuencias perjudiciales de la necrosis, sino que también
permite que los componentes orgdnicos de la célula muerta sean reciclados por la célula que los ingiere.
Asimismo, existe un tercer tipo de muerte celular conocido como autofagia durante el cual las proteinas y los
orgdnulos de larga vida son degradados por los lisosomas para mantener la homeostasis celular.?” En la
siguiente Figura se recogen los distintos tipos de muerte celular clasificados segin recoge el comité de
nomenclatura en muerte celular (NCCD):

Apoptosis intrinseca

independiente de caspasa
Catdstrofe mitdtica
Muerte celular autofégica
Muerte celular Entosis
Netosis
Programada [Partanatos
Necroptosis

Independiente
de caspasa

Oncosis-necrosis

N[e)
programada

Apoptosis Extrinseca
Apoptosis Intrinseca
Anoikis

Piroptosis
Cornificacién

Dependiente
de caspasa

Figura 2.2.11. Clasificacién de los diferentes tipos de muerte celular segin el NCCD (modificado de
Galluzi et al. 2012).

Segun lo recogido anteriormente, el mecanismo de muerte celular adecuado para no generar procesos
patolégicos es la muerte celular programa (MCP), por lo que también constituye un mecanismo de defensa
“anti-cancer”. Las sefiales que desencadenan el proceso apoptdtico son varias: activacién masiva de las
caspasas, pérdida del potencial de membrana mitocondrial (AWm), permeabilizacién completa de la
membrana externa mitocondrial o exposicién de residuos de fosfatidilserina (PS) fuera de la membrana.
Asimismo, pueden darse varios mecanismos simultdneamente, aunque siempre prevalece el mds eficaz de las
cascadas operativas.

En este trabajo se han estudiado dos de los mecanismos implicados en la apoptosis: la externalizacién de PS
a través de su interaccién con Anexina V-FITC y la activacién de la cascada de caspasas.
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ESTUDIO DE MECANISMOS DE APOPTOSIS: FOSFATIDILSERINA

El primer mecanismo de apoptosis que se ha estudiado es la deteccion de fosfatidilserina (PS) en la
superficie de la membrana de las células Caco-2 a través de su unién con anexina V.

La base de este ensayo es la reaccién entre anexina V y PS, unidén que sélo tiene lugar en células
apoptdticas, ya que en células normales la PS se encuentra dispuesta hacia el interior celular.28

Todas las células estdn separadas del medio extracelular por la presencia de la membrana plasmdtica
constituida por una doble capa de fosfolipidos, cuya funcién es impedir la difusién de proteinas, iones y
otras moléculas esenciales al espacio extracelular, asi como constituir la estructura celular. La composicién de
esta membrana es diferente entre la capa externa o interna; mientras que la fosfatidilcolina y la
esfingomielina estdn presentes principalmente en la capa externa, la fosfatidilsering, el fosfatidilinositol y la
fosfatidiletanolamina estan restringidas a la interna.2? Esta disposicidén se mantiene por la accién de enzimas
dependientes de ATP llamadas flipasas y flopasas, que invierten la localizacién de los fosfolipidos y otras
moléculas de la membrana externa a la interna, y viceversa.3°

La pérdida de asimetria en la disposicion de los fosfolipidos, con la consiguiente exposiciéon de la PS se
observé por primera vez en linfocitos apoptéticos,3'-32 para mds tarde confirmarse para una gran variedad
de células como lineas celulares tumorales, células de musculo liso vascular, etc.33 Debido a esto, se acepta
el cambio en la localizacién de la PS como una caracteristica universal de células apoptdticas,34 asi como un
marcador para ensayos de citometria de flujo utilizando anexina V marcada con un fluoréforo (FITC:
isotiocianato de fluoresceina). La anexina V se une a PS en presencia de iones calcio.35

Tal y como se recoge en la Figura 2.2.12, cuando la célula comienza el mecanismo de apoptosis, la PS se
externaliza permitiendo la coordinacién de la anexina V (en presencia de iones Ca2*). La anexina V estd
marcada con FITC lo que hace posible la deteccion de la poblacidén de células que se encuentran en estados
tempranos de apoptosis. Las células que se encuentran en fases mds avanzadas de apoptosis se van a
poder identificar por la presencia de 7-aminoactinomicina D (7-AAD).
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Figura 2.2.12. Mecanismo para la deteccién de PS en el exterior de la membrana celular plasmética.
La coordinacién de la PS con la anexina V-FITC se produce en presencia de iones calcio (Ca2*). En
células en apoptosis tardia, se dan defectos en la membrana que permiten al 7-AAD intercalarse
con el ADN nuclear.
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Con base en lo anteriormente comentado, se han tratado células Caco-2 con los compuestos de Au(l) a una
concentraciéon de 20 UM durante 24 h, y se ha estudiado la presencia de PS en la capa externa de la
membrana plasmdtica mediante anexina V-FITC y 7-aminoactinomicina D (7-AAD). Este mismo
procedimiento se llevé a cabo con células sin tratamiento, que constituyen el control de la técnica.

EL 7-AAD es una sustancia fluorescente que se intercala selectivamente en el ADN de células con defectos en
la membrana celular, propiedad distintiva de células en procesos de muerte celular. Asi, el uso de 7-AAD en
combinacién con la anexina V-FITC, va a permitir diferenciar entre poblaciones de células en apoptosis
temprana o tardia,3¢ ya que sélo las células en fases avanzadas de apoptosis muestran los defectos en la
membrana necesarios para que el 7-AAD penetre hasta el nicleo celular y se asocie con las regiones GC
del ADN. 37

En la Figura 2.2.13 se muestran algunos histogramas obtenidos para las células tratadas con los compuestos
testados, asi como para el control.
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Figura 2.2.13. Histogramas de fluorescencia y andlisis de la apoptosis inducida por los distintos
complejos de Au(l) en células Caco-2.

Los porcentajes de células que mostraron procesos de apoptosis mediados por la PS oscilan entre el 11-
27% en funcién del complejo de Au(l) utilizado, tal como puede observarse en la Figura 2.2.14. Los
complejos 38, 39, 40 y 41 indujeron un incremento significativo de las células apoptéticas totales (tardia +
temprana) respecto del control (Figura 2.2.14), por lo que se puede afirmar que, al menos, estos cuatro
compuestos son inductores de apoptosis mediante un cambio en la morfologia de la membrana celular. Los
porcentajes de apoptosis inducidos por nuestros compuestos fueron similares o muy superiores a otros
compuestos de Au testados por otros autores, como el [Au(Spy)(PTA-R)]Br, que presenta un 15.70 = 1.98 %,
o el [Au2(5-FU)(PTA)2] que presenta un 7.70 £ 1.71 % de apoptosis.38-39
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Figura 2.2.14. Valores de apoptosis (%) obtenidos en células Caco-2, tras ser tratadas con los
complejos 35, 38-41, 33 y 34 (20 UM, 24 h). Los resultados muestran el promedio del total de
células en apoptosis (tardia+temprana) y las barras verticales indican los EEM (n = 4 experimentos).
*P<0.05; **P<0.01; **P<0.001 vs. control.

Por otra parte, los resultados mostraron que los complejos testados no inducen necrosis de forma
significativa, ya que en ninguno de los casos se han encontrado valores superiores a 0.3%, ddndose valores

préximos al 0 % en la mayoria de los casos (Tabla 2.2.8).

Tabla 2.2.9. Valores de necrosis (%) obtenidos en células Caco-2, tras ser tratadas con los complejos 35,
38-41, 33 y 34 (20 uM, 24 h).

Control

35

38

39

40

41

33

34

0.19+0.048

0.04%0.024

0.06+0.024

0.12%0.037

0.221+0.058

0.04%0.024

0.00+0.00

0.00+0.00

Los resultados se expresan como media * EEM (n > 4 experimentos).

ESTUDIO DE MECANISMOS DE APOPTOSIS: CASPASAS

Como se ha podido observar con base en lo anteriormente expuesto, los mecanismos de apoptosis son
altamente complejos y exigentes, puesto que implican una cascada de procesos moleculares demandantes
de energia. Segin recoge la bibliografia, hay tres tipos de vias apoptéticas:40

Via perforina/granzima
Via extrinseca o de la muerte

Via intrinseca o mitocondrial.

Mientras que la primera de ellas activa una via paralela,?’ las dos Ultimas vias parecen estar muy
relacionadas, hasta el punto de que moléculas presentes en una pueden afectar a la otra.#2 De hecho,
tienen la misma via de ejecucién a través de la activacion de cisteinas proteasas conocidas como caspasas.
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La activacién de las caspasas desencadena la fragmentacién del ADN, degradacién de proteinas
citoesqueléticas y nucleares, la formacién de los cuerpos apoptdticos, la expresidon de ligandos para
receptores de células fagociticas y finalmente la captacién por células fagociticas.

La familia de las caspasas engloba un total de 14 enzimas, todas ellas cisteinas proteasas aspartato-
especificas. Aunque presentan diferencias entre ellas, comparten una similitud estructural y funcional:43

Todas tienen un sitio activo pentapéptido 'QACXG' (Glu-Ala-Cys-X-Gly), donde X puede ser una
Glu, Arg o Asp.

Sus precursores son todos zimégenos conocidos como procaspasas, las cuales presentan un N-
terminal necesario para su activacion.

Todas son capaces de autoactivarse, asi como de activar a otras caspasas.

Con base en su composicién y a la homologia en sus secuencias de aminodcidos, las caspasas se dividen en
tres subfamilias las cuales desempefian a su vez diferentes funciones (Figura 2.2.15).

Subfamilias de caspasas

Caspasa-2 | |

Caspasa-8  |niciadoras | Ejecutoras
Caspasa-9

Caspasa-10

Caspasa-3
Caspasa-6
Caspasa-7

Figura 2.2.15. Diferentes subfamilias de caspasas y su funcién.

Asimismo, y como se ha comentado, hay dos vias por las que se activa la cascada de las caspasas, la
mediada por receptores de muerte o la mediada por la mitocondria. La primera de ellas moviliza a las
caspasas inactivas cuando los receptores de muerte se unen a su ligando, el factor de necrosis tumoral (TNF;
factor de necrosis tumoral), y reclutan a una proteina adaptadora intracelular denominada proteina con
region de muerte asociada a Fas (FADD; Fas-associated deathdomain). Mediante esta via se activan las
caspasas 8 y 10 que actdan como iniciadoras (Figura 2.2.16)

La muerte a nivel mitocondrial se inicia mediante la estimulacién, ain no completamente definida, de la
membrana mitocondrial, y continGa con la liberacién de citocromo ¢ y otros factores apoptogénicos del
espacio intermembranoso de las mitocondrias. De esta forma se promueve el funcionamiento de la caspasa-
9, que activa a la caspasa ejecutora 3 (Figura 2.2.16).44
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Figura 2.2.16. Vias de activacién de la cascada de las caspasas.
En la via extrinseca se activan las caspasas -3, -6 y -7 por activacién de las caspasas-2, -8 y -10,
activadas previamente por la unién del TNF (tumor necrosis factor) con FADD (Fas-associated
deathdomain). En la via intrinseca, las caspasas-3, -6 y -7 se activan por accién de la caspasa-9.
Esta se moviliza por liberacidn de citocromo ¢ y otros factores apoptogénicos.

Asi pues, y viendo que ambas vias confluyen en un mismo punto, la activacién de las caspasas ejecutoras, se
decidié estudiar la actividad de las caspasas-3 y -7 mediante luminiscencia.

Este ensayo se basa en la reaccién entre un derivado de proluciferina luminogénico, que contiene la
secuencia tetrapeptidica DEVD, especifica para la accién de caspasa-3 y -7. Este reactivo provoca la lisis
celular, seguida de la escisién del sustrato DEVD de la proluciferina mediante la accién de las caspasas-

3/7, liberdndolo y generando 6-amino-D-lucifereina que, en presencia de luciferasa y ATP, da como

resultado la produccién de luz (Figura 2.2.17).
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Figura 2.2.17. Mecanismo de reaccién para la deteccién de la actividad de las caspasas 3/7.

La intensidad de la luminiscencia es, por tanto, proporcional a la cantidad de actividad de caspasa en la
muestra, pudiendo comparar la actividad de las caspasas en células Caco-2 tratadas con los compuestos de
Au(l) a una concentracién 20 UM tras 24 h de incubacién con la de las células control.

En la Figura 2.2.18, se puede observar que nuestros complejos inhiben la actividad de las caspasas 3/7, ya
que los valores de actividad del control son significativamente mayores que los obtenidos con los compuestos
testados. Estos resultados demuestran, por lo tanto, que la activacién de las caspasas no parece ser el
mecanismo apoptdtico de muerte celular que estd implicado en la actividad de nuestros complejos. Por otra
parte, la inhibicién de las caspasas se podria explicar por el hecho de que quizds los complejos de Au(l) han
podido realizar algin enlace con los dtomos de N o S del anillo tiazdlico de las luciferasas,45-4¢ inhibiendo
alguna de ellas e impidiendo la generacién de luz a niveles similares a los del control.
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Figura 2.2.18. Actividad de caspasas 3/7 para los complejos 35, 38-41, 33 y 34 (20uM, 24 h). Los
resultados muestran el promedio de los valores de luminiscencia en porcentaje y las barras verticales
indican los EEM (n = 4 experimentos). ***P<0.001 vs. control.
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MECANISMOS DE ACCION: ESTRES OXIDATIVO

Como se ha visto en el apartado anterior, los complejos de Au(l) testados parecen ser buenos candidatos
para su uso como quimioterdpicos contra el cdncer ya que, ademds de tener valores de ICso inferiores al cis-
Pt en la linea tumoral Caco-2, también inducen cambios en la composiciéon de su membrana (exponen PS)
para iniciar mecanismos apoptdticos. Esta es la via de muerte celular necesaria para la eliminacién de
células tumorales de forma controlada sin producir ni procesos inflamatorios ni liberacién de material celular
al medio extracelular. Asi pues, y tras conocer el tipo de muerte celular que activan los complejos
mencionados, se fijé6 como objetivo conocer el mecanismo de accién por el cual se activa la apoptosis en
esta misma linea tumoral.

Estd aceptado que el Au tiene un mecanismo de accién diferente al encontrado para el cis-Pt, por lo que el
ADN no es su diana. De hecho, la mayoria de derivados de Au(l) manifiestan una elevada tendencia a
coordinarse con proteinas con centros de azufre (SH) o selenio (SeH) principalmente. Este tipo de proteinas
son bastante abundantes en el torrente sanguineo y, la mayoria tienen como funcién mantener la
homeostasis redox celular.

El equilibrio redox es fundamental para un correcto funcionamiento celular. Por ello, las células deben
limitar la produccién de especies reactivas mediante mecanismos antioxidantes para neutralizar estas
especies o, mitigando el estrés oxidativo provocado por las mismas. Estas especies oxidantes se pueden
clasificar en funcién del dtomo principal implicado en las reacciones posteriores, distinguiéndose cuatro
grandes grupos:

ROS: especies reactivas de oxigeno.
RNS: especies reactivas de nitrégeno.
RSS: especies reactivas de azufre.
RCS: especies reactivas de cloro.

De todas estas especies, las reactivas de oxigeno (ROS) son las mds abundantes. Son moléculas altamente
reactivas que se forman mediante varios procesos celulares, incluido el metabolismo oxidativo en las
mitocondrias.#” A niveles bajos, estas especies son beneficiosas para las células, ya que activan vias de
sefializacién que promueven la proliferacién, la supervivencia o la resistencia celular al estrés oxidativo.48
Sin embargo, a niveles més altos, las ROS pueden dafiar o matar a las células al oxidar proteinas, lipidos y
dcidos nucleicos.4? El dafio que las ROS pueden causar a la célula no solo depende de su concentracién
intracelular sino también del equilibrio entre ellas y las especies antioxidantes endégenas. Es la pérdida de
este equilibrio especies prooxidantes/antioxidante, la causante del denominado estrés oxidativo.

Desde el punto de vista biomédico, el estrés oxidativo es importante porque estd relacionado con una
amplia variedad de enfermedades, como enfermedades neurodegenerativas (p. Ej. Alzheimer, Parkinson y
esclerosis lateral amiotréfica), enfermedades inflamatorias (p. Ej. Artritis reumatoide), enfermedades
cardiovasculares (p. Ej. distrofia muscular), alergias, disfunciones del sistema inmunitario, diabetes,
envejecimiento y cdncer.5° De hecho, se sabe que las células inflamatorias liberan mediadores quimicos de
la inflamacién, particularmente ROS, en el tejido inflamado, que también afecta a las células normales.
Cuando se trata de un proceso crénico, los niveles extremadamente altos de ROS saturan los mecanismos de
defensa celular (es decir, los antioxidantes endégenos) y las moléculas intracelulares se dafian gravemente,
afectando a las células vecinas circundantes.

El dafio que ROS infringe sobre biomoléculas tan importantes como los dcidos nucleicos, ha llevado a
concluir que estas especies tienen un gran efecto sobre muchos aspectos del desarrollo y la progresiéon
tumoral, especialmente durante la proliferacién celular y a través de la evasién de la apoptosis.
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Para mantener el equilibrio de especies prooxidantes/antioxidantes anteriormente mencionado, entran en
juego un gran nimero de enzimas y sistemas redox que se pueden clasificar en diferentes grupos segun sus
propiedades: antioxidantes enddgenos, antioxidantes naturales y antioxidantes sintéticos. Entre los
antioxidantes endégenos se encuentran el glutation, el dcido alfa-lipoico, la coenzima Q, la ferriting, el
dcido Urico, la bilirrubina, la metalotioneina, la L-carnitina, la melatonina y las enzimas superdxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPX), tiorredoxinas (Trx) y peroxirredoxinas (PRX).
Son precisamente algunas de estas enzimas las que contienen grupos tiol, por lo que el oro presenta una
gran tendencia a coordinarse con ellas (Figura 2.2.19). Este es el caso de la Trx, la glutatién reductasa (GR)
o la cisteina proteasa, proteinas que ademds se sobreexpresan en células tumorales, constituyendo objetivos
potenciales contra el cancer para la terapia con complejos de oro.

Figura 2.2.19. Estructuras cristalinas de aductos de Au-proteina: a) Aducto Au(l)-GR.5' (b) Aducto Au(l)—
Trx.52

La oxidacién de las biomoléculas mencionadas por las ROS conlleva, en todos los casos, la alteracién del
correcto desarrollo celular; por ejemplo, estas especies reactivas provocan cambios en el ADN y un mal
funcionamiento en el mecanismo de reparacion del ADN. La oxidacién del ADN por estas especies genera
8-hidroxi-2-desoxiguanosina, que es un producto capaz de generar mutaciones en el ADN en un proceso
que promueve el envejecimiento y la carcinogénesis.>3

El efecto sobre la membrana es distinto, puesto que en este caso son los lipidos poliinsaturados presentes los
que son susceptibles a la oxidaciéon. Las ROS desencadenan reacciones de peroxidaciéon lipidica que
aumentan la permeabilidad de la membrana celular lo que, segin algunos estudios, podria conducir a la
muerte celular.’4 En lo que se refiere a las proteinas, éstas sufren la generacién y acumulacién de grupos
carbonilo y grupos tiol que pueden convertirse en radicales reactivos con azufre.55 Debido a esta
modificacién inducida por la oxidacién, hay una alteracién en la estructura de la proteina y, en
consecuencia, cambios o pérdida de la funcién de la proteina oxidada. Por tanto, todas estas alteraciones
generan mutaciones (oxidacién sobre ADN), inducen la muerte celular (oxidacién sobre lipidos) o disfuncién
protéica (oxidacién sobre proteinas) responsables de procesos tumorales. Por todo esto, se ha decidido
evaluar el estrés oxidativo en las células tumorales Caco-2.
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Existen diferentes métodos para evaluar el estrés oxidativo:5¢
Medicién de las ROS
Deteccion de ADN vy lipidos o proteinas oxidados
Cuantificacién de antioxidantes

En este trabajo se ha optado por el segundo de los métodos citados, con el fin de evaluar el efecto

localizado del estrés oxidativo sobre las biomoléculas que componen las células, y cuya estructura es
fundamental para el é6ptimo desarrollo de las funciones celulares.

EVALUACION DE LA OXIDACION PROTEICA

La oxidacién de proteinas se define como la modificaciéon de una proteina por las especies ROS o, de forma
indirecta, por la reaccién con subproductos secundarios del estrés oxidativo (Figura 2.2.20). Esta
modificacién puede inducirse por diferentes agentes prooxidantes, y estd intimamente relacionada con el
envejecimiento celular y con ciertas enfermedades. De hecho, niveles altos de carbonilacién de proteinas se
han relacionado con enfermedades como el Alzheimer, la diabetes, las enfermedades autoinmunes, la
artritis, la sepsis y la dificultad respiratoria.5”
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Figura 2.2.20. Procesos de formacién de ROS implicados en la oxidacién de proteinas para formar grupos
carbonilos.

Las proteinas son biomoléculas muy sensibles a cambios en su estructura, por tanto, cambios oxidativos en
éstas conlleva importantes consecuencias funcionales, como la inhibicién de las actividades enzimdticas y de
unién, una mayor susceptibilidad a la agregaciéon y la protedlisis, un aumento o disminucién de la absorcién
por las células y una inmunogenicidad alterada.
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Como se ha mencionado anteriormente, el resultado de la oxidacién de proteinas suele ser la acumulacién
de grupos carbonilos o tiol; por ello, tal y como se puede observar en la Tabla 2.2.9, se conocen diferentes
biomarcadores para cuantificar el estrés oxidativo en proteinas. Sin embargo, el indicador de oxidacién de
proteinas mds medido en muestras bioldgicas son los carbonilos protéicos,58 ya que estos productos son
quimicamente estables, lo que es Util tanto para su deteccién como para su almacenamiento.

Tabla 2.2.10. Biomarcadores comunes en el estudio de estrés oxidativo sobre proteinas.?

Biomarcador Indicador de...
Carbonilacién de proteinas Oxidacién en proteinas
Carbamilacién de proteinas Modificacién de proteinas
Oxidacién de grupos SH en proteinas Oxidacién en proteinas
Modificacién de 3-nitrotirosina Nitracién de proteinas
Modificacién de 3-clorotirosina Oxidacién en proteinas
Formacidn de ditirosina Oxidacién en proteinas
Acumulacién de productos de glicacién avanzada (AGE) Glicacién de proteinas

Produccién de productos de oxidacién proteica avanzada (AOPP) | Oxidacién en proteinas

La carbonilacién de proteinas puede detectarse y medirse a través de varios métodos directos o indirectos.
Entre los métodos directos destaca la deteccién de carbonilos mediante el enlace de los grupos carbonilo
existentes, con una molécula de deteccién; siendo la mds comdn el dinitrofenol, que se detecta por reaccién
con un anticuerpo. En lo que se refiere a métodos indirectos, hay un amplio abanico de posibilidades entre
las que cabe mencionar:

Reduccién del grupo carbonilo a un alcohol con borohidruro tritiado.

Reaccién del grupo carbonilo con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para formar la 2,4-
dinitrofenilhidrazona.

Reaccién del carbonilo con fluoresceina tiosemicarbazida para formar la tiosemicarbazona.
Reaccion del grupo carbonilo con aminofluoresceina para formar una base de Schiff, para
posteriormente reducir a la amina secundaria con cianoborohidruro.

El segundo de los métodos indirectos mencionados ha sido el utilizado a lo largo de este trabajo por su
simplicidad, ya que la reaccién entre DNPH y el carbonilo genera 2,4-dinitrofenilhidrazona (Figura 2.2.21),
un producto estable que puede detectarse por una técnica tan sencilla como es la espectofotometria UV. El
grupo DNP absorbe luz ultravioleta a 370 nm con un coeficiente de extincién molar de 22.000 M-T cm-!,
permitiendo calcular el contenido de carbonilo total de una proteina o mezcla de proteinas por medida de
la absorbancia a 375 nm.
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Figura 2.2.21. Mecanismo de reaccién para la evaluacién de contenido de proteina oxidada con DNPH.

En la Figura 2.2.22 se muestran los niveles de proteinas carboniladas obtenidos en las células Caco-2
tratadas con los complejos de Au(l) respecto de su control. Sorprendentemente, segin los andlisis realizados,
los valores de proteina carbonilada en las células tratadas con los derivados de Au(l) no son
significativamente distintos de los valores control. Conviene recordar que valores pequefios de proteina
oxidada es normal en un correcto ciclo celular, ya que también constituyen un control sobre la supervivencia
y proliferacién celular. Asi, se puede concluir que los productos testados no aumentan el dafio oxidativo
sobre las proteinas, por lo que tampoco incrementan la muerte celular a través de este mecanismo.
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Figura 2.2.22. Niveles de carbonilos protéicos en células Caco-2 tras su incubacion con los
compuestos de Au(l) sintetizados (20 YM, 24 h). Los resultados muestran el promedio de la
concentracién de carbonilos (nmol mg-! proteina) y las barras verticales indican los EEM (n = 6

experimentos).
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EVALUACION DE OXIDACION LIPIDICA

Al igual que ocurria en las proteinas, la peroxidacién lipidica es uno de los principales resultados del dafio
mediado por ROS en los tejidos. Los componentes de membrana mds susceptibles de oxidacién son los
fosfolipidos, lo que conlleva importantes cambios en las propiedades fisicoquimicas de la bicapa lipidica.s0
De hecho, segin recogen estudios realizados por Nigam y Schewe, la peroxidacién de los lipidos puede
alterar el ensamblaje de la membrana, provocando cambios en la fluidez y la permeabilidad, alteraciones
del transporte de iones e inhibicién de los procesos metabdlicos.¢?Junto con estos cambios, la oxidacién de
4cidos grasos de membrana presenta una problemdtica adicional, ya que conlleva a la formacién de
radicales libres responsables de la propagacién del dafio celular a través de reacciones en cadena.é? Entre
estos radicales destaca el radical lipoperoxilo (LOQO®), que reacciona con un lipido para producir un lipido
radical y un hidroperéxido lipidico (LOOH). Los radicales LOOH son inestables y generan nuevos radicales
peroxilo y alcoxi, que se descomponen en productos secundarios. Algunos de los radicales libres producidos
durante la peroxidacién lipidica tienen efectos muy locales, debido a su corta vida; pero los productos de
descomposicién de los peréxidos lipidicos pueden servir como "segundos mensajeros de estrés oxidativo",
debido a su vida media prolongada y su capacidad de difundirse desde su sitio.é3
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Figura 2.2.23. Mecanismos de formacién de ROS para la oxidacién lipidica.

Los subproductos de degradacién que se forman son en su mayoria aldehidos (malonilaldehido) e
hidroxiderivados (4-HDA o 4-HNE), los cuales van a poder ser utilizados como biomarcadores para evaluar
la oxidacién de los lipidos de membrana, tal y como se recoge en la Tabla 2.2.10.
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Tabla 2.2.11. Biomarcadores comunes en el estudio de estrés oxidativo sobre lipidos.5°

Biomarcador Indicador de...

Malonilaldehido (MDA) Peroxidacién lipidica
4-Hidroxinonenal (4-HNE) Peroxidacién lipidica
Oxidacién de 8-isoprostaglandina Peroxidacién lipidica
8-iso-Prostaglandina F2a (8-isoprostano) Peroxidacién lipidica

Especies reactivas al dcido tiobarbitirico (TBARS) @ Peroxidacién lipidica
Lipoproteinas de alta densidad (HDL) oxidadas Oxidacién lipidica
Lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas Oxidacién lipidica

Aunque todavia hay cierta controversia, resultados experimentales demuestran que los productos de
peroxidacién lipidica, MDA y 4-HNE, se ven incrementados en tejidos de cdncer colorrectal.64 Asimismo,
también aumentan significativamente los niveles de estas especies conforme la enfermedad evoluciona a
estadios mds avanzados.é3

Por estos motivos, ademds del hecho de que el MDA constituye un factor mutagénico del ADN, se ha
decidido estudiar la evaluacién de la peroxidacién lipidica a través de la cuantificaciéon conjunta de MDA y
4-HDA en células de la linea Caco-2 tras su incubacién con los complejos de Au(l) 20 UM durante 24 h.

En lo que se refiere a la determinacién de la concentracion de MDA+4-HDA, se ha utilizado el método
Gerard-Monnier,%¢ el cual se basa en la reaccién de un reactivo cromégeno, N-metil-2-fenilindol, con MDA o
con 4-HDA, a una temperatura de 45°C. La condensacién de una molécula de MDA o 4-HDA con dos
moléculas de N-metil-2-fenilindol produce un croméforo estable que absorbe a 586 nm (ver Figura 2.2.24).

R= OH (MDA)
R= 4-hidroxialquenal (4-HDA)

Figura 2.2.24. Esquema de reaccién para la deteccién de MDA y 4-HDA

El empleo de esta longitud de onda y de la temperatura de incubacién (45°C), minimiza las interferencias
presentes en otros métodos para determinar aldehidos derivados del proceso de peroxidacién lipidica.

De esta forma, la concentracién de MDA y 4-HDA se determina interpolando la absorbancia medida de las
muestras en la curva patrén de MDA, la cual se determina paralelamente en cada ensayo. Los resultados
muestran que todos los complejos testados inducen un aumento de los niveles de MDA+4-HDA en las células,
tal y como se recoge en la Figura 2.2.25.
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Figura 2.2.25. Niveles de MDA (malonilaldehido) + 4-HDA (hidroxialquenales) en células Caco-2
tras su incubacién con los compuestos de Au(l) sintetizados (20 UM, 24 horas). Los resultados
muestran el promedio de la concentracién de MDA+4-HDA (nmol/mg proteina) y las barras
verticales indican los EEM (n = 6 experimentos). *P< 0.05; **P<0.01; ***P<0.001 vs. control.

Como se ha descrito anteriormente, un aumento en los niveles de peroxidacién lipidica va a producir un mal
funcionamiento de los procesos celulares que conducen a una muerte celular programa. Es decir, que segin
este ensayo se puede concluir que los complejos testados inducen una muerte celular programa por una
pérdida en la homeostasis redox en la bicapa lipidica. Asimismo, y dado que el MDA es un mutdgeno
comprobado del ADN, no se descarta que el proceso apoptdtico se desencadene también por mutaciones
en el ADN. Ademds, conviene recordar que no sélo el MDA puede causar modificaciones en el ADN, sino
que las ROS pueden oxidar el ADN generando 8-hidroxi-2-deoxiguanosina.53 De esta forma, y con un
correcto funcionamiento del sistema de reparaciéon del ADN, se activaria la cascada apoptética para
impedir la replicacion de este ADN mutado, asi como la proliferacion de la célula tumoral.

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LA TIORREDOXINA REDUCTASA (TrxR)

Con base en los resultados obtenidos durante la evaluacién de la peroxidaciéon lipidica, en los que se
constata elevados niveles de los marcadores MDA+4-HDA en los lipidos de membrana, se decidié estudiar
el mecanismo por el cual se pierde ese equilibrio prooxidante /antioxidante que permite esta peroxidacion.
En el apartado anterior ya se ha comentado, que existen diferentes mecanismos antioxidantes para
neutralizar las ROS o mitigar el estrés oxidativo. Estos mecanismos se pueden clasificar en:

Antioxidantes enzimdticos:¢7-68
Las enzimas antioxidantes mds importantes son la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la
glutation peroxidasa (GPx), las tiorredoxinas (Trx) y peroxirredoxinas (PRxs). Estas enzimas trabajan
juntas para neutralizar las ROS en un sistema perfectamente coordinado; por ejemplo, SOD puede
convertir Oz en O2 o H20.. Esta ultima se transformard en H20 y O2 por accién de la catalasa y la
glutatiéon peroxidasa (Figura 2.2.26).
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Antioxidantes no enzimdticos:49-70
En esta categoria se encuentran las proteinas y metabolitos producidos por las células, como el glutation
(GSH) o nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH); o provenientes de la dieta como son las

vitaminas A, C y E, el selenio y el B-caroteno.

NADP*  NADPH + H*

Trx

red-Trx ox-Trx

O,
NOX
+ _SOD \""ﬁ/‘
O J'—>4H 39P, 20, +(24,0, =
ﬁ;&v

mitocondria

4 -GSH
CAT red-GS 2 GSSG ox

2H,0 + O, GR
NADP™* NADPH + H*

Figura 2.2.26. Mecanismo antioxidante endégeno.
Se desatacan tres vias principales: catalasa (verde), tiorredoxina (azul) y glutation peroxidasa
(naranja). GR, glutatién reductasa; red-GSH, glutatiéon reducido; ox-GSSG, glutatiéon oxidado; red-
Trx, tiorredoxina reducida; ox-Trx, tiorredoxina oxidada.

Como se recoge en la Figura anterior, las tiorredoxinas y el glutation suministran a las peroxidasas los
electrones necesarios para convertir el H2O2 en H20 (Figura 2.2.26). Por lo tanto, pueden regenerarse a
partir de sus formas disulfuro oxidadas, usando NADPH como dador de electrones. Cabe destacar que
estas especies, no sélo participan de esta reaccién, si no que “transportan” este potencial reductor a
diversas enzimas y reacciones.

Los antioxidantes enzimdticos tienen efectos protectores mdés efectivos contra el ataque oxidativo debido a
la capacidad de descomponer las ROS; de hecho, SOD y CAT son los mejores antioxidantes in vivo.”! Las
otras dos vias recogidas en la Figura 2.2.26, son las de los sistemas Trx y GSH. Ambos tienen en comin que
son antioxidantes con unidades tiol, por lo que su capacidad antioxidante reside en el dtomo de azufre, el
cual puede fdcilmente perder un electrén sin generar problemas de estabilidad. Ademds, ambas enzimas
desempeifian un papel clave en la regulaciéon redox de procesos celulares importantes, como la sintesis de
ADN, la transcripcion, el crecimiento celular y la resistencia a los fdrmacos.

El GSH es el principal antioxidante soluble en todos los compartimentos celulares. EIl GSH desintoxica de
perdéxido de hidrégeno y de los perdxidos lipidicos a través de la accién de GSH-Px. GSH dona su electrén
al H202 para reducirlo a H2O y Oa. El GSSG se reduce nuevamente a GSH mediante la reductasa GSH
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(GR) que usa NADPH como donador de electrones. GSH es tan abundante e importante en la defensa
antioxidante, que la relacién GSH-red / GSSG-ox es un indicador de medida del estrés oxidativo. Aunque,
los niveles de tiorredoxina son mucho menores que los de GSH; Trx y GSH pueden tener funciones
superpuestas y compartimentadas en la activaciéon y regulacién de factores de transcripcion.

El sistema Trx tiene una funcién en la reparaciéon del ADN vy las proteinas, al reducir la ribonucleétido
reductasa y la metionina sulféxido reductasa. Ademds, se ha encontrado que los sistemas Trx estdn
involucrados en la respuesta inmunitaria.”2 La Trx, ademds de dos unidades tiol cisteina, también contiene
selenocisteina en sus sitios activos. La Trx se sobreexpresa en algunas células tumorales, lo que sugiere un
papel potencial en la resistencia y proliferacién tumoral; asimismo, la inhibicién quimica o genética de Trx
da como resultado una detencién del ciclo celular y citotoxicidad, que se potencia cuando se combina con
varios agentes anticancerosos. Por todos estos factores, se ha sugerido que tiene un papel importante en
condiciones fisiolégicas como patoldgicas, como la apoptosis,”® el cdncer,”4 la inflamacién crénica, las
enfermedades autoinmunes o los trastornos neurodegenerativos.

De esta forma, la inhibicién del sistema Trx, y mds especialmente su especie reducida, se ha convertido en
un obijetivo clinico importante. De hecho, se ha demostrado que los inhibidores de TrxR tienen actividad
antimaldrica y esquistosomicida,”’ y que pueden inhibir la proliferacién de células tumorales en cultivo.”¢
Hasta la fecha, varios de los fdrmacos usados se ha demostrado que son inhibidores de la TrxR, entre los
que destacan compuestos de Au(l) como son el aurotiomalato o el auranofin (tratamientos de la artritis
reumatoide).

[\~ A ] \
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_ Jn AcO OAc
Avurotiomalato Avuranofin

Figura 2.2.27. Estructura de aurotiomalato y auranofin, inhibidores de TrxR.

El hecho de que el sistema Trx esté tan intimamente relacionado con procesos tumorales, asi como la
presencia de inhibidores demostrados de Au(l), planteé el interrogante de si los derivados de Au(l)
utilizados a lo largo de esta investigacion podrian haber inhibido la actividad enzimdtica de la TrxR. Esto
habria provocado un aumento de ROS, lo que podria explicar la peroxidacién lipidica encontrada en los
estudios anteriores.

Para conocer si el tratamiento de las células tumorales Caco-2 con algunos de los diferentes complejos de
Au(l) previamente sintetizados afectaba la actividad del sistema antioxidante TrxR, se realizé un
experimento basado en la reaccién recogida en la Figura 2.2.28. Se trata de la reduccién del écido 5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) con NADPH al dcido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB), que presenta un color
amarillo intenso y puede detectarse por absorbancia a 412 nm.
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Figura 2.2.28. Reaccién quimica para la evaluacién de la actividad enzimatica de la TrxR.

Sin embargo, tal y como se ha comentado con anterioridad, en el organismo existen otras enzimas que
también podrian llevar a cabo esta reaccién, como la glutatiéon reductasa y la glutation peroxidasa. Por
ello, para determinar la reducciéon del DNTB debida exclusivamente a la TrxR se llevan a cabo dos medidas
paralelas:

a. Medida de la reduccién total del DTNB por la muestra
b. Medida de la reduccién del DTNB por la muestra en presencia de un inhibidor comercial de TrxR.

Asi, la diferencia entre las dos medidas de absorbancia, es la debida a la reduccién de DTNB mediada
exclusivamente por la TrxR.

Para este experimento, las células Caco-2 se incubaron con los complejos de Au(l) mencionados a una
concentraciéon 20 UM durante 24 h. Asi se calcularon los valores de la actividad enzimatica primero, y luego
la actividad especifica de la TrxR que presentaban las células de cada una de las muestras tratadas con los
complejos (Figura 2.2.29).
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Figura 2.2.29. Actividad especifica de la TrxR en células Caco-2 tras el tratamiento con los
compuestos de Au(l) sintetizados (20 MY, 24 horas). Los resultados muestran el promedio de la
actividad especifica de la TrxR (unidades/mg proteina) y las barras verticales indican los EEM (n >
4 experimentos). *P<0.05, **P<0.01 vs. control.
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Los resultados obtenidos muestran una fuerte inhibicién de la TrxR por la mayoria de los complejos testados.
Cabe mencionar que el complejo 33 también apunta a una inhibicién del sistema redox; sin embargo,
debida a la variabilidad de los resultados obtenidos durante la reproduccién del protocolo, los resultados
no son significativos.

La inhibicién observada es coherente con la peroxidacién lipidica encontrada con todos los productos de
Au(l) probados, pues al inactivar la TrxR se bloquea el ciclo Trx-PRx. De esta forma, se daria un aumento en
los niveles de H202, que de no ser asumidos por GSH o CAT produciria un aumento del estrés oxidativo, y
sUs consecuencids.

ESTUDIOS CON CULTIVOS PRIMARIOS DE TUMORES DE RATON

Durante la evolucién del tumor, asi como a lo largo de su tratamiento, existen una serie de factores
exdgenos que pueden inducir un elevado nimero de alteraciones genotipicas y fenotipicas. Por esta razén,
los cultivos celulares no son suficientes para un estudio completo y minucioso, ya que éstos, sélo representan
una etapa de la progresién tumoral. Ademds, en funcién de las caracteristicas del tejido del que se han
derivado o, debido a la inestabilidad genética y los pases, ya no se parecen al tejido de origen. Sin
embargo, los cultivos primarios pueden reflejar una respuesta mds real de los tumores en ciertas etapas de
desarrollo a nutrientes, factores de crecimiento o agentes antitumorales.”” De esta forma, y tras los estudios
in vitro realizados, se decidié realizar el estudio de la externalizaciéon de PS en células tumorales de colon
de ratén.

Trabajar con cultivos primarios presenta una gran ventaja sobre las lineas celulares, pero también conlleva
desventajas entre las que destaca su extrema sensibilidad.”8 Requieren nutrientes adicionales a los que
suelen incorporar los medios de cultivo habituales, y varian en funcién del tipo de célula; una célula
endotelial, por ejemplo, tiene requisitos nutricionales muy diferentes que una célula epitelial o una neurona,
y por lo tanto requiere un medio especifico.

Tabla 2.2.12. Diferencias entre las células de cultivos primarios y las provenientes de linea celular.”?

Propiedades Células de cultivos primarios Células de linea celular establecida

., . ., . . L. B Es infinito cuando se maneja correctamente
Duracidn y proliferacién Es finito (es decir, se limita a un nimero . i
. (es decir, durante un periodo prolongado,
celular menor de divisiones celulares)

aproximadamente 30 divisiones celulares)

. La variabilidad existe entre los donantes
Homogeneidad Variabilidad minima

y los preparativos

Integridad genética

Relevancia biolégica

Facilidad de manejo
(congelacién-
descongelacién y uso)

Uso

Retiene la composicién genética del
tejido in vivo a través de duplicaciones
celulares

Simula més estrechamente la fisiologia de
las células in vivo
Necesita condiciones de cultivo

optimizadas y un manejo cuidadoso

Necesita mds tiempo y menos abundancia
de células

Sujeto a la deriva genética a medida que
las células se dividen (conjunto indefinido de
mutaciones)

La relevancia puede derivar con el tiempo a
medida que las células se dividen
(relevancia biolégica minima)

Existen condiciones bien establecidas y
protocolos robustos

Necesita menos fiempo y mds abundancia de
células
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La técnica de un cultivo primario consiste en extirpar un tejido animal y cultivarlo in vitro como cultivo de
explante, suspensién o como monocapa. Este tejido se somete a un tratamiento enzimdtico para obtener
células disociadas que se cultivan. Las células derivadas de cultivos primarios no se transforman, lo que
permite una simulacién mds cercana a un modelo in vivo,80-81 proporcionando resultados mds consistentes en
referencia al tumor vivo. Es por esto por lo que se decidié estudiar la presencia del marcador de apoptosis,
fosfatidilserina, sobre células de cdncer de colon provenientes de cdncer de colon de ratén.

Para ello se ha utilizado un modelo murino de cdncer de colon asociado a inflamacién, basado en la
administracién de azoximetano y dextrano sulfato de sodio (DSS)

Algunos de los ratones no superaron los ciclos de DSS o fallecieron antes de poder realizar el estudio, por
lo que la poblacién de ratones inicial que finalmente desarrollé céncer de colon se vio disminuida. En
concreto, se pudieron extraer tumores de colon de un total de 10 ratones. Los ratones presentaron una
media de 3.25% 0.47 tumores/ratén, e incluso en uno de los animales se pudo observar metdstasis en
érganos peritoneales. El tamafio de los tumores variaba de un ratén a otro, desde 3-4 mm hasta 1-1.5 cm,
siendo la media de 2.49% 0.34 mm de didmetro (Figura 2.2.30).

Figura 2.2.30. Fotografias del colon de ratones con presencia de tumores de tamafio variable.

Los tumores de colon se sometieron a un proceso de digestion enzimdtica y las células tumorales se
sembraron en placas de 96 pocillos. El protocolo para la deteccién de fosfatidilserina seguido es el mismo
que el recogido para las células Caco-2, pero en este caso el tratamiento se puso tras 7 dias de la siembra
de las células tumorales, pues se observé que estas células primarias necesitaban mayor tiempo para
adherirse a la superficie de la placa que las Caco-2. En la Figura 2.2.31 puede observarse la morfologia
de las células tumorales de colon de ratén a los 7 dias post-siembra.
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Figura 2.2.31. Células tumorales de colon de ratén tras 7 dias de siembra.

Las células primarias de tumores de colon de ratén se trataron con los compuestos de Au(l) a una
concentracién 20 UM, dejando pocillos sin tratar para tenerlos como control de la técnica. A las 24 h, se
recogieron las células, se marcaron con anexina V-FITC y 7-AAD, y se analizaron por citometria de flujo
obteniendo los siguientes resultados:
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Figura 2.2.32. Niveles de apoptosis (%) detectados en células primarias de céncer de colon de
ratén tras su tratamiento con los complejos 35, 38-41, 33 y 34 (20 uM, 24 h). Los resultados

muestran el promedio total de apoptosis (tardia+temprana) en porcentaje y las barras verticales
indican los EEM (n = 3 experimentos). ¥*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 vs. control.

Gracias al estudio de deteccidn de PS en cultivos primarios de células tumorales de colon, se ha podido

comprobar como todos los compuestos testados son inductores de apoptosis por cambio en la simetria de la
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composicion de la membrana, incluidos los compuestos 35, 33 y 34, que no parecian inducir apoptosis de

una manera significativamente distinta del control en el estudio con células Caco-2. Los resultados de este

estudio muestran que los tumores reales, formados por varios tipos de células y con muchas interacciones

moleculares entre ellas, son mds sensibles a los complejos de Au(l) sintetizados que las células epiteliales de

carcinoma de colon humano. Aunque son necesarios estudios adicionales, estos resultados muestran que los

compuestos de Au testados podrian ser Utiles en el tratamiento del céncer de colon.

Al igual que ocurria en el estudio sobre las Caco-2, también se analizaron los porcentajes de necrosis

inducidos por los compuestos, y en ninguno de los casos se registraron valores superiores al 3.9%.

Tabla 2.2.13. Niveles (%) de necrosis encontrados en células primarias de colon de ratén tras su tratamiento
con los complejos de Au(l): 35, 38-41, 33 y 34 (20 pM, 24 h).

Control

35

38

39

40

41

33

34

3.85+£0.71

2.10%£0.40

3.72%1.11

2.95%0.83

1.3510.28

2.201+0.27

2.2710.19

3.10£0.68

Los resultados se expresan como la media + EEM (n> 3 experimentos).
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| Estudios farmacocinéticos

ESTUDIOS FARMACOCINETICOS

La farmacocinética es la ciencia que estudia la absorcién, la distribucién, el metabolismo y la eliminacién de los
fdrmacos;! estudios necesarios para confirmar la bondad de un compuesto para la aplicacién en medicina. De
hecho, optimizar las propiedades fisicoquimicas es uno de los retos del disefio y desarrollo de un fdrmaco. Hoy
en dia, al conjunto de propiedades a estudiar durante los ensayos farmacocinéticos es lo que se conocer como
propiedades ADME-tox. Tal y como se mencioné en el Capitulo 2 (Parte 1), las propiedades farmacolégicas
que hacen de una molécula un medicamento potencial: solubilidad, absorcién, permeacién y difusién;
acompafiado de buena estabilidad y baja toxicidad. Por ello, en esta secciéon se recogen los diferentes
ensayos realizados para intentar conocer a qué procesos somete el organismo a los compuestos sintetizados; y
asi poder evaluar su idoneidad para su uso como quimioterdpico.

Reglas como la ya mencionada Regla de Lipinski, han favorecido la investigacién sobre el desarrollo de
compuestos con aplicacién en medicina, gracias a la elaboracién de directrices empiricas sobre los pardmetros
a optimizar en la elaboracién de un posible fadrmaco. A nivel académico, ha permitido también estudiar las
propiedades ADME-tox para buscar un equilibrio entre actividad y propiedades fisicoquimicas.

Todos los complejos descritos en este trabajo, y cuya actividad antitumoral ya ha sido evaluada, han sido
disefiados para lograr compuestos con caracteristicas optimas que los harian buenos candidatos para
aplicaciones biolégicas. Cada una de las partes de los complejos van a influir notablemente en las
prestaciones finales del compuesto; por ello, no sélo el metal elegido es un factor clave para una buena
actividad biolégica, sino también es necesario elegir cuidadosamente ligandos que proporcionen estabilidad,
solubilidad, un equilibrio éptimo entre hidrofilicidad y lipofilia, etc. Son precisamente en estas propiedades en
las que se ha centrado esta investigacion para determinar si la molécula sintetizada cumple con los requisitos
necesarios para ser utilizado como farmaco.

La solubilidad en agua de los diferentes complejos de Au(lll) y Au(l) ya se ha recogido en el capitulo anterior,
donde se observé que las solubilidades en agua no eran demasiado elevadas. Cheng y Merz establecieron la
relacién entre la solubilidad y la aplicacién como fdrmacos mediante el cdlculo del pardmetro Log(Sw).2

Tabla 2.3.1. Relacién entre el LogSw del complejo y su aplicaciéon como farmaco

Ranking Valor Solubilidad Aplicabilidad del farmaco

0 Log(Sw)<-8 No, imposible

1 -8< Log(Sw)<-6 No, pero no imposible
2 -6< Log(Sw)<-4 Si, baja

3 -4< Log(Sw)<-2 Si, buena

4 -2< Log(Sw)<0 Si, éptima

5 0< Log(Sw) No, muy soluble

Este estudio ha permitido comprobar que todos los complejos recogidos en este trabajo se encuentran en el
rango de lo observado para una buena aplicacién de fdrmacos, tal y como se recoge en la siguiente Tabla.
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Tabla 2.3.2. Valores de Log(Sw) calculados para los complejos sintetizados.

Compuesto de Au(lll)  tpy ppy  bzp Compuesto de Au(l)
[Au(Spym)2l] -3.85  -3.88 -3.77 [AuCI(HMPT) -2.90
[Au(S(Me)2pym)2L] -3.93 | -3.96 | -3.83 [Au(Spy) HMPT] -3.66
[AuClI(2-Tiouracilo)L] -3.86  -3.85 -3.87 [Au(Spym) HMPT] -3.42
[Au(tiourea)2l ] -3.54 | -3.50 | -3.60 [Au(S(Me)2pym) HMPT] -3.05
[Au(p-etinil tolueno)2L] -3.77 | -3.61 - [Au(2-Sbenzotiazol) HMPT] -3.57
[Au(2-etinil piridina)sL] 346 -3.40 [ (A, (2-Stiazolin) HMPT] 319
[Au(OAq)2L] 306 281 261 )y2.Sbenzimidazol) HMPT] | -3.46
ool 552 57 Wit Tsosohe v

[Au(Fenilacetileno)HMPT] -3.49
[Au(Tolilacetileno) HMPT] -3.54
[Au(4-OMe-facetileno) HMPT] -3.39
*tpy: 2-tolil piridina, ppy: 2-fenil piridina, bzp: 2- [Au(4-Br-fenilacetileno) HMPT] -3.75
bencil piridina. [Au(4-Cl-fenilacetileno) HMPT] -3.69
Los cuadros oscuros representan complejos no —
obtenidos [Au(2-etinilpiridina) HMPT] -3.29
[Au(3-etinilpiridina) HMPT] -3.22

COEFICIENTE DE REPARTO OCTANOL/AGUA: LogPow

Los resultados de solubilidad en agua son relevantes y un factor a tener en cuenta, ya que puede influir en la
absorcién y distribucién de la molécula. Pero si bien es importante, mds lo es aun la evaluacién del coeficiente
de reparto. El cdlculo de este pardmetro arroja informacién sobre el equilibrio en la lipofilicidad e
hidrofilicidad del complejo; una valiosa informacién pues, el equilibrio de estas dos propiedades va a ser
determinante para la correcta biodistribucién del compuesto. La lipofilia de un compuesto estd directamente
relacionada con su difusién y penetracién en la membrana bicapa lipidica de las células, lo que no sélo va a
determinar su actividad citotéxica, sino también va a condicionar su toxicidad sobre los tejidos sanos. Ademds,
estd directamente relacionado con la unién a proteinas plasmdaticas y el metabolismo del fdrmaco.3

Para el célculo del coeficiente de reparto suele utilizarse el sistema agua/octanol porque es el que tiene una
mayor cantidad de estudios realizados y por ello, una mayor base de datos. Sin embargo, la fase orgdnica
deberia de elegirse en funcién de la zona donde el fdrmaco va a realizar su actividad biolégica; asi, el n-
octanol es el indicado para estudios sobre el sistema gastrointestinal, el aceite de oliva para estudios sobre la
membrana sangre-cerebro, y el cloroformo para los tejidos bucales.# De esta forma, la fase orgdnica
seleccionada es n-octanol. En lo referente a la fase acuosa, en un intento por simular mds estriccamente las
condiciones fisiolégicas se ha reemplazado el agua por un tampén a pH=7.4 de naturaleza acuosa, PBS
(Phosphate-buffered Saline)

El coeficiente de reparto diferencia de complejos neutros donde se denomina logPpH, de moléculas ionizables
donde se trata como logDpH. En ambos casos, el cdleulo se ha realizado segin la siguiente ecuacion:
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[CUI’T‘IF”E]D]F_ organics

[CDFT‘IFI|EjD]|:_ BCUOsa

logP/D; ,=log

Ecuacién 2.3.1. Férmula para el cdlculo de LogP/Dpt.

A pesar de que Lipinski establecié que para un farmaco el valor del LogP debia ser inferior a 5, los rangos
ideales de lipofilicidad son mds restrictivos; siendo -1 < logP < 3 para una mayor aplicabilidad, aunque para
absorcién oral o intestinal el valor ideal oscila entre 1.35-1.80.5

La medida del LogP en este trabajo se realizé mediante el método shake flask, o lo que es lo mismo el método
del matraz agitado; no sélo por la robustez del método sino también por su simplicidad (ver Parte
Experimental: Estudios farmacocinéticos).® De esta forma, se han calculado los valores de logP para los
complejos de Au(lll) y Au(l).

Tabla 2.3.3. Valores de logP de los complejos de Au(l).

Compuesto Log P74 Cédigo
Cisplatino | -0.53
Auranofin | -2.53

[Au(2-Mercaptopiridina) HMPT] 0.93 28
[Au(2-Mercaptopirimidina) HMPT] 1.20 29
[Au(2-Mercapto-4,6-Dimetilpirimidina) HMPT] | 1.30 30
[Au(2-Mercaptobenzotiazol) HMPT] 0.98 31
[Au(2-Mercaptotiazolina) HMPT] 0.74 32
[Au(2-Mercaptobenzimidazol) HMPT] 0.89 33
[Au(2-Tiouracil) HMPT] 0.66 34
[Au(Fenilacetileno)HMPT] 0.63 35
[Au(Tolilacetileno) HMPT] 1.33 36
[Au(4-Br-fenilacetileno) HMPT] 0.91 38
[Au(4-Cl-fenilacetileno) HMPT] 1.03 39
[Au(2-etinilpiridina) HMPT] 1.24 40
[Au(3-etinilpiridina) HMPT] 1.20 41

Con estos resultados se puede concluir que, aunque todos los compuestos de Au(l) tienen valores muy
adecuados de logP, cabe mencionar que los que incorporan unidades tiol muestran en general valores
ligeramente mds pequefios que los que poseen unidades acetiluro. Como era de esperar, los compuestos
[Au(Tolilacetileno)HMPT] 36 y [Au(2-Mercapto-4,6-Dimetilpirimidina)HMPT] 30 muestran un mayor cardcter
lipéfilo que sus andlogos sin grupos metilo, pues este grupo favorece la lipofilicidad. El aumento del cardcter
hidréfobo se hace més evidente en el complejo 36, ya que en el caso del complejo 30 también contiene

dtomos de N capaces de realizar enlaces de hidrégeno capaces de compensar ese aumento de lipofilicidad
(Figura 2.3.1).
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Figura 2.3.1. Estructuras sintetizadas para el estudio de la influencia de grupos Me.

Sin embargo, no sélo los grupos Me disminuyen la hidrofilicidad de un compuesto, también muestran este
efecto los anillos aromaticos tal y como se ha comprobado mediante la determinacién de logP con las
estructuras [Au(2-Mercaptobenzotiazol)HMPT] 31 y [Au(2-Mercaptotiazolina)HMPT] 32. Este ltimo presenta
una mayor solubilidad en agua que su andlogo con un anillo bencénico fusionado. Asimismo, como ya se ha
mencionado en los derivados con pirimidina, la presencia de un dtomo dador o aceptor de enlaces de
hidrégeno también contribuye positivamente a un aumento de la solubilidad en agua, tendencia que se
demuestra al reemplazar el dtomo de S en la unidad benzotiazol por NH en el benzoimidazol. A pesar de
que el atomo de S también puede generar enlaces de H, éstos son mucho mds débiles que los que forma el N;
por ello, aunque el anillo bencénico sigue aumentando la lipofilicidad, la presencia de ese grupo amina en el
benzoimidazol equilibra en cierta medida el cardécter lipéfilo/hidréfilo.

; ;
AUHMPT AuHMPT NH AUHMPT
S y S y s y
J 3 /> />
N N N
: e :
O- o O- . O- ‘H

Figura 2.3.3. Estructuras sintetizadas para el estudio de la influencia de anillos aromdticos y enlaces
de hidrégeno.

En un intento por relacionar los valores de logP medidos con los valores de ICso para la linea tumoral Caco-2,
se observa como valores mds préximos a la unidad de logP, es decir un ligero predominio del cardcter lipéfilo
es positivo para una mayor citotoxicidad. Esto podria ser debido a que esta propiedad es decisiva para la
permeabilidad del complejo en la bicapa lipidica, primera de las barreras que se va a encontrar el fdrmaco
para desempefiar su funcién antitumoral.
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Tabla 2.3.4. Valores de logP e ICso.

Compuesto Log P7.4 1Cso Cédigo
[Au(2-Mercaptopiridina)HMPT] |  0.93 | 3.87%0.15 28
[Au(2-Mercaptopirimidina)HMPT] | 1.20 | 3.08+0.14 29
[Au(2-Mercapto-4,6-Dimetilpirimidina) HMPT] | 1.30 | 3.17%0.10 30

[Au(2-Mercaptobenzotiazol) HMPT] 3.16%+0.20 “
[Au(2-Mercaptotiazolina) HMPT] 7.40%x0.10

[Au(2-Mercaptobenzimidazol) HMPT] 4.50%0.10 “

[Au(2-TiouracillHMPT] | 0.66 | 4.55%0.11 34

Esta tendencia no es clara ya que, en el caso de los complejos con la unidad pirimidinica, el cardcter lipéfilo
del complejo con los grupos Me es superior, a pesar de que la actividad citotéxica es ligeramente inferior.

En lo que respecta a los derivados de Au(lll) con enlace Au-S, los logP calculados indican un marcado cardcter
lipéfilo salvo en el caso de los complejos con unidades tiourea. Este hecho parece indicar que el impedimento
estérico del ligando aniénico es mds determinante que los factores mencionados en el estudio sobre los
derivados de Au(l)-S. Por supuesto, la presencia de dos grupos amina en la tiourea son también claves en la
mayor hidrofilicidad de los complejos.

Tabla 2.3.5. Valores de logP de los complejos de Au(lll).

Compuesto tpy Cédigo ppy Cédigo bzp Cédigo

1 | [AuCl3(HL)] 0.67 P1 1.08 P1 0.78 P1
2 | [AuCl2l] 1.88 1 3.73 1 1.23 1
3 | [Au(Spym)aL] 2.04 4 0.61 4 0.44 4
4 | [Au(S(Me)2pyrim)al] 0.92 7 1.66 7 1.14 7
5 | [AuCI(2-Tiouracilo)L] 0.57 10 0.85 10 1.60 10
6 | [Au(tiourea)ol] -0.18 13 -0.30 13 0.005 13
7 | [Au(OAc)2L] 2.03 16 0.69 16 0.56 16
8 | [Au(fenilalanina)L]Cl 0.34 19 0.47 19 0.87 19
9 | [Au(metionina)L]CI 0.47 22 0.58 22 - 22
10 | [Au(p-etinil tolueno)2L] | 1.05 24 1.14 24 - 24
11 | [Au(2-etinil piridina)2l] = 0.78 26 1.09 26 - 26

Segun los valores de LogP determinados experimentalmente para los complejos de Au(lll), se puede observar
como todos los complejos sintetizados poseen un LogP dentro del rango de idoneidad; de hecho, la mayoria
de los casos se encuentran entre 0-1, lo que implica un equilibrio 6ptimo entre las propiedades de lipofilicidad
e hidrosolubilidad. Mencién especial merecen los derivados con unidades tiourea (Tabla 2.3.5, entrada 6),
puesto que son los Unicos complejos de los estudiados con mayor cardcter hidréfilo que hidréfobo, aunque con
estos complejos se ha conseguido compensar perfectamente sendas propiedades. Asi, el complejo
[Au(tiourea)2bzp] consigue un valor de LogP muy préximo a O.

Es importante mencionar también, que el complejo ciclometalado es mucho mas hidréfobo que su precursor
[AuCI3(HL)] (Tabla 2.3.5, entradas 1 y 2 respectivamente), lo que confirma que la rigidez del sistema
disminuye notoriamente la solubilidad en agua de los complejos.
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Este estudio ha sido sumamente Util, no sélo para entender la baja actividad de los complejos de Au(lll), sino
también para poder acotar los complejos con verdadero potencial; algo que, de cara a futuras
investigaciones, constituye un punto de partida ya optimizado. Puesto que si que se puede concluir que el
ligando neutro fenilpiridina (ppy), es el que logP mds lejanos a O genera.

ESTABILIDAD EN CONDICIONES FISIOLOGICAS

Todo compuesto al que se le pretende una aplicacién médica debe ser estable en disolucién, o lo que es lo
mismo, no debe modificar su estructura o composicidén por reacciéon con los componentes presentes en el medio
intracelular, ya que esto podria comprometer su actividad. Sin embargo, reacciones como la hidrélisis en las
que se va a producir la sustitucion de un ligando por un grupo OH, suelen ser comunes en condiciones
fisiolégicas. Asimismo, también pueden tener lugar procesos redox del centro metdlico o de los ligandos. Este
tipo de transformaciones pueden derivar a dos tipos de situaciones:

Disminucién de la actividad por modificacion del compuesto: problemas relacionados con la
estabilidad quimica reducen la concentracién de los compuestos en la solucién llevando a una
aparente pérdida de actividad.

Aumento de la actividad: lo que implica que se requiere de la activacién in situ del complejo en el
medio fisiolégico. Esto es lo que sucede en el caso de que el complejo constituya un profdrmaco.

El segundo de los casos es mds comin de lo que podria esperarse, de hecho, el cis-platino se ha confirmado
que a través de procesos de hidrolisis genera la especie activa: [PH{H20)2(NH3)2].

Estos cambios en la estructura quimica pueden ser catalizados por el pH propio de la disolucién o la
temperatura del ensayo que, para experimentos biolégicos, debe ser de pH=7.4 y una temperatura de 37
°C. En cualquiera de los casos, conviene estudiar la estabilidad de los complejos en estas condiciones para
poder comprender mejor su actividad; y de ser necesario, corregir su estructura.

En esta investigacion se ha realizado el estudio de estabilidad a través de medidas de UV-vis en condiciones
fisioldgicas. Estas condiciones se han simulado utilizando, como en el estudio del coeficiente de reparto, el
tampén PBS y un bafio termostatico para mantener la temperatura a 37°C de forma constante. El tampén PBS
no sélo mantiene el pH=7.4, si no que a su vez logra una osmolaridad similar a la presente en el cuerpo
humano por su contenido en NaCl y KCI.

Dado que los complejos utilizados no son demasiado solubles en agua, todos los ensayos biolégicos se han
realizado previa disolucién en DMSO (20 mM), y a continuacién se ha llevado a un volumen final de 15 ml con
PBS, para tener una concentracién final de 5:10-5 M. Asi, la concentracién final de DMSO en la cubeta de
medida es 0.5%. La medida se realiza en el rango de A=200-800 nm durante 24h.
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ESTABILIDAD DE LOS COMPLEJOS DE Au(l)

En el caso de los complejos de Au(l) con residuos tiol encontramos dos casos diferenciados que se resumen con
los espectros recogidos en la Figura 2.3.4. Asi mientras complejos como [Au(2-Mercaptopirimidina)HMPT] no
presenta cambios a lo largo de las 24h, demostrando una buena estabilidad en las condiciones fisioldgicas;
otros complejos como el complejo [Au(2-Mercaptotiazolina)HMPT] muestra una disminucién de la intensidad de
absorbancia transcurridas las primeras 4h, para luego ya estabilizarse. Una de cosas sobre las que prestar
atencién es la formacién de Au(0), ya que se podria bioacumular especialmente en el rifidn con efectos muy
negativos. Este hecho no se ha observado en ninguno de los casos, puesto que no se ha encontrado ninguna
banda a A=550 nm.
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oh 2 ~. .~ S—

oo . N =N | 2n
[ 4h © N \ |
E —6h S N—P—Au-$S 4h
o] sh < / I — 62
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Figura 2.3.4.Espectros de UV-vis de los complejos [Au(2-Mercaptopirimidina)HMPT] 29 (izq.) y
[Au(2-Mercaptotiazolina)HMPT] 32 (drcha.) durante 24 horas.

En los complejos con residuos acetiluro no se detectaron modificaciones significativas en la posicién y/o
intensidad de las bandas mads alld de las 24 h, lo que indica la gran estabilidad de estos compuestos. La
variacién de absorbancia no parece significativamente distinta; lo que indicaria que esa variabilidad se debe
a la incertidumbre inherente a la medida. Aunque estas pequefias modificaciones también podrian deberse a
una hidrolisis parcial del complejo, se descarta por la ausencia de desplazamientos de las bandas o por la
formacién de nuevas.

Los anillos bencénicos monosustituidos tienen por norma general cuatro bandas, aunque una de ellas la

transiciéon n—=1* suele presentarse con muy baja intensidad.
Tabla 2.3.6. Intervalos tipicos de bencenos sustituidos.

Transicion Amax (nm) €
™ =1 (permitida)  180-230 2000-10000
™ =1 (prohibida)  250-290 100-2000
mom* 220-250 10000-30000
(sustituyente conjugado con el anillo: banda K)
n—=m* 275-350 10-100
(sustituyente con pares de e- sin compatrtir: banda R)
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El benceno, por si sélo, solamente va a presentar las bandas m—1* (permitida y prohibida), las cuales van a
experimentar desplazamientos batocrémicos en funcién del sustituyente; es decir, que respecto del anillo
bencénico sin sustituir (Tabla 2.3.6. entrada 1), las bandas m—=m* se van a desplazar a mayores longitudes de
onda, tal y como se recoge en la Tabla 2.3.7.

Tabla 2.3.7. Ejemplos de la influencia del sustituyente del anillo bencénico en el espectro de UV-vis.”

Sustituyente R 11 = 1r* (permitida) 1 —1r* (prohibida) 1 —m* (Banda K) n—m* (Banda R)

1 -H 198 (€=8000) 255 (€=230)
2 -CH: 208 (E=7900) 262 (€=230)
3 -Cl 210 (E=7500) 257 (€=170)
4 -C=CH 278 (€=650) 236 (€=12500)
5 -NH, 230 (£E=8600) 280 (€=1430)

En el caso del fenilacetileno se observan dos bandas, 235 y 246 nm, siendo las bandas K y la transicién
=" permitida, ya que son de intensidades muy similares. La banda m—=1* prohibida queda embebida
entre estas dos bandas ya que son muy intensas y cercanas en desplazamiento.

Una vez conocidas las sefiales del ligando presente en la molécula, se procede a realizar la asignacién de las
bandas presentes en el espectro de UV-vis del complejo de Au(l) sintetizado. En el espectro, se pueden
observar dos bandas, a 210 y 270 nm aproximadamente (Figura 2.3.5); asi, para una asignaciéon mds precisa
se ha redlizado el cdlculo teédrico del desplazamiento esperado para la transicién m—=1* permitida para
benceno polisustituidos (Tabla 2.2.2.8)

3,5
%07 ——0h ——0h
——2h \ —2h
2,54 6h 6h
q ——8h g ——8h
S 204 24h 5 24h
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Figura 2.3.5. Espectros de UV-vis de los complejos [Au(Tolilacetileno)HMPT] 36 (izq.) y [Au(2-
etinilpiridina)HMPT] 40 (drcha.) durante 24 horas.
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Tabla 2.3.8. Cdlculo de la posicién de la transicién m—=1* permitida para benceno polisustituidos.”

Sustituyente R Incremento Valor teérico  Valor experimental

Valor ref: 203.5

-CHs 3.0 206.5 209
-Cl 6.0 209.5 210
-Br 6.5 210 210

Con base en estos desplazamientos, se ha podido concluir que la sefial més intensa es la debida a la transicién

T ¥ permitida, mientas que la menos intensa se atribuye a la T—=1* prohibida.

Por otro lado, cabe destacar que, como ocurria con los derivados tiolato, tampoco se dan bandas que
indiquen la formacién de Au metdlico.

No obstante, y dado que los estudios in vitro se han realizado en medio DMEM suplementado (ver Parte
Experimental), se decidié realizar medidas en PBS con el medio de cultivo al 20% (v/v). Este estudio pretende
conocer si los complejos siguen siendo estables a estas condiciones, para determinar si la especie activa es o
no, el complejo sintetizado.

El espectro va a cambiar drdsticamente al trabajar con PBS al que se le ha afiadido medio completo, ya que
ahora el propio medio de disolucién presenta cuatro bandas, tal y como se puede observar en el espectro
siguiente:
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Figura 2.3.6. Espectro de absorbancia de PBS+20% de medio completo.

Esas cuatro bandas se van a mantener en la mayoria de los casos, aunque con variaciones en lo que respecta
a desplazamiento e intensidad. Asimismo, aparecerdn las bandas propias de los complejos de Au(l).

El comportamiento de los complejos en estas condiciones, fue similar al observado en PBS, aunque casos como
en el del complejo 35 se observaron cambios drdsticos de intensidad coherentes con procesos de hidrdlisis, o
como consecuencia de la interaccién del complejo con proteinas u otros componentes del medio.8

De entre todos los complejos testados, los complejos 40 y 41 son los que menores variaciones presentan a lo
largo de las 24h; si bien es cierto que la intensidad es muy poco variable, las bandas muestran un
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desplazamiento a mayores longitudes de onda (batocrémico) con el tiempo. Este tipo de desplazamiento lo
suele producir grupos que poseen pares de electrones libres, como es el caso de los grupos hidréxilo; lo que
podria significar que se estdn dando procesos de hidrélisis. En el caso del complejo 40, la intensidad de
absorbancia se podria considerar constante durante las 24h; sin embargo, 41 experimenta un desplazamiento
hipercromico a lo largo de las primeras cuatro horas, para después disminuir su intensidad (hipsocrémico).
Estudios realizados con complejos de Au(lll), Casini et al. proponen que ese efecto hipercrémico se puede
atribuir a la formacién de enlaces Au-O. 8
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Figura 2.3.7. Espectros de absorbancia durante 24h de los complejos 40 (arriba) y 41 (abajo).

El resto de los complejos de Au(l) no exhiben una tendencia clara, aunque si parece evidente que
experimentan algin tipo de reaccién lateral ya que se dan cambios importantes en la intensidad de la
absorbancia, asi como variaciones en el desplazamiento de las bandas propias del complejo (ver anexos).

Asi pues, se puede concluir que los compuestos los complejos de Au(l) presentan buena estabilidad en el medio
acuoso PBS; pero que al utilizar un medio mds complejo como el PBS+20% de medio de cultivo, complejos
como el 41 parece mostrar cambios indicativos de procesos de hidrdlisis, asi como procesos de descomposicién
como el caso de 34. Cabe destacar, que el complejo 40 muestra una buena estabilidad en los dos medios
testados, esto es importante puesto que permite deducir que no hay cambios en su estructura y que, por tanto,
la especie activa es la especie sintetizada.
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ESTABILIDAD DE LOS COMPLEJOS DE Au(lll)

Al igual que en el caso de los complejos de Au(l), las medidas de estabilidad en condiciones fisiolégicas de los
derivados de Au(lll) se ha restringido a los complejos potencialmente aplicables a su uso en el tratamiento
para el cancer, dando especial importancia a los valores de logP calculados en el apartado anterior. De esta
forma se han realizado las medidas de UV-vis siguiendo el mismo procedimiento que con los complejos de
Au(l), con los complejos [AuX2L] donde X=tiourea.

Estos complejos exhiben en todos los casos un efecto hipocrémico especialmente marcado tras la primera hora,
aunque después de ese punto, se da poca variacién en la intensidad de absorbancia. El complejo 14 presenta
una menor variacién con el tiempo (ver Figura 2.3.8), lo que se podria explicar por la rigidez del sistema.
Mientras que los ligandos tpy y bzp contienen un grupo metilo y metileno, respectivamente; el ligando ppy
genera un ciclo de 5 miembros con el dtomo de Au, y no presenta ningin otro sustituyente, lo que le confiere
una estabilidad extra en comparaciéon con el resto de los derivados con unidades tiourea.
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Figura 2.3.8. Espectro de absorcién registrado durante 24h del complejo 13 (arriba) y 14 (abajo).
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Al igual que se ha procedido con los complejos de Au(l), se han realizado estos mismos estudios de estabilidad
utilizando como disolvente PBS con medio de cultivo al 20%. En el caso del complejo 13, se observa un
aumento progresivo de la intensidad de absorbancia de las bandas registradas a A=242 y 322 nm; asi como
un leve desplazamiento hacia el rojo (desplazamiento batocrémico). Ese aumento de la intensidad se puede
atribuir a la sustitucién de los ligandos tiourea para la formacién de un nuevo complejo cuyo coeficiente de

extincién molar (€) sea mayor que el del producto con tiourea.
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Figura 2.3.9. Espectro de absorcién registrado durante 24h del complejo 13 en PBS+20% medio
completo.

En lo que respecta a los andlogos 14 y 15, ambos exhiben un comportamiento similar puesto que durante las
primeras 11 horas de incubacién muestran un ligero incremento de su intensidad de absorbancia, que se
estabiliza a las 24 h. Este hecho se atribuye a la formacién de un nuevo complejo resultado de la sustitucién de
la tiourea por ligandos O-dadores.8
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Figura 2.3.10. Espectros de absorbancia durante 24 h del complejo 15 en PBS+20% medio completo.

INTERACCION CON PROTEINAS DE TRANSPORTE: ASB

Como se ha comentado en el apartado anterior, la estructura de un fdrmaco es determinante para sus
propiedades ADME-tox, asi se sabe que la distribucién de medicamentos en el cuerpo estd controlada por la
permeabilidad a través de las membranas tisulares.? Por ejemplo, el tracto gastrointestinal y la barrera
hematoencefdlica proporcionan barreras eficientes a la permeabilidad de los fédrmacos.'® Caracteristicas
intrinsecas del complejo, especialmente la lipofilia influyen en gran parte el grado de absorcién; de hecho, la
lipofilia se considera generalmente como un factor clave en el grado de absorcién del farmaco, el transporte
hepdtico y la penetracion del cerebro. Sin embargo, la correcta biodistribucion del compuesto no depende
Unicamente de sus propiedades puesto que la contribucién de las proteinas de transporte es un pardmetro
importante en este proceso.

La interaccién de un fadrmaco con proteinas de transporte puede tener dos resultados distintos:!!

Interaccién sustrato-proteina con la finalidad de transporte a través de las membranas.
Interaccién sustrato-proteina que inhibe la proteina bloqueando el transporte y, en consecuencia,
modulando la accién del transportador de proteina.!2

Esta investigacion se ha centrado en el primero de los casos puesto que el objetivo es la evaluacién de la
interaccion complejo-albimina sérica (AS); ya que cuando el complejo es administrado al organismo, éste se
transporta y distribuye al liquido intersticial de los tejidos a través del plasma. El componente principal del
plasma es la albimina sérica humana (ASH), siendo aproximadamente al 60% de la masa de proteinas
plasméticas con una concentracién de 0.05 g/I. Se conoce que ASH es el transportador de diversas sustancias
endégenas (hormonas, vitaminas...), pero también exdgenas como farmacos.!3 Otro aspecto a destacar de la
ASH es que se da en una mayor concentracién en células tumorales, constituyendo una importante diana para
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quimioterdpicos; de hecho, medicamentos aprobados como el paclitaxel y la doxorrubicing, interactian con
ASH para transportarse de manera eficiente a las células cancerosas.’4-15

Todos estos factores secundan la importancia de realizar estudios para conocer la interaccién de las moléculas
del fdrmaco con ASH para comprender el proceso de transporte del fdrmaco.

Para estos estudios, en la mayoria de los casos se ha utilizado la albdmina sérica bovina (ASB), en parte
debido a su homologia estructural con la ASH (ver Figura 2.2.2.11),'¢ pero también por la mayor
disponibilidad comercial y estabilidad de la ASB. Su estructura tiene forma de corazén y estd compuesta por
tres dominios homélogos especificos I, Il y lll,'7 que estdn organizados linealmente. Cada dominio tiene
subdominios A y B. Las principales regiones de los sitios de unién de moléculas endégenas y exdégenas, con la
albiminag, se localizan en las cavidades hidrofébicas en los subdominios 1A y IlIA.18 El sitio | (ubicado en el
subdominio IlA) es un sitio de unién selectivo para aniones heterociclicos, mientras que el sitio Il (ubicado en el
subdominio llIA) se selecciona mediante carboxilatos aromaticos. Asimismo, la ASB contiene un total de 583
aminodcidos con veinte residuos de tirosilo (Tyr) y dos residuos de triptéfano (Trp134: que se encuentra en la
superficie del subdominio IB; y Trp212: ubicado dentro del bolsillo de unién hidrofébica del subdominio 11A).1°
Son precisamente estos residuos Try y Trp, junto con unidades de fenilalaning, los que confieren a la albdmina
propiedades fluorescentes.

Figura 2.3.11. Estructura tridimensional de la ASH (izq.) y ASB (drcha.) con los residuos Trp en verde.

Esta propiedad es importante, porque de entre otros métodos para la evaluacién de la interaccién proteina-
fadrmaco, las técnicas de fluorescencia son excelentes ayudas en el estudio de las interacciones entre los
férmacos y la AS debido a su alta sensibilidad a cambios en el microambiente de las proteinas,2° rapidez y
facilidad de implementacién. Dado que el estudio se va a realizar mediante espectroscopia de fluorescencia,
la ASB presenta una ventaja adicional sobre la ASH, y es que la ASH posee un sélo residuo de triptéfano
(Trp214), frente a los dos ya mencionados que contiene la ASB.

El fundamento de este método indirecto se basa en que cuando la ASB interacciona con otro compuesto, su
fluorescencia intrinseca cambia con la concentraciéon del complejo. De esta forma se va a monitorizar el cambio
de la fluorescencia de ésta (fluoréforo) en ausencia y presencia de los diferentes complejos de Au(l) y Au(ll)
seleccionados con base en sus propiedades farmacodindmicas y farmacocinéticas hasta ahora estudiadas
(Tabla 2.3.9). Para estos estudios, se mantiene la concentracién de ASB a 50 puM, y se van adicionando
alicuotas de la disolucién de los complejos en DMSO.
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Tabla 2.3.9. Complejos de Au seleccionados para este estudio y sus propiedades.

Complejo ICs0 (UM) LogP
13 Sin efecto -0.18
14 Sin efecto -0.30
15 Sin efecto 0.005
35 3.72%0.08 0.63
38 5.2510.21 0.91
39 6.1410.14 1.03
40 2.33%0.10 1.24
41 6.26%0.15 1.20
33 4.50%0.10 0.87
34 4.5510.11 0.66

En todos los casos se ha observado la misma tendencia, una disminucién (quenching) de la intensidad de la
fluorescencia (véase Figura 2.3.12), por lo que los complejos se comportan como quenchers. Segin se
encuentra recogido en la bibliografia, la mayoria de los complejos de Au(l) interaccionan con la ASB mediante
la unién al residuo de cisteina Cys34 aunque, también se han dado casos donde la parte orgdnica del
complejo presenta afinidad por otros sitios de unidén de la proteina, especialmente cuando hay restos lipfilos
tales como grupos fenol.?!

300000

8.86-10°M 7
——0M7

200000

100000 ~

Emission Intensity, u.a.

T T 1
350 400 450

Figura 2.3.12. Espectro de emisién de fluorescencia de ASB con concentraciones crecientes del compuesto 40.
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Mecanismo de quenching de ASB mediado por derivados de Au

Toda desactivaciéon de la fluorescencia se produce por la interaccién molecular entre el fluoréforo y el
quencher. Este proceso puede ser de tipo estdtico, dindmico o darse ambos simultdneamente, y se van a poder
distinguir por su diferente dependencia de la temperatura y la viscosidad. El quenching estatico implica la
formacién de complejos no fluorescentes con el quencher, cuya estabilidad disminuye al aumentar la
temperatura; y, por lo tanto, la constante de quenching (Kq) va a disminuir. El quenching dindmico, por otro
lado, hace alusién a la difusién del quencher al fluoréforo durante la vida del estado excitado; asi, por
contacto con el quencher, el fluoréforo vuelve al estado fundamental sin emisién de fotones. Dado que las
temperaturas mds altas dan como resultado grandes coeficientes de difusidn, en este tipo de quenching, la kq
aumenta al aumentar la temperatura.

De esta forma, y para determinar que mecanismo de desactivacién opera en cada uno de los complejos, se ha

realizado un andlisis de los valores de intensidad de fluorescencia mediante la ecuacién de Stern-Volmer
(Ecuacion 2.3.2).

F,
?:':1+ Ko, [Q]=1+ k,TplQ]

Ecuacion 2.3.2. Relacién de la Intensidad de fluorescencia y la concentraciéon del quencher (Ecuacién
Stern-Volmer).

Para poder evaluar la desactivacién de la luminiscencia mediante esta ecuacién, se representa el cociente de
la intensidad intrinseca de ASB (Fo) entre el valor alcanzado con la adicién del complejo (F), frente a la
concentracién del quencher ([Q], M). El resultado es una recta cuya ordenada en el origen es la unidad,
mientras que la pendiente equivale a Ksv (constante de Stern-Volmer, M-1). Asimismo, la pendiente también
permite calcular el pardmetro de la constante bimolecular de quenching (kg, M-1s'!), puesto que también es

equivalente al producto entre el tiempo de vida del fluoréforo (1o), que se considera 10-8 s, y kq.

En los casos de quenching estdtico y dindmico, la dependencia de Fo/F con la concentracién es lineal; pero en
el caso de que no sea lineal suele indicar que ambos mecanismos operan en la desactivaciéon de la
luminiscencia. Cuando esto sucede la ecuacion de Stern-Volmer se ajusta mejor a la siguiente ecuacion
cuadradtica:

Fo
?:1+ (K HKs)[al + KpKs [

Ecuacion 2.3.3. Ecuacion de Stern-Volmer para casos de dos tipos de quenching.22

ESTUDIOS DE QUENCHING CON DERIVADOS DE Au(l)

Fo
De esta forma se analizaron los resultados de los complejos de Au(l), representando F‘ frente a [Q]. En todos

los casos se han observado tendencias lineales que indican que el quenching operativo es predominantemente
estdtico.23 Sin embargo, el complejo 40 se ajusta a una curva polindmica de segundo grado, que no lineal, lo
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que parece indicar que con este compuesto en concreto no sélo opera un tipo de quenching, sino ambos (ver
Figura 2.3.13). No obstante, si se puede hablar de una tendencia lineal a concentraciones bajas (hasta 44 UM)
pudiendo aplicar en este rango de concentraciones la Ecuacién Stern-Volmer para un solo tipo de quenching,
que como es lineal, en ese rango de concentraciones parece ser estdtico.

12
10
8
[T
S 6
Th
4
X o Q 445__———_———49
—_——a 3 ——— © P
0
0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014 0,00016 0,00018
[Complejo Au]
+ 33 =34 35 038 A 39 X 40 X 40 inicio 41

Figura 2.3.13. Representacién de la ecuacién de Stern-Volmer para los complejos de Au(l)
seleccionados.

Mediante el uso de Ecuacién 2.3.2, se han calculado los valores de las constantes Ksv y kq para los derivados
de Au(l), lo que va a permitir conocer el tipo de quenching implicado puesto que cuando el valor de kq es
mayor que el valor méximo de la constante de velocidad de difusién para el quenching dindmico (2.0:1010 M-
1 s'1), suele indicar que el quenching estdtico estd implicado. Segun los valores de kq calculados, todo parece
indicar que el quenching estdtico es el operante en todos los casos.

Tabla 2.3.10. Valores de las constantes Ksv y kq calculadas para los complejos de Au(l) a 298K.

35 38 39 40 41 33 34
Ksv (M) | 4.21-10% | 1.39-104  1.50-104 7.19-104  3.32-10¢ 9.40-104 @ 3.10-104
kg (M7 s7) | 4.21-10'2 | 1.39-10'2 | 1.50-1072 | 7.19-10"2 | 3.32:10'2 | 9.40-10'2 | 3.10-1072

Sin embargo, el estudio de la constante biomolecular no es la Unica forma de elucidar qué tipo de quenching
es el responsable de la disminucion de la fluorescencia intrinseca de la ASB; también se puede analizar por el
estudio del efecto de la temperatura (relacionado con la viscosidad), o por el estudio del tiempo de vida. En
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lo que se refiere al tiempo de vida, éste no se va a ver alterado en casos de quenching estdtico, pero si
cuando se trata de quenching dindmico.

El efecto de la temperatura es una forma sencilla y eficaz de conocer el quenching implicado ya que, como se
ha comentado con anterioridad, un aumento de la temperatura conduce a una difusién mds rapida y a mds
colisiones, incrementando el quenching dindmico. Por el contrario, los complejos débilmente unidos van a poder
disociarse a temperaturas elevadas, con la consiguiente disminucién de quenching estdtico (Figura 2.3.14).

Higher

r rw temperature =
. L e N i
:9 I | Higher

e

i | ) % Lsiope=k )temgq'ature
2 / o s
H o / W M
- Slope=kq To*Kp L
N L
[y 1 7 AR

ol Lohgeayey S a-se ) 0! [ Y P I A I A |

(Q] [e]

Figura 2.3.14. Efecto de la temperatura sobre el quenching dindmico (izq.) y estdtico (drcha.).

De esta forma, se ha realizado el mismo estudio que el expuesto anteriormente, pero a diferentes
temperaturas, 305 y 310 K. A modo de ejemplo se recoge los valores obtenidos para los complejos 33 y 34,
donde se confirma el quenching estdtico predicho por el estudio de sus constantes kq.

Tabla 2.3.11. Valores de Kq (103, M1) y kq (1072, M-'s1) a diferentes temperaturas.

33 34
T(K) Ko kq Ko kg
298 940 9.40  31.0 | 3.10
305  34.1 3.41 22.8 2.28
310 | 24.6 | 2.46 | 13.6 | 1.36

ESTUDIOS DE QUENCHING CON DERIVADOS DE Au(lll)

En lo que respecta a los derivados de Au(lll), los complejos seleccionados son los que incorporan las unidades
tiourea puesto que son los que mejores propiedades farmacocinéticas presentan.

Se ha realizado el estudio del Stern-Volmer de la misma forma que en el caso de los complejos de Au(l),
observdndose un comportamiento muy similar; puesto que en todos los casos se da una desactivaciéon de la
luminiscencia. De nuevo, los datos obtenidos se han estudiado por el tratamiento de Stern-Volmer:
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Figura 2.3.15. Representacién de la ecuacién de Stern-Volmer para los complejos de Au(lll) seleccionados.

Los valores de Ksv y kg para los complejos de Au(lll) testados son muy similares a los encontrados para los
derivados de Au(l), ya que en sendos casos los valores oscilan en los mismos érdenes de magnitud. Asi, y dado
que el tipo de quenching se puede deducir del valor de kq; los derivados de Au(lll) también quenchean la
fluorescencia intrinseca de la ASB a través de un mecanismo estdtico.

Tabla 2.3.12. Valores de las constantes Ksv y kq calculados a 298K.

13 14 15
Ksv (M1) | 3.35:104  2.70-104 @ 5.09-103
kg (M7 s7) | 3.35-10'2 | 2.70-10'2 | 5.09-10""

Esta conclusiéon es extensible a todas las temperaturas ensayadas (298, 305 y 310K), ya que también kq
muestra valores superiores al valor méximo de la constante de velocidad de difusién para el quenching
dindmico (2.0-10'° M-! s1). Ahora bien, el estudio de la influencia de la intensidad de la fluorescencia respecto
de la temperatura no es concluyente ya que no se observa una tendencia al aumentar este pardmetro.

Tabla 2.3.13. Valores de Ky (M-1) y kq (M! s71) a diferentes temperaturas

13 14 15

T(K)  Ke kq Kev kq Kev ke
298 3.3510¢ | 3.3510'2  270-10¢ 270-10'2  5.09-103 | 5.09-101
305 | 6.98-104 6.98-1012 2.39-104 2.39-1012 5.13-103 5.13-10"!
310 | 3.54-104 3.54-1012 2.45-104 2.45-1012 4.79-103 4.79-101

pdg. 137



Interaccién con proteinas de transporte

Pardmetros de enlace e identificaciéon del sitio de unidon ASB-complejo Au

Como ya se ha comentado, la ASB contiene tres dominios (I, ll, lll) con sus correspondientes subdominios con
diferente composicién quimica, por lo que la interaccién observada de los complejos de Au sintetizados con la
ASB no va a ser homogéneaq, sino que se va a dar en sitios concretos, asi como con una fortaleza diferente en
funcién del complejo involucrado.

Para poder determinar la fortaleza del enlace ASB-complejo asi como el nimero de sitios que presentan esta
interaccién se ha utilizado la Ecuacién de Stern-Volmer modificada:

Fo-F
IagﬂT =logK,+ nlog[Q]

Ecuaciéon 2.3.4. Ecuacién de Stern-Volmer modificada

Estudio de la interaccion ASB-Complejo de Au(l)

Los pardmetros necesarios para este estudio son los mismos que los utilizados en el caso anterior, pero ahora
Fg-F i L ,
al representar ngT frente a log[Q] se puede calcular el pardmetro Ky, (constante de unién) y n (ndmero de

sitios de unién por molécula de ASB).
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Figura 2.3.16. Representacién de la ecuacién de Stern-Volmer modificada.

Aunque con alguna desviacién, las tendencias pueden considerarse lineales y ser estudiadas mediante la
ecuacién anterior, y asi obtener los siguientes resultados:
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Tabla 2.3.14. Valores calculados de Ky y n para los complejos de Au(l) a 298K.

35 38 39 40 41 33 35
n 0.95 (1) 0.97 (1) 1.22(1) 1.34 (1) 1.24 (1) 1.18 (1) 1.28 (1)
Kb (M-1) 2.97-103 1.12:104 1.01-105 3.68:10¢ 2.68:105 5.35-105 4.65-105

Los valores de n para ASB son, en todos los casos, aproximadamente iguales a uno, lo que indica que hay un
Unico sitio de unidén en ASB para los complejos testados. Aunque esto es importante, la fortaleza del enlace
entre el complejo y la ASB es el factor principal a conocer ya que pone de manifiesto la capacidad del
fadrmaco para ser difundido desde el sistema circulatorio hasta la diana.24 La mayoria de los complejos
muestran valores de Kb superior a 105 M-!, lo que indica una fuerte interaccién ASB-complejo.

El complejo 38 tiene un valor de Kb de 1.12:104 M-1, por lo que el complejo ASB-38 es ligeramente mds débil.
Este hecho demuestra lo necesario de un buen disefio del farmaco, ya que el simple cambio del halogenuro
que sustituye el anillo aromdtico (Br, 38; Cl, 39) influye notablemente en la interaccién con la ASB y por tanto
en su biodistribucion.

El complejo 35 se une mucho mdas débilmente que el resto de los derivados sintetizados, sin embargo, esto no
supone un problema para su aplicabilidad ya que su Kb es mayor que la encontrada para el complejo ASH-

cisPt (8.52:102 M-1).25

Estudio de la interaccion ASB-Complejo de Au(lll)

En lo que respecta a los complejos de Au(lll), se ha procedido de la misma forma para calcular los
valores de Kb y n, que permitan evaluar la interaccién de éstos con ASB.
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Figura 2.3.17. Representacion de la ecuaciéon de Stern-Volmer modificada.

Asi del ajuste lineal de la representacion de la Ecuacion de Stern-Volmer modificada se han obtenido los
siguientes valores:
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Tabla 2.3.15. Valores calculados de K, y n para los complejos de Au(lll) a 298K.

13 14 15
n 0.85(1)  1.26(1) 1.60(2)
Kb (M) | 7.35:10%  3.21-105 | 1.55-100

Los pardmetros de enlace de los complejos de Au(lll) y ASB presentan pequeiias diferencias entre ellos, asi
mientras 13 y 14 parecen unirse a un Unico sitio activo de la ASB; todo apunta a que el complejo 15-ASB
incorpora dos moléculas del fdrmaco por molécula de ASB. Asimismo, es este derivado el que tiene una
constante de enlace (Kb) mayor que los otros complejos de Au(lll), lo que indica que interacciona con la ASB
mucho mds fuertemente (mil veces mds fuerte que 13).

Si bien con los complejos de Au(l) se habia visto la influencia que tenia en estos pardmetros la sustitucién de un
dtomo de Cl en vez de Br; con estos complejos, la estructura parece ser ain mdés determinante si cabe, ya que
la simple presencia de un grupo Me hace que la fortaleza del complejo ASB-[Au] sea de hasta 100 veces
superior (13 respecto de 14).

Pardmetros termodindmicos y fuerzas de unién ASB-complejo Au

El complejo que se forma entre la ASB y el derivado de Au es importante que sea robusto para una correcta
distribucién por el organismo hasta llegar a la diana, pero también debe ser reversible para asi regenerar la
ASB libre que continde con el transporte tanto del fdrmaco, como del resto de sustancias biolégicamente
necesarias.

Las moléculas pequeiias, como los fdrmacos, se unen a la proteina con fuerzas interactivas como enlaces de
hidrégeno, interacciones hidréfobas, electrostaticas o de van der Waals. Para cuantificar la fuerza del enlace
ya se ha calculado Kb, pero es necesario establecer la fuerza interactiva entre ASB y los complejos, asi los
pardmetros termodindmicos tales como AH’, AS° y AG°. Suponiendo que el cambio en la entalpia (AH) pueda
mantenerse constante, el cambio de energia libre (AG), el cambio de entalpia (AH) y el cambio de entropia
(AS) se pueden calcular de acuerdo con las ecuaciones siguientes:

AG"=-RT In Kb= AH"-TAS®

- [1 1] AH®
I e il
T, T

In—=
Kh1 R

Ecuacion 2.3.5. Ecuacién de van’t Hoff (izq.) y de Energia libre de Gibbs (drcha.).

Segun exponen Ross y Subramanian,2¢ los valores de AH y AS muestran una tendencia en funcién del tipo de
interaccién que se da entre el complejo y la proteing; asi, cuando AH® y AS® son negativos, la fuerza principal
es de van der Waals o enlace de hidrégeno. Sin embargo, si AH® y AS° son positivos, la fuerza de interaccién
principal es una interaccién hidrofébica. El caso de una interaccién de tipo electrostdtica suele darse cuando el
valor de AH’ es préximo a cero y AS° es positivo.
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Para el célculo de AH’ se han introducido los valores de Kb para las temperaturas 298 y 310K, para después
determinar el valor de AG’ para una temperatura fija y poder finalmente conocer AS°.27

Estudios termodindmicos con derivados de Au(l)

Tabla 2.3.16. Pardmetros termodindmicos para la unién ASB-complejo Au(l).

35 38 39 40 41 33 34
AH® (KJ mol')  -205.90 -78.02 -130.72 100.16 44.84 85.8 52.73
AS° (KJ mol')  -0.62 -0.18 -0.34 0.45 0.25 -28.37 -23.58
AG® (KJ mol')  -19.81 -23.10 -28.55 -34.46 -30.97 0.38 0.26

Con estos valores de AH® y AS° se puede concluir que mientras que los derivados con anillo bencénico (35, 38
y 39) interaccionan con la ASB por enlace de hidrégeno o interaccién de van der Waals, pues sendos
pardmetros son negativos; los complejos con residuos piridina se coordinan mediante por fuerzas hidrofébicas
(AH® y AS°>0). Estos resultados son contradictorios con lo que se podria esperar de la estructura de los
complejos puesto que los complejos 40 y 41, podrian efectuar enlaces de hidrégeno mediante el dtomo de N-
py. En lo que respecta a los derivados con benceno, esta posibilidad no existe ya que no tienen dtomos
capaces de generar enlaces de hidrégeno, por lo que la interaccién con complejo-ASB se reduce a fuerzas de
van der Waals. Ademds, todos los complejos muestran una buena interaccién con la ASB ya que AG® es
negativa, por lo que el enlace complejo-ASB estd favorecido termodindmicamente. Por el contrario, los
complejos con unidades mercapto, este pardmetro es positivo haciendo que no sea favorable la unién. Este
hecho revela que el proceso de unién estd entdlpicamente dirigido.

Estudios termodinamicos con derivados de Au(lll)

Tabla 2.3.17. Pardmetros termodindmicos para la unién ASB-complejo Au(lll).

AH’ (KJ mol') AS® (KJ mol') AG’ (KJ mol-')

13 10.29 34.61 -22.06
14 -98.86 -0.23 -31.41
15 -43.62 -35.31 -1.35

Segun los valores recogidos en la Tabla 2.3.17, y dado que los valores para AH® y AS° son ambos negativos
para los compuestos 14 y 15, la interaccién ASB-[Au] se da por enlaces de hidrégeno o por fuerzas de van
der Waals. Sin embargo, 13 presenta el caso contrario ya que AH® y AS°® son positivos, indicando que la
interaccién con la ASB es mds débil por fuerzas hidrofébicas.

Este estudio respalda los valores calculados de Kb anteriormente, ya que 13 presentaba un valor de Kb mucho
mds pequeiio que 14 y 15 (100 y 1000 veces menor, respectivamente); puesto que se sabe que las fuerzas de
van der Waals y, ain més los enlaces de hidrégeno, son fuerzas intermoleculares con mayores energias de
enlace que las hidrofébicas.
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Ademds, el hecho de que el compuesto 13 sea el que interacciona por fuerzas hidrofébicas es consistente
también por el efecto del metilo, que como se ha recogido en la seccién del LogP, contribuye positivamente a
la hidrofobicidad de las moléculas.
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TECNICAS ESTRUCTURALES

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR)

Los andlisis de infrarrojo se han llevado a cabo en un espectrofotémetro Perkin-Elmer FT-IR Espectrum One
que cubre el rango de 4000 a 250 cm-!. Esta técnica contribuye a la facilidad de andlisis ya que permite
introducir la muestra en diversas formas: sélido, liquido, polvo... La muestra se coloca sobre el cristal, el cual
presenta un alto indice de refraccién, el rayo IR llega al cristal donde se refleja internamente y vuelve al
detector. Cuando el rayo de IR es reflejado dentro del cristal, penetra unas micras en la muestra. Las
absorbancias obtenidas son debidas Gnicamente a la muestra.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Los estudios de RMN se han realizado en un espectrometro Bruker AV 400 y 300 MHz midiendo a 400.16
MHz para 'H, 162 MHz para 3'P{'H} y 100.62 MHz para '3C{'H}. Los disolventes utilizados durante la
caracterizaciéon de los complejos ha sido principalmente deuterocloroformo (CDCI3), y menor medida DMSO-
d6 y acetonitrilo deuterado (CD3CN). La eleccién de uno u otro se ha debido a la diferente solubilidad de
los complejos sintetizados.

ESPECTROMETRIA DE MASAS (MS)

Los espectros de masas estudiados se hicieron en un espectrometro MALDI-Tof Microflex, con laser de N2
(337 nm, 3.68 eV) como fuente de ionizacién, con matriz DCTB (1,1-diciano-4-butilfenil-3-metilbutadieno,
MW: 250) y utilizando la técnica de MALDI+ y MALDI-. Los valores se expresan segun la relacién
masa/carga (m/z).

ANALISIS ELEMENTAL CUANTITATIVO

Las medidas se realizaron en un equipo Perkin EImer 2400 Series Il CHNS/O System elemental analyser.

ESPECTROFLUORIMETRO

Los espectros de luminiscencia se han obtenido en un espectrofluorimetro Jobin-Yvon Fluorolog3-11 FL-3
empleando ventanas de 3nm, que se optimizan para conseguir mayores o menores intensidades registradas;
tanto para la excitaciéon como para la emision. Las medidas de los complejos se han realizado en disolucién
en cubeta de cuarzo (1 cm de camino éptico) o tubo. Los estudios de interaccién con ASB se realizaron en
PBS, a una temperatura de 37 °C (fisiolégica) con adiciones de concentraciones crecientes de ASB.

ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA VISIBLE

El espectrofotémetro utilizado para el estudio por UV-vis es un Thermo Scientific Evolution 600. En este caso,
también se han realizado medidas a distintas temperaturas, ambiente y 37°C, a distintos tiempos para
estudiar la estabilidad térmica de los complejos.
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DIFRACCION DE RAYOS X

Los experimentos de Rayos X se han llevado a cabo en un difractémetro Xcalibur Sapphire3 con una fuente
de radiacién MoK\ a. Las medidas se realizaron a baja temperatura (150K) y siguiendo el método w-scans.
La interpretacién de resultados se hizo con el programa WINGX.

SINTESIS Y CARACTERIZACION

PRODUCTOS DE PARTIDA DE Au(l) Y Au(lll)

Para la preparacion de los precursores [AuCl3(HL)], y los consiguientes derivados ciclometalados ([AuCl2L]),
se ha utilizado como productos de partida las especies HAuCls y Na[AuCls] donadas por la empresa
Torrecid para la realizacion de esta investigacidon. Los mencionados precursores [AuCls3(HL)] se han
preparado segun el procedimiento recogido en los Trabajos Fin de Mdster de A. Gonzdlez y E. Colom.

En lo que respecta a la quimica de Au(l), los productos de partida son [AuCl(tht)] (tht: tetrahidrotiofeno) que
se prepara segun el procedimiento sintético recogido en la literatura.! Este complejo se utiliza para
preparar [AuCI(HMPT)], que se obtiene a través modificaciones del protocolo descrito por Schmidbaur et al.2
Ese procedimiento junto con el seguido para la sintesis de los derivados [Au(SR)HMPT] y [Au(C=CR)HMPT], se
recogen en los Trabajos Fin de Grado de R. Pena-Martinez y N. Espallargas.

COMPLEJOS CICLOMETALADOS DE Au(lll): [AuCl2L]

Los complejos ciclometalados de Au(lll), [AuCl2(tpy)] (1) y [AuCl2(ppy)] (2) se han sintetizado segin el
procedimiento descrito por Janzen et al.? El complejo andlogo con 2-bencilpiridina (bzp) (3), se ha
preparado por modificaciéon del protocolo de Constable.4 Asi, la relacién de disolvente utilizada
MeCN/Agua es 1:4.

COMPLEJOS DE Au(lll) CON DERIVADOS PIRIMIDINICOS

COMPLEJOS CON 2-MERCAPTOPIRIMIDINAS

Se desprotona 2-mercaptopirimidina (4, 5, 6) o 4,6-dimetil-2-mercaptopirimidina (7, 8, 9) con K2CO3s en
acetona durante una hora. A continuacion de afiade [AuCl2L] generdndose una suspensién de color amarillo
intenso. La reaccién se deja durante 4h en agitacién a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de
reaccién, el sélido se aisla por filtracién, se redisuelve con diclorometano y se evapora a sequedad.
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[Au(Spym)aotpy], 4: 96%

g [AuCl2(tpy)]: 64.5 mg, 0.147 mmol
g Spym: 16.7 mg, 0.149 mmol
g K2COs3: 25.5 mg, 0.184 mmol

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 9.80 (dd, 1H, Ha), 8.33 (d, J = 4.9 Hz, 2H,

Ce A 4 "\ Hh), 8.23 (d, J = 4.8 Hz, 2H, Hh’), 8.18 (d, J = 0.8 Hz, 1H Hg), 7.99 (ddd, J
, =\ )| = 8.1, 7.4, 1.6 Hz, 1H, Hc), 7.89 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Hd), 7.60 (d, J = 7.9
e S Hz, 1H, He), 7.32 (ddd, J = 7.3, 5.9, 1.4 Hz, 1H, Hb), 7.16 (d, J = 7.8 Hz,

P 1H, HF), 6.82 (1, J = 4.8 Hz, TH, Hi), 6.73 (1, J = 4.9 Hz, TH, Hi’). 13C NMR
i j\ (101 MHz, CDCls) § 165.68 (C1), 159.72 (C2), 156.57 (Ch’), 156.39 (Ch),
NZ N NZON 149.13 (Ca), 142.88 (C4), 141.42 (Cd), 141.28 (C3), 133.67 (Cg), 128.90

\ hv \dl b’ j (Cf), 125.22 (Ce), 123.43 (Cb), 120.07 (Cd), 115.73 (Ci), 114.99 (Ci’),
' 22.17(CMe). IR (v(em)) 3034, 1632, 1602, 1557, 1538, 1367, 1181,
1029, 976, 830, 777, 770, 630, 300. MALDI* MS m/z (%): 476.1 (37.21, [M-Spy]*), 513.1 (37.21, [M-
Spy+Kl1+), 533.2 (86, [AuL2]*), 841.2 (2, [M-Spy+Aul]*).

Au(Spym)appyl, 5: 20%
g [AuCl2(ppyY)]: 68.5 mg, 0.162 mmol
g Spym: 33.7 mg, 0.300 mmol

g K2COs3: 44.6 mg, 0.322 mmol

/e T\ 1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 9.83 (d, J/ = 5.9 Hz, 1H, Ha), 8.37 (dd, J =
— 7.4, 1.5 Hz, 1H, Hh), 8.32 (d, J = 4.8 Hz, 2H, Hi), 8.24 (d, J = 4.8 Hz, 2H,
9 \ / b | Hi"), 8.08 — 8.00 (m, TH, Hc), 7.95 (d, J = 7.7 Hz, 1H, He), 7.72 (dd, J =
h _N—¢ 7.3, 1.8 Hz, TH, Hd), 7.43 = 7.32 (m, 3H, Hb, g, f), 6.82 (1, ] = 4.9 Hz, TH,
s— A~ Hi), 6.74 (, J = 4.8 Hz, 1H, Hi") 13C NMR (101 MHz, CDCl3) & 156.59 (Cj),
NAN NJ\N 156.45 (Ci’), 149.37 (Ca), 141.57 (Cc), 133.20 (Ch), 132.11(Ch), 128.23
g < (Cf-g), 125.30 (Cd), 124.02 (Cf-g), 120.37 (Ce), 115.75 (Ci), 115.06 (Ci’).
|

- j IR (v(em™)) 3070, 1647,1627,1606,1557,1536, 1363, 1175, 1007, 975,
830, 745, 630. MALDI* MS m/z (%): 462.1 (95, [M-Spyl*), 505.2 (95,
[AuLa]*), 612.1 (11, [M+K]*), 813.2 (15, [M-Spy+AuL]*).

[AuCl(Spym)bzp], 6: 97%

g [AuCl2(bzp)]: 65.0 mg, 0.149 mmol
g Spym: 33.6 mg, 0.300 mmol

g K2COa3: 46.4 mg, 0.336 mmol
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/ e cH, d \ 1H NMR (400 MHz, CDCl3) § 9.34 (d, J = 4.9 Hz, 1H, Ha), 8.28 (d, J = 4.9

f N c Hz, 2H, Hj), 7.97 (td, J = 7.7, 1.5 Hz, TH, Hc), 7.71 (dd, J = 7.9, 1.1 Hz,
g N Ab 1H, Hd), 7.68 (d, J = 7.4 Hz, TH, Hh), 7.52 (dd, J = 7.5, 6.1 Hz, TH, Hb),

h S/AU\CI a 7.12(dd, J=7.3,1.7 Hz, 1H, He), 7.07 (td, J = 7.2, 1.2 Hz, 1H, Hg), 7.00 (td,
Py J=7.6,1.8 Hz, 1H, Hf), 6.77 (t, ] = 4.9 Hz, H, Hi), 4.57 (d, ] = 14.8 Hz, TH,
U CHz), 4.04 (d, J = 15.3 Hz, 1H, CHs). 13C NMR (101 MHz, CDCls) &
\ .
|
i

156.39 (Ci), 151.52 (Ca), 143.42 (C2), 141.51(Cc), 134.46 (Cd), 132.98
\ / (C1), 128.45 (Ce), 127.68 (Cg), 127.49 (Cf), 125.74 (Ch), 124.19 (Ch),
115.81 (Cj), 47.89 (CCH:). IR (v(em™)) 3059, 1629, 1557, 1545, 1402, 1375, 1174, 1007, 831, 768,
747, 293. MALDI* MS m/z (%): 476.1 (95, [M-CI]*), 533.2 (99, [AuL]*), 841.2 (3, [M-Cl+AuL]*).

[Au(S(Me)apyrim)atpyl, 7: 90%

g [AuCl2(tpy)]: 64.0 mg, 0.147 mmol
g S(Me)2pyrim: 42.8 mg, 0.305 mmol

g K2COs3: 45.2 mg, 0.327 mmol

TH NMR (400 MHz, CDCls) 6 9.74 (dd, J= 5.9, 1.0 Hz, TH, Ha), 8.13 -
¢ \ 8.08 (m, 1H, Hg), 8.07 — 8.02 (m, 1H, Hc), 7.89 (d, J= 8.1 Hz, 1H, Hd),
T b 7.52 (d, J= 7.9 Hz, 1H, Hf), 7.49 — 7.43 (m, T1H, Hb), 7.14 (d, /= 7.8
/ Hz, 1H, He), 6.75 (s, 1H, Hh’), 6.59 (s, 1H, Hh), 2.53 (s, 3H, HMe), 2.39
¢ (s, 6H HMe), 2.31 (s, 6H, HMe2). 13C NMR (101 MHz, CDCls) 6
165.36 (C1), 159.87 (C2), 149.37 (Ca), 142.61 (C4), 141.11 (C3),
N 140.94 (Cc), 133.41 (Cg), 128.64 (Cf), 125.07 (Ce), 123.09 (Cb),
119.64 (Cd), 115.31 (Ch) 23.91 (CMe'-Me?), 22.15 (CMe). IR (v(em-
h 1)) 3026, 2964, 1601, 1587, 1571, 1525, 1425, 1336, 1243, 1163,
J 1029, 877, 776, 546, 278. MALDI* MS m/z (%): 504.1 (87, [M-
S(Me)2pyrim]*), 533.2 (93, [Aul2]*), 682.2 (2, [M+K]*), 869.2 (23, [M- S(Me)2pyrim +Aul]*).

[Au(S(Me)2pyrim)oppy], 8: 88%

g [AuCl2(ppy)]: 68.5 mg, 0.162 mmol
g S(Me)2pyrim: 42.1 mg, 0.300 mmol

g K2COs: 45.1 mg, 0.326 mmol

( \ H NMR (400 MHz, CDCl3) § 9.85 (d, J = 6.9 Hz, 1H, Ha), 8.14 (dd, J =
f e d ¢ 11.5, 4.0 Hz, 1H, He), 8.07 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H, Hh), 7.92 (d, ] = 7.3

g M b Hz, 1H, He), 7.56 (dd, J = 7.5, 1.7 Hz, 1H, Hd), 7.52 (t, ] = 6.7 Hz, 1H,
=3 /N a Hb), 7.43 — 7.38 (m, 1H, Hf), 7.38 — 7.33 (m, 1H, Hg), 6.76 (s, 2H,
_Au_ Hi+Hi’), 2.39 (s, 12H, CMe). 13C NMR (101 MHz, CDCls) § 165.27 (C1),

Me N#S 5>_N 160.17 (C2), 149.51 (Ca), 144.11(C3) 141.11 (Cc), 132.84 (Ch),
\ N N/ \ 131.86 (Cf), 127.94 (Cg), 125.14 (Ce), 123.67 (Ch), 119.96 (Cd),
\i — y 114.05 (Ci), 23.92 (CMe). IR (v(em)) 3064, 2967, 1648, 1570, 1527,
1416, 1335, 1245, 1165, 972, 877, 830, 760, 545. MALDI* MS m/z
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(%): 490.0 (97, [M- S(Me)2pyrim]*), 505.2 (93, [AuLs]*), 668.2 (14, [M+K]*), 826.2 (38, [M- S(Me)2pyrim-
Me+Aull*), 841.2 (36, [M- S(Me)2pyrim+Aul]*).

[AuCI(S(Me)spyrim)sbzp], 9: 81%

g [AuCl2(bzp)]: 65.4 mg, 0.150 mmol

g S(Me)z2pyrim: 42.2 mg, 0.300 mmol

g K2COs3: 45.8 mg, 0.331 mmol

TH NMR (400 MHz, CDCls) 6 8.52 (d, J = 5.0 Hz, 1H, Ha), 7.67 (d, J =
7.4 Hz, 1H, Hh), 7.52 = 7.47 (m, 1H, He), 7.41 = 7.34 (m, 2H, He+Hf),
7.31 = 7.27 (m, TH, Hg), 7.08 (dd, J = 10.5, 5.6 Hz, 2H, Hb+Hd), 6.65
(s, TH, Hi), 4.39 (s, 2H, HCH2), 2.30 (s, 6H, HMe). 13C NMR (101 MHz,
CDCls) § 167.40 130.94 (Ce), 129.97 (Cf), 127.38 (Cg), 123.69 (Cd),
121.14 (Cb), 116.23 (Ci), 42.99 (CCH2), 23.99 (CMe). IR (v(cm-))
3045, 2961, 2915, 1610, 1567, 1532, 1431, 1338, 1255, 1246,
1225, 1027, 880, 781, 761, 543, 285. MALDI* MS m/z (%): 504.0
(100, [M-CI]*), 533.2 (42, [AuLa]*), 681.2 (2, [M-Cl-2Me+L+K]*), 840.1
(16, [M- S(Me)2pyrim +Aul]*), 1205.1 (3, [M- S(Me)2pyrim +Auala]*).

COMPLEJOS DE AU(lll) CON 2-TIOURACILO

Sobre una disolucion etandlica de KOH se adiciona el 2-tiouracilo, formdndose una suspensién blanca que

se deja desprotonar durante 20 min. A continuacién, se afade [AuClol] provocando un cambio de color a

amarillo que se va intensificando durante las 2h siguientes. El sélido formando se filtra por gravedad.

[AuCl(2-Tiouracilo)tpy], 10: 25%

( f e d_c \
Me \ / b
9 A ~N @
s— 0>
N%NH
Y
\ i J

g [AuCla(tpy)]: 66.2 mg, 0.152 mmol
g 2-Tiouracilo: 38.9 mg, 0.303 mmol
g KOH: 19.6 mg, 0.349 mmol

1H NMR (400 MHz, DMSO) & 10.91 (d, J = 6.3 Hz, 1H, Ha), 8.39 —
8.28 (m, 2H, He+Hd), 7.91 (d, J = 7.8 Hz, 1H, He), 7.71 = 7.56 (m, 2H,
Hi+Hb), 7.29 (d, J = 7.0 Hz, TH, Hf), 6.90 (s, 1H, Hg), 6.07 (d, J = 6.4
Hz, 1H, Hh), 2.36 (s, 3H, HMe). 13C NMR (101 MHz, DMSO) & 152.03

(Ci), 142.19 (Cc), 131.64 (Cg), 129.27 (Cf), 126.37 (Ce), 125.46 (Ch), 121.00 (Cd), 114.05 (Ch), 21.16
(CMe). IR (v(cm1)) 3016, 1608, 1593, 1557, 1464, 1298, 1207, 1033, 992, 822, 775, 717, 417, 302.
MALDI* MS m/z (%): 492.1 (100, [M-CI+H*]*), 533.2 (49, [AuL2]*). MALDI- MS m/z (%): 491.1 (100, [M-

1)
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[AuCl(2-Tiouracilo)ppy], 11: 29%

g [AuCl2(ppy)]: 64.5 mg, 0.153 mmol

g 2-Tiouracilo: 38.5 mg, 0.300 mmol

g KOH: 20.5 mg, 0.365 mmol

'H NMR (400 MHz, DMSO) 6 10.95 (d, J = 4.9 Hz, 1H, Ha), 8.43 (d, J =
7.2 Hz, 1H, Hc), 8.37 (td, J = 7.8, 1.5 Hz, 1H, Hd), 8.04 (dd, J = 7.8, 1.4
Hz, 1H, Hi), 7.70 (ddd, J = 7.4, 5.9, 1.6 Hz, 1H, Hh), 7.63 (d, J = 6.4 Hz,
1H, Hb), 7.51 — 7.46 (m, 1H, Hg), 7.31 (td, J = 7.6, 1.4 Hz, 1H, Hf), 7.14
- 7.10 (m,
126.62 (Ch), 126.04 (Cb), 121.37 (Cd), 114.09 (Ci), 39.52 (CMe). IR
(v(em-1)) 3018, 1655, 1631, 1608, 1569, 1465, 1298, 989, 813, 753,
728, 655, 412, 315. MALDI* MS m/z (%): 478.0 (41, [M-CI+H*]%),
538.2 (100, [M+Na]*). MALDI- MS m/z (%): 477.1 (100, [M-CI]).

(Ci), 142.91(Cc), 131.79 (Cf), 131.36 (Ce), 128.76 (Cg),

[AuCl(2-Tiouracilo)bzp], 12: 98%

g [AuCl2(bzp)]: 65.5 mg, 0.150 mmol

g 2-Tiouracilo: 38.1 mg, 0.297 mmol

g KOH: 23.5 mg, 0.419 mmol

J

TH NMR (400 MHz, DMSO) & 8.60 (d, J = 5.8 Hz, 1H, Ha), 8.12 (t, ] =
7.7 Hz, 1H, He), 7.84 (d, J = 8.9 Hz, 1H, Hd), 7.57 (t, J = 6.0 Hz, 1H,
Hb), 7.53 (d, J = 6.3 Hz, TH, Hi), 7.30 (dd, J = 8.7, 5.9 Hz, TH, Hg),
7.23 = 7.16 (m, 3H, Hh+Hf+He), 6.01 (d, J = 6.4 Hz, TH, Hj), 3.68 (d,
J = 15.1 Hz, TH, HCHa), 3.57 (d, J = 15.0 Hz, 1H, CCH2). 13C NMR
(101 MHz, DMSO) § 166.16 (C4), 155.65 (C1), 153.29 (Ci), 149.75
(Ca), 142.89 (Cc), 136.49 (C3), 134.78 (C2), 130.44, 129.23, 128.21,
127.93, (Ce, Cf, Cg, Ch), 126.65 (Cd), 125.32 (Ch), 113.21 (Cj), 44.68
(CCH2). IR (v(em™)) 3071, 1662, 1606, 1566, 1453, 1308, 1226,
1157, 1003, 826, 769, 745, 455, 301. MALDI* MS m/z (%): 492.1

(29, [M-CI+H+]*), 533.1 (100, [Aul2]*). MALDI- MS m/z (%): 491.1 (100, [M-CI]-)

COMPLEJOS DE Au(lll) CON TIOUREA

Se afade la tiourea sobre la suspensién de [AuCl2L] en acetona; a continuacién, se afade KPFs y se lleva a
temperatura de reflujo con agitacién durante 1 hora. Pasado ese tiempo se lleva a temperatura ambiente y

se deja en agitacién durante 5 horas mas. El sélido obtenido se filtra y se lava con agua.
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[Au(tiourea)stpy], 13: 68%

g [AuCl2(tpy)]: 43.9 mg, 0.100 mmol

g Tiourea: 15.6 mg, 0.205 mmol
g KPFs: 40.3 mg, 0.219 mmol

TH NMR (400 MHz, DMSO) & 9.45 (d, J = 5.8 Hz, 1H, Ha), 8.45 — 8.34
(m, 2H, He+Hd), 7.96 (d, J = 7.9 Hz, 1H, He), 7.78 (td, J = 7.0, 1.9 Hz,
1H, Hb), 7.57 (s, 1H, Hg), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hf), 2.40 (s, 3H,
HMe). 1*C NMR (101 MHz, DMSO) & 151.79 (Ca), 143.73 (Cc), 142.47
(C2), 140.47 (C4), 130.60 (Cg), 129.67 (Cf), 126.98 (Ce), 124.83 (Ch), 121.67 (Cd), 21.57 (CMe). IR
(v(em™)) 3337, 3177, 3021, 2967, 1626, 1603, 1588, 1565, 1427, 1402, 1317, 1302, 1247, 1165,
1032, 834, 781, 697, 625, 480, 432, 294. MALDI* MS m/z (%): 440.1 (81, [M-tiourea]*), 476.0 (100,
[M-C(NH2)2]*), 513.1 (27, [M]*).

[Au(tiourea)sppyl, 14: 91%

g [AuCl2(ppy)]: 68.4 mg, 0.162 mmol
g Tiourea: 22.4 mg, 0.294 mmol

g KPFs: 61.7 mg, 0.335 mmol

1H NMR (400 MHz, DMSO) 5 9.49 (d, J = 5.6 Hz, 1H, Ha), 8.49 (d, J
= 7.8 Hz, 1H, Hd), 8.42 (t, J = 7.7 Hz, TH, Hc), 8.08 (d, J = 7.6 Hz,
1H, Hh), 7.84 (t, ] = 6.4 Hz, 1H, Hb), 7.77 (d, J = 7.9 Hz, 1H, He),
7.51 (t, J = 7.4 Hz, 1H, Hg), 7.43 (t, J = 7.1 Hz, 1H, Hf). 13C NMR
(101 MHz, DMSO) § 162.98 (C1), 151.88 (C3), 147.30 (Ca), 143.78
(Cc), 143.35 (C2), 132.08 (Cf), 130.27 (Ce), 129.19 (Cg), 127.13
(Ch), 125.33 (Ch), 121.97 (Cd). IR (v(em™)) 3275, 3072, 3024,
\ NH,  H,N <) 1631,1606, 1579, 1489, 1407, 1319, 1304, 1257, 1243, 1168,

1068, 1012, 762, 488, 478, 304. MALDI* MS m/z (%): 426.0 (55,
[M-tiourea]*), 462.0 (100, [M-C(NH2)2]*), 499.1 (10, [M]*).

[Au(tiourea)sbzpl, 15: 74%

g [AuCl2(bzp)]: 65.4 mg, 0.150 mmol
g Tiourea: 23.0 mg, 0.302 mmol
g KPFs: 64.7 mg, 0.351 mmol

1H NMR (400 MHz, DMSO) 6 9.17 (d, J = 5.0 Hz, TH, Ha), 8.25 (td, J

( "\ =77, 1.5Hz, 1H, He), 7.98 (d, J = 7.1 Hz, 1H, Hd), 7.75 (ddd, J =
d i, d 7.4, 6.1, 1.3 Hz, 1H, Hb), 7.47 (d, J = 7.2 Hz, 1H, Hh), 7.29 (dd, J =
fm ¢ 7.4,1.5 Hz, 1H, He), 7.20 (td, J = 7.3, 1.1 Hz, 1H, Hf), 7.12 = 7.06 (m,
3. _N_Zb 1H, Hg), 4.81 (s, TH, HCH2), 4.34 (s, TH, HCH:). 13C NMR (101 MHz,

o h /AU\ a
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DMSO) & 155.71 (C1), 151.23 (Ca), 142.98 (Cc), 133.31 (C3), 132.53 (Ch), 129.12 (Ce), 127.99 (Cf),
127.50 (Cg), 126.23 (Cd), 124.38 (Ch), 45.92 (CCH2). IR (v(em)) 3271, 3070, 1633, 1621, 1577, 1562,
1408, 1342, 1293, 1265, 1161, 1021, 761, 747, 719, 648, 614, 484. MALDI* MS m/z (%): 440.1 (46,
[M-tiourea]*), 476.0 (100, [M-C(NH2)2]*), 513.1 (38, [M]*).

COMPLEJOS DE AU(Ill) CON ACETATOS

Se sigue el procedimiento descrito por Parish et al. Journal of Organometallic Chemistry 596 (2000) 165-

176.

Se deja en agitacién, en ausencia de luz, la mezcla de acetato de plata y el correspondiente [AuCl2L] en

diclorometano durante Thora. A continuacién, se filtra por tierra de diatomeas, y las aguas madres se

evaporan a sequedad, obteniendo un sélido blanco en todos los casos.

[Au(OAc)atpyl, 16: 47%

g [AuCl2(tpy)]: 64.3 mg, 0.147 mmol

g AgOAc: 49.9 mg, 0.299 mmol

TH NMR (400 MHz, CDCls) & 8.63 (dd, J = 6.0, 0.9 Hz, 1H, Ha), 8.06
(td, J = 8.1, 1.5 Hz, 1H, Hc), 7.78 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Hd), 7.40 — 7.35
(m, TH, Hb), 7.35 = 7.31 (m, 1H, Hf), 7.15 (d, J = 7.9 Hz, 1H, He), 7.02
(s, 1H, Hg), 2.40 (s, 3H, HMe), 2.28 (s, 3H, HMe'), 2.16 (s, 3H, HMe?). 13C
NMR (101 MHz, CDCls) § 177.30 (C=0'), 175.58 (C=02), 165.41(C1),
148.28 (Ca), 143.10 (C4), 142.90 (Cc), 142.40 (C2), 138.86 (C3),
130.46 (Cg), 129.86 (Ce), 124.80 (Cf), 123.32 (Ch), 120.45 (Cd), 24.69
(CMe!), 22.47 (CMe?), 22.30 (CMe). IR (v(em)) 3050, 2925, 1667,
1651, 1625, 1606, 1593, 1465, 1362, 1310, 1277, 1009, 824, 770,

703, 676, 419. MALDI* MS m/z (%): 424.2 (6, [M-OAc]*), 533.2 (100, [Aul2]*), 789.3 (8, [M-OAc+AulL]*).

[Au(OAc)2ppyl, 17: 20%

g [AuCl2(ppy)]: 62.2 mg, 0.147 mmol

g AgOAc: 49.3 mg, 0.295 mmol

9 \ / b
h N a
O/Au\O
\ Me'  Me? © )

TH NMR (400 MHz, CDCls) 5 8.68 (dd, J = 6.0, 0.9 Hz, 1H, Ha), 8.15 —
8.09 (m, TH, Hc), 7.85 (d, J = 7.4 Hz, 1H, Hd), 7.47 (d, ] = 7.4 Hz, 1H,
Hh), 7.43 (ddd, J = 7.5, 6.0, 1.4 Hz, 1H, Hb), 7.39 — 7.33 (m, TH, Hg),
7.28 (dd, J = 7.3, 5.9 Hz, 1H, Hf+He), 2.27 (s, 3H, HMe'), 2.17 (s, 3H,
HMe2) 13C NMR (101 MHz, CDCls) § 177.36 (C=0'), 175.56 (C=0?),
148.45 (Ca), 143.08 (Cc), 131.87, 130.03 (Ce, Cf), 129.21 (Cg),
124.93 (Ch), 123.97 (Cb), 120.79 (Cd), 24.67 (CMe'), 22.38(CMe?). IR
(viem)) 3117, 3083, 2925, 1651, 1633, 1608, 1492, 1363, 1309,
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1286, 1259, 1017, 755, 705, 682, 410. MALDI* MS m/z (%): 505.2 (100, [Aul2]*), 774.3 (6, [M-
OAc+AuL]*). MALDI- MS m/z (%): 410.0 (100, [M-OAc])

[Au(OAc)sbzpl, 18: 25%

g [AuCl2(bzp)]: 67.1 mg, 0.154 mmol

g AgOAc: 58.7 mg, 0.352 mmol

( 4 on "\ 'H NMR (400 MHz, CDCls) § 9.04 (dd, J = 6.0, 0.8 Hz, 1H, Ha), 7.99
; 2 e (td, J = 7.7, 1.5 Hz, 1H, He), 7.68 (d, J = 7.0 Hz, 1H, Hd), 7.44 (ddd, J
Og\/@ =7.6, 6.0, 1.5 Hz, 1H, Hb), 7.30 (dd, J = 7.9, 1.1 Hz, 1H, Hh), 7.13 (dd,
9N ad Z b J=7.2,1.1 Hz, 1H, Hf), 7.08 (dd, J = 7.3, 1.7 Hz, 1H, He), 7.07 — 7.01

o~ Mo ° (m, TH, Hg), 4.41 (s, 2H, HCH2), 2.12 (s, 3H, HMe1), 2.04 (s, 3H, HMe?).
/g 13C NMR (101 MHz, CDCls) § 177.72 (C=01), 175.47 (C=02), 157.36
. Mol Me2 © ) (C1), 151.40 (Ca), 142.14 (Cc), 131.33 (C3), 130.87 (Ch), 130.57 (C2),

130.35 (Cf), 128.31 (Ce), 127.50 (Cg), 127.27 (Cd), 124.50 (Cb),
47.39 (CCHa), 24.61 (CMe'), 22.02 (CMe2). IR (v(em')) 3060, 2927, 1667, 1625, 1438, 1356, 1304,
1273, 1005, 760, 678, 448. MALDI* MS m/z (%): 424.2 (14, [M-OAc]*), 533.2 (98, [AuL2]*), 591.4 (6,
[M-OAc+L]*). MALDI- MS m/z (%): 424.1 (45, [M-OAc]-), 482.1 (6, [M-HT").

COMPLEJOS DE AU(Ill) CON AMINOACIDOS

Se disuelve el aa elegido en la disolucién de NaOH y metanol. Transcurridos 10 min, se afiade [AuCl2L] y se
deja en agitacién durante 6 horas, en el caso de L-fenilalanina; 2 horas con L/D-meteonina. A continuacion,
se evapora a sequedad obteniéndose un sélido amarillo.

[Au(fenilalanina)tpy]Cl, 19: 88%

g [AuCla(tpy)]: 65.2 mg, 0.149 mmol
g L-fenilalanina: 49.0 mg, 0.297 mmol

g NaOH: 26.1 mg, 0.652 mmol

'H NMR (400 MHz, CDCIls) 6 8.89 (d, J = 5.7 Hz, 1H, Ha), 8.09 —

. d T+ 8.00 (m, 1H, He), 7.84 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Hd), 7.51 (d, J = 3.8 Hz,
Me T . C'1 1H, Hf), 7.45 = 7.38 (m, 1H, Hb), 7.36 (d, J = 7.0 Hz, 2H, Hk), 7.32
\_/ (d, ] = 7.3 Hz, 2H, HI), 7.24 — 7.19 (m, TH, Hm), 7.15 (d, J = 7.9 Hz,

o g ° 1H, He), 6.94 (s, TH, Hg), 4.25 (dd, J = 9.4, 3.5 Hz, TH, Hh), 3.51 —
<N 3.39 (m, TH, Hi), 3.03 (dd, J = 13.5, 9.4 Hz, TH, Hi), 2.36 (s, 3H,

Y " HMe). 13C NMR (101 MHz, CDCls) & 148.00 (Ca), 141.56 (Cc),
™SS | ) 13875 (C5), 12976 (Ca), 12884 (Ch), 128.46 (C), 126.45 (Cr),

124.96 (Cf), 123.77 (Ch), 119.85 (Cd), 67.47 (Ch), 21.82 (CMe). IR
(v(em™)) 3025, 2916, 1578, 1493, 1408, 1315, 1030, 775, 744, 698, 468, 280. MALDI* MS m/z (%):
533.2 (99, [Aul2]*), 898.2 (42, [M+AUL]*).
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[Au(fenilalanina)ppylCl, 20: 60%

g [AuCl2(ppy)]: 63.5 mg, 0.150 mmol
g L-fenilalanina: 50.3 mg, 0.304 mmol

g NaOH: 30.0 mg, 0.750 mmol

— m 'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8.93 (dd, J = 5.7, 0.8 Hz, TH, Ha), 8.11
o | — 806 (m, 1H, He), 7.91 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Hd), 7.63 (dd, J = 7.7,
1.4 Hz, 1H, Hh), 7.49 — 7.45 (m, 1H, Hb), 7.38 — 7.27 (m, 6H,
HPhe+Hg), 7.22 (dt, J = 9.5, 4.3 Hz, 1H, Hf), 7.15 (dd, J = 7.7, 1.1
Hz, 1H, He), 4.28 (dd, J = 9.6, 3.4 Hz, 1H, Hi), 3.43 (dd, J = 13.5,
3.4 Hz, 1H, Hj), 3.03 (dd, J = 13.5, 9.6 Hz, 1H, Hk). '3C NMR (101
MHz, CDCls) 6 185.44 (C=0), 162.15 (C4), 148.29 (C1), 142.75
H,N 4 i Zm h (Ca), 141.85 (C2), 141.09 (Cc), 140.02 (C3), 138.90 (C5), 126.58
\ J (Cn), 125.28 (Ch), 124.51 (Chb), 120.36 (Cd), 67.66 (Ci), 44.47 (Cj-
Ck). IR (v(em)) 3027, 2934, 1644, 1606, 1583, 1489, 1444, 1408, 1286, 1255, 1159, 1071, 1028,
910, 754, 727, 699, 644, 534, 412. MALDI* MS m/z (%): 394.3 (7, [AuCIPhe]), 505.1 (100, [Aul2]*),
699.1 (4, [Au2Phe2+Na]*).

[Au(fenilalanina)bzp]Cl, 21: 55%

g [AuCl2(bzp)]: 65.4 mg, 0.150 mmol
g L-fenilalanina: 29.9 mg, 0.181 mmol

g NaOH: 14.9 mg, 0.372 mmol

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8.95 (dd, J = 5.7, 0.9 Hz, 1H, Ha), 7.96

~ N\ (td, J = 7.7, 1.6 Hz, TH, Hc), 7.64 (d, J = 7.5 Hz, 1H, Hd), 7.45 (ddd, J
fANR e |+ | =7.3,58,1.3Hz, TH, Hb), 7.33 = 7.26 (m, 5H, Hi-+Hg-+Hh+HI), 7.23 -
w | 7.19 (m, 1H, Hn), 7.19 = 7.15 (m, 2H, Hm), 7.13 = 7.06 (m, 1H, He),
O /A(,N Zb 4.28 (dd, J = 9.1, 3.5 Hz, 1H, Hi), 4.19 (d, J = 15.4 Hz, 1H, HCH),
o{_,o ] 4.03 (d, J = 15.4 Hz, TH, HCH2), 3.33 (dd, J = 13.5, 3.5 Hz, TH, Hk),

9 3.08 (dd, J = 13.5, 9.1 Hz, 1H, Hj). '3C NMR (101 MHz, CDCls) &

hn Y 183.98 (C=0),150.68 (Ca), 141.49 (Cc), 138.99 (C5), 130.27 (Cg),

! — J 12978 (Cl), 128.55 (Cf), 128.31 (Ch), 127.85 (Cn), 127.76 (Cm),
126.45 (Ce), 126.04 (Cd), 124.65 (Ch), 68.18 (Ci), 47.36 (CCH1), 44.29 (Cj-Ck). IR (v(cm-1)) 3056, 2923,

1644, 1603, 1580, 1494, 1433, 1292, 1030, 747, 699, 622, 259. MALDI* MS m/z (%): 533.0 (100,
[Aul2]*), 729.0 (17, [M+AU]*).

[Au(meteonina)tpy]Cl, 22: 21%

g [AuCl2(tpy)]: 64.8 mg, 0.149 mmol

g L/D-meteonina: 44.5 mg, 0.298 mmol
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g NaOH: 23.2 mg, 0.580 mmol

1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8.93 (d, J = 4.9 Hz, 1H, Ha), 8.05 (td,

 f e d ¢ T4\ J=80,1.5Hz 1H, He), 7.86 (d, J = 8.2 Hz, TH, Hd), 7.55 — 7.49
Me _ | (m, 1H, He), 7.45 = 7.39 (m, 1H, Hb), 7.18 (d, J = 8.0 Hz, TH, Hf),
4 21 \N J° Q| 7.5 (s, 1H, Hg), 4.35 (dd, J = 7.9, 4.3 Hz, 1H, Hh), 2.90 — 2.74 (m,

o Sag” @ 1H, Hk), 2.43 (s, 3H, HMe), 2.32 = 2.22 (m, TH, Hi), 2.16 (s, 3H, HI),

< o 2.13 = 2.03 (m, 1H, Hj). '*C NMR (101 MHz, CDCls) 5 185.90

% ) (C=0), 162.40 (C1), 148.21 (Ca), 142.6 (C3), 141.79 (Ce),

. ' i 141.21(C4), 139.94 (C2), 129.83 (Cg), 129.10 (Cf), 125.17 (Ce),

\_ 2 I J 123.93 (Ch), 120.08 (Cd), 64.30 (Ch), 36.86 (Ci-Ci), 30.64 (Ck),

22.02 (CMe), 15.48 (CI). IR (v(ecm)) 3206, 3039, 2916, 2821, 2167, 1654, 1608, 1592, 1492, 1429,
1378, 1286, 1254, 1078, 1039, 838, 769, 707, 665, 597, 425, 387, 327. MALDI* MS m/z (%): 512.2
(16, [M-HCI]*), 532.3 (100, [AuLs]*), 877.4 (6, [M+L]*).

[Au(meteonina)ppy]Cl, 23:19%

g [AuCl2(ppy)]: 63.7 mg, 0.151 mmol
g L/D-meteonina: 49.0 mg, 0.297 mmol

g NaOH: 26.1 mg, 0.607 mmol

SRR

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8.93 (d, J = 5.1 Hz, 1H, Ha), 8.10 (td, J

9 2 1\ /b cl
3 N
h yd a

H,N : s—)

= 8.0, 1.5 Hz, 1H, Hc), 7.93 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Hd), 7.64 (d, J = 7.0
Hz, TH, Hh), 7.49 — 7.44 (m, 1H, Hb), 7.40 — 7.30 (m, 3H, He+Hf+Hg),
4.34 (dd, J = 8.1, 4.1 Hz, TH, Hi), 2.88 — 2.71 (m, 2H, HI), 2.31 — 2.20
(m, TH, Hk), 2.15 (s, 3H, HSMe), 2.08 (dd, J = 13.9, 5.9 Hz, 1H, Hij).
13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 162.13 (C1), 148.22 (Ca), 142.65 (C2),
141.84 (Cc), 141.18 (C3), 131.47, 129.20, 128.32 (Ce, Cf, Cg),
125.21 (Ch), 124.42 (Ch), 120.33 (Cd), 64.19 (Ci), 36.55 (Ck-Ci),
30.59 (Cl), 15.39 (CMe). IR (v(em™)) 2910, 2839, 2158, 2031, 1635,

1606, 1558, 1489, 1442, 1423, 1373, 1258, 1206, 1162, 1026, 985, 825, 756, 662, 509, 325. MALDI*
MS m/z (%): 499.0 (17, [M-CI]*), 505.0 (43, [Aul2]*), 856.0 (3, [M+AuL-CI]*).

COMPLEJOS DE Au(lll) CON RESIDUOS ALQUINILO

Se disuelve NaOH y el alquino correspondiente en metanol, y se deja en agitacién 15 minutos. Transcurrido
ese tiempo se afiade [AuCl:L] y se deja reaccionar durante 24 horas. La disolucién se concentra y el sélido
que precipita se filtra y se lava con MeOH.

[Au(p-etinil tolueno)atpyl, 24: 54%

g [AuCl2(tpy)]: 64.9 mg, 0.149 mmol

g p-etinil tolueno: 39 Ug, 0.302 mmol
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g NaOH: 20.2 mg, 0.505 mmol

'H NMR (300 MHz, CDCIs) 6 9.69 (dd, J = 5.8, 1.0 Hz, 1H, Ha),
8.15 (s, 1H, Hg), 8.02 (tt, J = 10.7, 2.4 Hz, 1H, Hc), 7.86 (d, J =
8.0 Hz, 1H, Hd), 7.62 — 7.54 (m, 1H, Hf), 7.51 (d, J = 8.1 Hz, 2H,
Hh), 7.47 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Hh’), 7.37 (ddd, J = 7.3, 5.8, 1.4
Hz, 1H, Hb), 7.18 — 7.07 (m, 4H, Hi+Hi’). 3C NMR (101 MHz,
CDCIs) 6 167.30 (C1), 156.52 (C5), 151.03 (Ca), 142.61 (C4),
141.33 (Ce), 137.13 (C6), 136.93 (Cg), 136.90 (C6’), 132.04
(Ci), 131.94 (Ci’), 128.92, 128.88 (Cj+Cj’), 124.24 (Ce), 124.67
(Cf), 123.48 (Ch), 123.24(C2), 119.92 (Cd), 116.76 (C3),
104.26 (C=Ctolilph), 99.22 (C=Ctolilph), 22.25 (CMe), 21.61
(CMe'), 21.59 (CMe2). IR (v(em-')) 3047, 3022, 2919, 2164, 1607, 1590, 1505, 1166, 1038, 816, 780,
729, 529, 424, 303. MALDI* MS m/z (%): 533.2 (100, [AuL2]*). MALDI- MS m/z (%): 427.0 (23, [Au(p-
etinil tolueno)2]-), 480.0 (19, [M-(p-etinil tolueno)]")

[Au(p-etinil tolueno)2ppyl, 25: 41%

g [AuCl2(ppy)]: 63.6 mg, 0.151 mmol
g p-etinil tolueno: 39 Ug, 0.302 mmol
g NaOH: 21.2 mg, 0.530 mmol

TH NMR (300 MHz, CDCls) § 9.74 (d, J = 4.7 Hz, 1H, Ha), 8.34
(dd, J = 7.4, 1.3 Hz, 1H, Hh), 8.11 = 8.01 (m, 1H, Hc), 7.92 (d, J =
8.4 Hz, 1H, Hd), 7.72 = 7.65 (m, 1H, He), 7.54 — 7.44 (m, 4H,
Hi+Hj), 7.45 — 7.38 (m, 1H, Hb), 7.38 = 7.31 (m, 1H, Hg), 7.11
(dd, J = 7.8, 4.5 Hz, 4H, Hi+Hi"), 2.35 (d, J = 2.2 Hz, 6H,
HMe+HMe2). 13C NMR (101 MHz, CDCls) § 167.19 (C1), 156.71
(C2), 151.19 (Ca), 145.37 (C3), 141.51 (Cc), 137.16, 136.94 (C5,
C5'), 136.24 (Ch), 132.07 (Cf), 132.03 (Cj), 131.93 (Cj"), 128.93
(Ci), 128.87 (Ci"), 127.53 (Cg), 124.75 (Ce), 124.07 (Ch), 123.16,
126.13 (C4, C4%), 123.13 (Cd), 104.26 (C=Ctolilph), 99.22
(C=Ctolilph), 21.60 (CMe), 21.58 (CMe). IR (v(cm1)) 3051, 2918,
2164, 1665, 1607, 1583, 1505, 1486, 1442, 1310, 1216, 1033, 817, 759, 734, 529, 415, 306. MALDI*
MS m/z (%): 505.2 (33, [Aul2]*), 735.4 (100, [M+L]*). MALDIF MS m/z (%): 427.0 (100, [Au(p-etinil
tolueno)a]"), 466.3 (39, [M-(p-etinil toluene)]?), 739.3 (20, [M+L]).

[Au(2-etinil piridina)2tpy]l, 26: 74%

g [AuCl2(tpy)]: 65.9 mg, 0.151 mmol
g 2-etinil piridina: 31 pg, 0.307 mmol
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g NaOH: 20.8 mg, 0.520 mmol

TH NMR (400 MHz, CDCls) § 9.71 (d, J = 4.9 Hz, 1H, Ha), 8.60 (d, J =
4.7 Hz, 1H, Hk), 8.55 (d, J = 4.5 Hz, TH, HK’), 8.13 (s, 1H, Hg), 8.03 (t,
J =77 Hz, 1H, Hc), 7.86 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Hd), 7.65 = 7.59 (m, TH,
Hf), 7.55 (dd, J = 11.2, 6.7 Hz, 4H, Hi+Hi'+Hj+Hj"), 7.39 (t, J = 6.5
Hz, 1H, Hb), 7.16 (t, J = 10.1 Hz, 3H, He+Hj+Hj’), 2.40 (s, 3H, HMe).
13C NMR (101 MHz, CDCls) § 149.65 (Ca), 147.97 (Ck+Ck’), 141.69
(Ce), 136.99 (Cg), 136.06 (Cf), 129.39 (Ce), 127.54 (Ch), 127.42
(Ch?), 125.35 (Ci+Ci"), 124.83 (Cf), 123.53 (Cb), 122.25 (Cj), 122.07
(Ci"), 120.01 (Cd), 22.22 (CMe). IR (v(em)) 3073, 2992, 2911, 2170,
2141, 1609, 1578, 1557, 1457, 1422, 1237, 1039, 894, 818, 769, 738, 630, 425. MALDI* MS m/z
(%): 533.2 (88, [AuLs]*), 570.1 (100, [M+H]*).

[Au(2-etinil piridina)2ppyl, 27: 94%

g [AuCl2(ppy)]: 64.9 mg, 0.149 mmol
g 2-etinil piridina: 31 pg, 0.307 mmol

g NaOH: 21.5 mg, 0.537 mmol

'H NMR (400 MHz, CDCl3: 6 9.66 (dd, J = 5.8, 0.9 Hz, 1H, Ha), 8.53
(ddd, J = 4.9, 1.8, 1.0 Hz, 1H, Hi), 8.49 (ddd, J = 4.9, 1.8, 0.9 Hz,
1H, Hi"), 8.25 (dd, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H, Hh), 8.04 — 7.97 (m, 1H, Hec),
7.86 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hd), 7.61 (dd, J = 7.7, 1.4 Hz, T1H, He), 7.58
—=7.51 (m, 2H, Hk+Hk’), 7.51 = 7.44 (m, 2H, HI+HI’), 7.38 (ddd, J =
7.3, 5.8, 1.3 Hz, 1H, Hb), 7.33 (td, J = 7.4, 1.5 Hz, 1H, Hg), 7.30 —
. 7.24 (m, 1H, Hf), 7.09 (tdd, J = 7.5, 4.9, 1.3 Hz, 2H, Hj+Hj’). '3C NMR
X ) (101 MHz, CDCI3) 6 167.01 (C1), 155.76 (C2), 151.56 (Ca), 149.75
(Ci), 149.67 (Ci’), 145.66 (C4), 145.55 (C47"), 145.28 (C3), 141.80
(Ce), 136.39 (Ch), 135.99 (Ck), 135.93 (Ck’), 132.24 (Cg), 127.79 (Cf), 127.49 (Cl), 127.48 (CI’), 124.88
(Ce), 124.40 (Cb), 121.99 (Cj), 121.82(Cj’), 120.42 (Cd), 103.98 (C=Cpy), 99.24 (C=Ctpy). IR (v(cm-))
3049, 2164, 2144, 1629, 1607, 1580, 1557, 1458, 1423, 1242, 1151, 777, 751, 728, 630, 414.
MALDI* MS m/z (%): 505.2 (16, [Aul2]*), 594.0 (98, [M+K]*). MALDI- MS m/z (%): 401.1 (100, [Au(2-
etinil piridina)]-), 453.1 (11, [M-(2-etinil piridina)]-).
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MATERIALES Y METODOS: ESTUDIOS FARMACOCINETICOS

COEFICIENTE DE DISTRIBUCION (LOG P7.4)

El coeficiente de particién (Pow) se define como el cociente entre las concentraciones de una sustancia en una
mezcla bifdsica formada por dos disolventes inmiscibles en equilibrio: n-octanol y agua. Este coeficiente
mide la solubilidad diferencial de un soluto en esos dos disolventes.

[Compuesto]n-odanal

Pow=
? [Compuesto]agua

Ecuacién 3.1. Coeficiente de particidén en octanol/agua.

Cuando se trata de moléculas ionizables se utiliza el término de coeficiente de distribucién. Este se mide a
un determinado pH, en este caso se trabaja a pH=7.4 (pH fisiolégico), el cual se consigue con una disolucién
tampén (PBS).

El tampén PBS es una disolucién empleada en procesos bioquimicos ya que su composicién en iones y
osmolaridad es muy similar a la del liquido extracelular de mamiferos. Esta disolucién tampén se preparé

segun la siguiente Tabla:

Tabla 3.1. Composicién del tampén PBS

mM g/l
NaCl 137 8.01
KCI 2.7  0.20

Na:HPO4 20 0.27
NaHPO4 10 1.40

El pH de la disolucién fue llevado hasta 7.4 mediante la adiciéon de HCl o NaOH. El KCI se adiciona para
lograr una osmolaridad similar a la presente en el cuerpo humano, y las sales de fosfato son las especies
amortiguadoras para conseguir y mantener el pH requerido.

Volimenes iguales de los dos disolventes, octanol y agua, se presaturaron y llevaron a equilibrio agitando
vigorosamente durante 72 horas a temperatura ambiente, para después separar las dos fases formadas

con un embudo de decantacién.

Para el ensayo se pesé aproximadamente 1Tmg de cada compuesto en un bote clip, se disolvié en 5 ml de
PBS y 5 ml de n-octanol y a continuacién se agité vigorosamente durante 10 minutos. Transcurrido este
tiempo, la disolucién resultante se centrifuga a 2000 rpm durante 4 minutos, para conseguir una separacioén
de las dos fases. A cada una de las fases se registra su espectro de absorcién en el rango de 200-800 nm.

Para calcular el LogP se usé la siguiente ecuacion:
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loaP Abs max fase orgdnica [Compuesto]fase orgdnica
o = =lo
974 Abs max fase acvosa d [Compueﬂc:]i:use acuosa

Ecuacion 3.2. Cdlculo del logaritmo de P74

ESTABILIDAD TERMICA EN DISOLUCION

La medida de la estabilidad de los compuestos sintetizados, en condiciones fisiolégicas, es decir, a pH 7.4 y
a una temperatura 37°C, se realizé mediante la técnica de espectroscopia de absorcién visible ultravioleta.
Para ello primero se prepard una disolucion 6 mM de cada compuesto en DMSO, y a partir de ésta se
preparé otra disolucion 5:10-5> M en PBS hasta un volumen final de 5 ml. Una vez preparadas las muestras
se mantuvieron en un bafo termostatico a 37°C durante el tiempo total de medida.

De las muestras se obtuvo el espectro de absorcién en un rango desde 200 a 800 nm a diferentes tiempos
(0, 2, 4, 6,8 y 24 horas), para poder asi estudiar la estabilidad de los compuestos.

ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LOS COMPLEJOS CON ASB

En primer lugar, fue necesaria la preparacién de la disoluciéon de ASB (Sigma Aldrich). Para preparar 10 ml
de disolucién se pesé 1.3280 g de ASB y se disolvieron con PBS (10 mM, pH=7.4). La concentracién final de
la disolucién se comprobé mediante un espectrofluorimetro. Para ello se tomaron 50 UL de la disolucién de
ASB y se diluyeron en 1.95 ml de PBS. Con el valor maximo de absorbancia del espectro y utilizando la
ecuacién de Lambert-Beer, conociendo el valor del coeficiente de extincién molar, se pudo calcular la
concentracién real en la disolucién. Esta disolucién se alicuota en tubos eppendorfs de 1.5 ml y se congelq,
para su utilizacién se descongela con un bafio termostatico a 37 °C.

Para medir la interacciéon de los diferentes compuestos con la ASB, se prepara también una disolucion 6 mM
en DMSO de cada complejo de Au.

Para la realizacion del experimento, se prepara una disoluciéon de ASB en PBS (50 UM) para después ir
aumentando la concentracidon del complejo mediante la adiciéon de alicuotas de volimenes de 2.5, 5 0 10
ML. Cada experimento se midié en el espectrofluorimetro esperando un tiempo de 4 minutos tras la adicién
del compuesto de oro, excitando a 295 nm, y en un rango de 310 a 450 nm.

Este estudio se realizé a diferentes temperaturas: temperatura ambiente (298 K), 305 y 310 K para poder
concluir los mecanismos de quenching operativos para cada complejo, asi como para conocer el tipo de
unién y su fortaleza entre el complejo y la ASB.

pdg. 161



Estudios farmacocinéticos

MATERIALES Y METODOS: ESTUDIOS FARMACODINAMICOS

Los experimentos bioldégicos descritos en este trabajo se llevaron a cabo en el Departamento de
Farmacologia y Fisiologia de la Facultad de Veterinaria (Universidad de Zaragoza).

CULTIVO DE LA LINEA CELULAR CACO-2/TC7

El cultivo celular se realizé bajo condiciones estériles en una sala limpia, equipada con una campana de
flujo flujo laminar de clase Il (Telstar AV-100). Durante la manipulacién de las células y de los medios
necesarios, se deben de seguir unas pautas generales para minimizar el riesgo de contaminacién del cultivo
celular:

Antes de cada uso, la campana se esteriliza con radicacién UV durante 30 minutos.

El drea de trabajo debe desinfectarse con etanol al 70% antes y después del uso, y especialmente
después de cualquier derrame de medio, etc.

La buena higiene del usuario es importante: las manos y los antebrazos deben lavarse antes y
después de los procedimientos, usando equipos de proteccién personal y guantes limpios con etanol
al 70% o estériles antes de trabajar dentro de la campana.

Los materiales y reactivos deben mantenerse en condiciones estériles.

Se recomienda el uso de materiales pldsticos desechables cuando sea posible, asi como la
esterilizacién de material de vidrio y otro material mediante el uso de autoclave.

Estd prohibido hablar, comer, etc. en frente de la campana, ya que la boca es una fuente de
contaminacion.

Los experimentos deben realizarse lo méas rdpido posible para evitar la contaminacién, pero se
deben evitar movimientos bruscos dentro de la campana, ya que esto podria desestabilizar el flujo
de aire.

Las células se mantienen en cultivo en una estufa de CO2 (Heraeus BB16), a temperatura constante (37°C) en
una atmésfera humidificada, con un 95% de aire y un 5% de COa. La fuente de humedad se trata con un
desinfectante para evitar contaminaciones de cualquier tipo.

EQUIPOS

Ademds de la campana y de la estufa de incubacién, se utilizaron otros equipos para los experimentos
celulares:

Un bafio termostdtico: los medios de cultivo deben ser precalentados a 37°C para evitar un shock
térmico a las células cultivadas.

Pipeteador, para usar con pipetas de pldstico desechables.

Microscopio invertido (Olympus CK2).

Cdmara de Neubaver de vidrio.

Centrifugadora con accesorio para Eppendorf y tubos cénicos (Eppendorf 5810R).
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MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo utilizado es un Medio Esencial Minimo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), con
alta concentracién de glucosa (4.5 g/l), suplementado con:

20% de suero fetal bovino (SFB): proporciona factores de crecimiento y adhesién, hormonas, lipidos,
minerales, etc. El suero debe descomplementarse previamente por calentamiento a 56°C durante 30
min.

1% de aminodcidos no esenciales 10 mM (AANE): para promover el crecimiento celular vy
viabilidad.

2% de disolucién de L-glutamina 200 mM: es un aminodcido importante con un papel clave en la
sintesis de proteinas y dcidos nucleicos.

1% de disolucién antibidtica (Penicilina 1000 Ul/ml + Estreptomicina 10 mg/ml): previene la
proliferacién de bacterias que podrian interrumpir el crecimiento normal de las células, con una
accién combinada frente a bacterias Gram (+) y Gram (-).

Asi, por ejemplo, para preparar 500 ml de medio completo, se afiaden a 400 ml de DMEM, 100 ml de SFB,
5 ml de AANE 10 mM, 10 ml de L-glutamina 200 mM y 5 ml de disolucién de penicilina-estreptomicina. El
medio completo puede almacenarse a 4°C hasta un mes. Por otra parte, el medio completo debe
precalentarse a 37°C antes de su uso, para evitar dafios a las células.

CRIOCONSERVACION Y DESCONGELACION DE CELULAS CONGELADAS

Las lineas celulares se proporcionan congeladas en nitrégeno liquido para asegurar su preservacion a largo
plazo. Es importante congelar las células en pasajes tempranos para que puedan usarse como una fuente
nueva de células. El vial de congelacién contiene 1.3x10¢ células en un volumen de 1,5 ml de medio de
cultivo, con un 30% de SFB y un 10% de glicerol. El glicerol sirve como agente crioprotector, reduciendo el
riesgo de la formacién de cristales de hielo que podrian provocar dafio celular.

La descongelaciéon es un procedimiento estresante para las células, y debe llevarse a cabo con cuidado. Las
células deben transferirse rdpidamente del contenedor de nitrégeno liquido a un bafio de agua a 37°C.
Una vez que el vial estd casi completamente descongelado, debe introducirse en la campana de cultivo,
limpiando el exterior primero con etanol al 70%. La suspensién celular se coloca en un falcon cénico que
contiene 5 ml de medio de cultivo recién calentado y, después de la homogeneizaciéon con pipeta, la
disolucién se transfiere a una caja de cultivo de 25 cm? y se coloca en la estufa.

MANTENIMIENTO Y SIEMBRA DE LA LINEA CELULAR CACO-2

El subcultivo (o pasaje) es la eliminacién del medio y la transferencia de células de un cultivo anterior a un
medio de crecimiento fresco. La siembra de células en una proporcién de divisién adecuada permite que las
células estén listas para un experimento en 24 horas, o que se mantengan adecuadamente para su uso
futuro en una rutina de subcultivo.

Las células Caco-2 son adherentes, es decir que crecen como monocapas adheridas a una superficie como es
el fondo de una caja de cultivo. Las células adherentes se pueden inspeccionar fécilmente bajo el
microscopio, pero su crecimiento estd limitado por el drea de la superficie, por lo que es importante
establecer un programa de siembra, junto con una relacién de divisién correcta para evitar la confluencia.
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El tapiz celular se tripsiniza semanalmente, cuando las células alcanzan el 80-90% de confluencia, siguiendo
el siguiente protocolo que es apropiado para la mayoria de las células adherentes:

El medio de cultivo se elimina por aspiracién con una bomba de vacio, seguido de la adicién de 5
ml de una disolucién de PBS para lavar las células. Movimientos lentos de la caja ayudan a que se
distribuya mejor el PBS, pero debe realizarse con cuidado para evitar perturbar la capa celular.
Esta operacién se realiza dos veces para asegurar que no quede medio de cultivo.

Se adiciona 1 ml de disolucién tripsina/EDTA (tripsina (0.25%)/EDTA (1 mM)) en PBS, sobre el tapiz
celular.

Las células se incuban de 10 a 15 minutos a 37°C, asegurdndose de que la caja estd totalmente
cerrada.

Después del tiempo de incubacién, se saca la caja de la estufa y se dan unos golpecitos en la parte
inferior de la caja. Las células se extraen con 5 ml de medio de cultivo, pipeteando varias veces
para evitar la formaciéon de grumos que pueden complicar el contaje celular.

Para determinar la densidad celular, se mezclan en un tubo Eppendorf 50 Ul de la suspensién que
contiene las células con 100 Ul de Trypan Blue (dilucién 1:3). Este colorante tifie selectivamente las
células muertas de color azul, ya que atraviesa la membrana de las células muertas, mientras que
las células viables tienen la membrana intacta y no permiten la penetracién de este colorante. Esto
permite distinguir las células vivas y muertas bajo el microscopio. Se depositan lentamente 10 Yl de
la suspensién de células teiidas en la cdmara de Neubaver y, por capilaridad, ésta cubre la
superficie de la cdmara. Asi, se cuentan el nimero de células vivas presentes en las dos cuadriculas
centrales de la cdmara de Neubaver (arriba y abajo), bajo el microscopio invertido, y se calcula la
media de células contadas/cuadricula.

La cuadricula central de la cdmara de Neubauer tiene un volumen de 0.1 mm3, equivalente a 0.1
MI; por lo que la densidad celular puede determinarse mediante el cdlculo:

N° células /ml = Media de célula vivas contadas * 3 (factor de dilucién) *10000 (factor de
conversion)

Ecuacion 3.3. Férmula para la estimacién de la densidad celular utilizando la cédmara de Neubaver.

Conocida la densidad celular, se procede al cdlculo del volumen de suspensidn celular necesario para la

siembra. El nUmero de células a sembrar viene determinado por el tipo de experimento que se va a realizar
(Tabla 3.2).

Para el mantenimiento de la linea celular, el medio de cultivo debe cambiarse cada 2-3 dias, dependiendo
de la tasa de crecimiento de las células, hasta el momento del subcultivo. A medida que las células crecen,
se produce una acidificaciéon del medio por la generaciéon de dcido ldctico, este hecho es visible por el
cambio de color del medio: de rosa a naranja-amarillento, gracias a la presencia del indicador rojo fenol.
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Tabla 3.2. NUmero de células Caco-2 sembradas para la realizaciéon de cada tipo de experimento.

Anexina
Estré ti i6 iemb
Experimento MTT .o Caspasa ,S re.s TrxR Con n.\uqcmn SlenT r,q
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TRATAMIENTO DE LAS CELULAS

El medio de tratamiento utilizado es un medio DMEM preparado segin se ha descrito anteriormente, pero
sin SFB. Con ese medio se prepara una disoluciéon del complejo de Au a la concentracién prefijada; para
alcanzar dicha concentracién se ha partido de una disolucién del complejo de Au de 10 mM en DMSO.

En funcién del recipiente del ensayo se manejan diferentes volimenes de medio con tratamiento:

100 Jl para los pocillos de las placas de 96 pocillos
5 ml para las cajas de 25 cm?
15 ml para las cajas de 75 cm?

Asimismo, cabe destacar que como control a las técnicas realizadas para los estudios de muerte celular y de
mecanismos de accién, como control se ha utilizado una concentracién 20 UM de DMSO. Esta concentracion
se evalud previamente por estudios de viabilidad celular (MTT) en lo que se observd que esta concentracion
no tenia efecto sobre la viabilidad de células Caco-2 tumorales ni de células Caco-2 normales.

ESTUDIO DE LA CITOTOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS MEDIANTE MTT:CALCULO DE ICso.

Para estudiar el efecto de los complejos de Au sobre la viabilidad celular y calcular el valor de su ICso se
realizaron ensayos de MTT en células Caco-2. Estos experimentos se realizaron a 5 y 15 dias post-siembra,
con el fin de poder evaluar la selectividad de los compuestos frente a las células indiferenciadas con un
fenotipo mds parecido a las cancerigenas (células cancerigenas) y las células mas diferenciadas, con un
fenotipo mds parecido a células epiteliales intestinales normales (células normales), respectivamente.

El MTT es un ensayo colorimétrico estdndar basado en la reduccién metabdlica del MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio o bromuro de tiazolil azul tetrazolio), ampliamente utilizado
para la medicién de la proliferacion celular. EI MTT presenta un color amarillo y, puede atravesar la
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membrana mitocondrial de las células viables y ser reducido por la enzima succinica deshidrogenasa para
formar cristales de color purpura de formazdén (1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazan). Estos no son
solubles en agua, pero si en DMSO o en disoluciones de etanol acidificado, entre otros.

La absorbancia a una longitud de onda especifica (500-600 nm, dependiendo del disolvente) de la
disolucién de formazdn resultante estd relacionada con el nimero de células vivas mediante la siguiente
ecuacion:

Abs
Viabilidad celular (%)= contrl x100

t:'5|:|{:|cilk:| con tratamiento

Ecuacién 3.4. Ecuacién para el cdleulo de la viabilidad celular.

El protocolo seguido para determinar la citotoxicidad de los complejos sintetizados es el siguiente:

En cada placa de 96D se han testado 4 complejos, realizando una curva con las concentraciones: 0,
1, 5, 10, 15 y 20 YUM. La concentracién de O UM se corresponde con el control de células no
tratadas (Figura 3.1). Una vez puesto el tratamiento, se deja en incubacién durante 72 h a 37°C en
la estufa.

Se afiaden 10 pl del reactivo MTT (5 mg/ml) a cada pocillo de la placa tratada con los compuestos

y luego se incuba durante 2 h 30 min en la estufa a 37°C.

000000000000
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Figura 3.1. Esquema del disefio de una placa de 96@ para un experimento de MTT. Cada color

representa la incubacién con un compuesto de Au distinto, de forma que en cada placa se testaban
hasta 4 compuestos. En cada pocillo se indica la concentracién (UM) utilizada.
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Se elimina el medio de cultivo por inversién sobre un papel.

Después se afiaden 100 pl de DMSO por pocillo y se agita la placa en un agitador orbital durante

4 min, para disolver los cristales de azul formazan.

Por Ultimo, se mide la absorbancia de los pocillos en un lector de placas a 560 nm (DTX 800
Multimode Detector, Beckman Coulter).

El valor de absorbancia obtenido para las células control (O PUM) se utiliza como el valor de referencia
correspondiente al mdximo de células viables (100%). Se calcula la absorbancia media de los
cuadriplicados correspondientes a cada concentraciéon y se resta la absorbancia media del blanco El
porcentaje de viabilidad celular se calcula respecto a la absorbancia de los pocillos control (100%). Se
representa la gréfica del porcentaje de viabilidad respecto a la concentracién de cada compuesto y se
determina la ICso. Este pardmetro expresa la concentracién de un complejo que produce un efecto inhibitorio
y que es capaz de producir el 50% de la inhibicién méxima posible, y se ha utilizado para determinar la
efectividad de los complejos testados.

ESTUDIOS DE CITOMETRIA DE FLUJO

El principio bdsico de la citometria de flujo es la medicién individual de las células en suspension que se
mueven a través de un sistema de flujo en un corto periodo de tiempo, lo que permite analizar 100-25.000
células por segundo. Cada una de células pasa a través del haz de un laser, que se ha conFigurado a una
longitud de onda especifica; y un complejo sistema de detectores recopila la informacién de la dispersién
de la luz y la emisién en forma de pulsos de voltaje, que se analizan mds a fondo mediante un software
especifico. Las células se deben desagregar antes del andlisis, para que fluyan en una corriente fluida a
través del haz de luz y se puedan medir de forma individual.

Esta técnica permite la adicién de diferentes fluoréforos a la muestra, los cuales se pueden unir a diferentes
componentes nucleares como el ADN, ARN, etc; o pueden conjugarse con antigenos para la deteccién de
proteinas y anticuerpos. Dependiendo de los pardmetros a estudiar, se utilizan unos fluoréforos u otros, y la
intensidad de emisién de los fluoréforos se va a poder comparar con otros fluoréforos o con pardmetros
fisicos, como el tamafio y la complejidad de las células, para obtener diferente informacién.

Los experimentos de citometria de flujo fueron realizados por el servicio cientifico "Separacién celular y
citometria" en el Centro de Investigacidn Biomédica de Aragén (CIBA), dirigido por el Dr. Javier Godino.

Para estos experimentos se requiere un gran nimero de células, por lo que se sembraron en una caja de
25cm?2 10¢ células, y se dejaron crecer durante 5 dias. Es al cuarto dia post-siembra cuando se realiza el
tratamiento con los compuestos de Au (20 UM, 3 ml) y se incuban durante 24 h en la estufa a 37°C.

Transcurridas 24 h con el tratamiento, se realiza la individualizacién de las células Caco-2 por accidon de
tripsina/EDTA (2 ml) durante 30 min. Es importante no superar este tiempo de exposicién, ya que la tripsina
va a poder dafiar la membrana de las células vivas. Posteriormente, se centrifugan a 900 g durante 5 min
a temperatura ambiente. El sobrenadante se descarta, y las células se resuspenden en 5 ml de medio DMEM
sin SFB.

Es entonces cuando se procede a realizar un contaje celular con azul de trypan. Este contaje es necesario ya
que, para poder realizar una medida correcta, conviene alcanzar 10¢ células. Se obtuvieron recuentos de
600-700.000 células/ml, por lo que se tomaron 2 ml de muestra de células de cada caja en un eppendorf.
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Las células se centrifugaron a 900 g durante 5 min a temperatura ambiente y se lavaron dos veces con 1 ml
de PBS.

ESTUDIO DEL CICLO CELULAR

Para el estudio del efecto de los complejos de Au sobre la proliferaciéon celular, se analizaron las fracciones
de las células presentes en cada fase del ciclo celular. Para los estudios de ciclo celular se utilizé como
fluoréforo el yoduro de propidio (Pl), que se va a unir al ADN nuclear de las células con la membrana
plasmatica dafiada.

El protocolo utilizado para el andlisis del ciclo celular es el siguiente:

La alicuota con 10¢ células se centrifuga para eliminar el PBS, y el pellet de células se resuspende
con 1 ml de EtOH (70%) almacenado a -20°C. Es importante que la adicién se haga despacio y a
la vez que se agita con la ayuda de un vortex, para evitar la formacién de grumos.

Las muestras se incuban durante 24 horas a 4°C en oscuridad. Las células a 4°C se pueden
mantener durante semanas.

Las células se centrifugan a continuaciéon a 3000 rpm durante 5 min y se procede a la eliminacién
del sobrenadante; luego se afiaden 500 [l del tampén de marcaje (940 ul PBS 1x, 50 pl PI 1
mg/mly 10 Yl RNase 10 mg/ml).

La muestra se incuba durante 30 min a temperatura ambiente en oscuridad para que se produzca
el marcaje con Pl. Antes de introducir la muestra en el citémetro, se filtra con un filtro de 0.3 um.

El marcaje de las células con el Pl se detecta mediante el citémetro Gallios Flow Cytometry,
Beckman Coulter, disponible en el servicio de citometria del CIBA, y se obtienen los histogramas de
fluorescencia para cada uno de los compuestos testados. La obtencién y el andlisis de los resultados
se llevaron a cabo mediante el programa informdtico: The Beckman Coulter Kaluza Analysis
Software.

Este experimento permite determinar el contenido en ADN celular, que es dependiente de la fase del ciclo
en la que se encuentra la célula; y asi diferenciar entre las poblaciones celulares presentes en cada una de
las fases del ciclo celular: GO/G1, S, G2/M. Los resultados obtenidos se expresan en porcentaje de cada
uno de los tipos de poblaciones celulares.
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Figura 3.2. Ejemplo de un histograma de fluorescencia obtenido por citometria de flujo con tincién con PI.

ESTUDIO DE APOPTOSIS: DETECCION DE FOSFATIDILSERINA

Para este ensayo, se ha utilizado el kit comercial: Annexin V FITC Apoptosis Detection kit (Ref. ANXVKF-
100T) de Immunostep.

La presencia de células apoptdticas se puede estudiar mediante la combinacién de los fluoréforos, 7-
Aminoactinomicina D (7-AAD) y anexina V. El 7-AAD se une al ADN nuclear y, como no es permeable a la
membrana, solo se puede unir al ADN de las células que sufren apoptosis o necrosis tardias, cuando la
membrana celular estd dafiada y presenta defectos. La deteccidn de fosfatidilserina (PS) es una sefial de
apoptosis, puesto que sélo se expone al exterior de la membrana en células en procesos de muerte celular
programa. La membrana celular en células normales estd compuesta mayoritariamente por lipidos como el
colesterol o fosfolipidos, distribuidos de forma asimétrica en la capa externa respecto de la interna. Uno de
los fosfolipidos de la cara interna es la PS, y sélo es externalizada por accién de las flipasas y flopasas
como parte del proceso de sefializacion apoptético. Asi, sélo cuando la PS es externalizada, la anexina V
se va a poder unir a ella en presencia de iones calcio (Ca2*). La anexina V se encuentra conjugada con el
fluoréforo FITC (isotiocianato de fluoresceina), que va a permitir detectar aquellas células en las que se da
la unién PS-Anexina V.

Para determinar el nimero de células marcadas con anexina V-FITC y/o 7-AAD, se continua el
procedimiento anterior centrifugando las células resuspendidas en PBS durante un pulso a méxima potencia
para eliminar el PBS, y el pellet celular se resuspende en 200 Yl de Buffer de Anexina. Para obtener una
lectura adecuada se preparan diferentes muestras a partir de estas suspensiones celulares:

- 2 muestras para cada uno de los tratamientos realizados: 50 Ul de la muestra correspondiente +
2.5 pl de Anexina+ 2.5 Yl de 7-AAD.

- 3 muestras control (para verificar el buen funcionamiento de la tincién y la citometria):
Anexina: 50 Ul de una muestra cualquiera con muerte celular + 2.5 Ul de Anexina.
7-AAD: 50 [l de una muestra cualquiera con muerte celular + 2.5 Jl de 7-AAD.
Células sin marcar: 50 Ul de una muestra cualquiera con muerte celular.
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Todas estas muestras se incuban a temperatura ambiente durante 15 min en oscuridad, para favorecer la
reaccién con 7-AAD. Transcurrido esos 15 min, se afiaden 150 Ul de 1 x Annexin-binding buffer a todas las
muestras y se cuentan las células marcadas con anexina V-FITC y/o 7-AAD en el citémetro de flujo (BD
FACSARIA Cell Sorter, BD Biosciences).

Los datos obtenidos se han representado en forma de distribuciones de frecuencia de puntos (“dot plots”)
donde cada punto representa una célula individual que ha pasado por el instrumento, con su intensidad de
fluorescencia, y que se ha medido a las longitudes de onda de emisién maxima de los marcadores. Los
datos obtenidos en el estudio por citometria de flujo de muerte celular usando anexina V-FITC y 7-AAD se
representan en forma de distribuciones de frecuencia o histogramas de dos dimensiones, como se muestra en
la Figura 3.3. En los histogramas de dos dimensiones o pardmetros se representan en cada eje la intensidad
de fluorescencia de un pardmetro diferente: la interaccién con anexina V-FITC estd representada en el eje
de abscisas, mientras que la interaccién con 7-AAD se representa en el eje de ordenadas.
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Figura 3.3. Histograma de fluorescencia obtenido por citometria de flujo que representa los
diferentes estadios de apoptosis. Células en necrosis (Q1), sélo son marcadas con 7-AAD; células
vivas (Q3), no son marcadas ni con 7-ADD ni anexina V; células en apoptosis tardia (Q2), tefidas
con anexina V y 7-AAD; células en apoptosis temprana (Q1), en las que sélo se detecta anexina V.

ESTUDIO DE APOPTOSIS: DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA CASPASA 3/7.

Para estudiar si los complejos de Au inducian apoptosis en las células Caco-2 mediante la activaciéon de la
via de las caspasas, se determiné la actividad de las caspasas-3 y -7 mediante el kit comercial de
Promega, Caspase-Glo® 3 /7 (Ref. G8090).

Este kit proporciona un sustrato para las caspasas 3/7 proluminiscente, que contiene una secuencia
tetrapeptidica DEVD, en combinacién con la luciferasa y un agente de lisis celular. La adicién del reactivo
Caspase-Glo 3/7 directamente en el ensayo produce la lisis de las células, seguido de la unién de la
caspasa al sustrato DEVD y la generacién de luminiscencia. La intensidad de la luminiscencia es proporcional
a la cantidad de actividad de las caspasas-3 y -7 en la muestra, lo que permite evaluar si los complejos de
Au inducen o no apoptosis por esta via de sefalizacién.
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El protocolo seguido para este ensayo requiere no superar las 20.000 células, segun recoge el protocolo
del kit. De esta forma, se siembra una placa blanca de 96 pocillos con 1.000 céls/pocillo y se incuban a
37°C en estufa. En el dia 4 de crecimiento, se realiza un tratamiento con los compuestos de Au (100 JI) 24 h
a la maxima dosis testada previamente (20 M), realizando tres réplicas con cada complejo.

El reactivo de caspasa se debe preparar cuando vaya a ser utilizado, ya que pierde intensidad de sefial
con el tiempo. Para su preparacién se deben atemperar previamente (1h) el buffer de caspasas 3/7 y el
sustrato liofilizado de la caspasa 3/7. Una vez atemperados, se transfiere el contenido del recipiente del
buffer al recipiente dmbar que contiene el sustrato y se mezcla por inversién hasta que el sustrato esté bien
disuelto. De esta forma se obtiene un volumen final de 2.5 ml.

Al igual que los reactivos, la placa a tratar también debe atemperarse antes de anadir el reactivo de
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Figura 3.4. Disefio de una placa de 96@ para ensayo de caspasas-3/7.

caspasa.

Los complejos testados son 33-35, 38-41 con una concentracion 20 UM. B es el blanco y C- el control
negativo.

Tal y como se recoge en la Figura 3.4, este test requiere de dos tipos de controles: un blanco y un control
negativo. En los pocillos destinados al blanco no se van a sembrar células, testdndose Unicamente el medio
de cultivo, junto con el vehiculo del fdrmaco (DMSO, en este caso) y el reactivo de la caspasa. Esta medida
es necesaria para medir la luminiscencia residual asociada a estos tres componentes. El control negativo es
igual en composicién que el blanco, pero éste si tiene células sembradas. El valor de luminiscencia de estos
controles supone el valor de luminiscencia basal de las células.

Tras 24 horas en incubacién con los complejos, se afiaden tanto a los pocillos tratados como a los controles
arriba mencionados, 100 [l del reactivo de caspasa. La placa se cubre con una pelicula de pléstico
selladora y se agita durante 30 s (300-500 rpm).

A continuacién, se incuba la placa durante 1 hora a temperatura ambiente, y se lee la luminiscencia en un
lector de placas (FLUOstar® Omega, BMG LABTECH).
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A los valores de luminiscencia resultantes se les sustrae el valor medio calculado de los valores del blanco.
Los resultados se obtienen en unidades de luminiscencia (RLU) y se representan como porcentaje respecto del
control.

ESTUDIOS DE ESTRES OXIDATIVO

Para llevar a cabo los estudios de estrés oxidativo se necesita en primer lugar preparar las muestras
mediante la extraccién de proteinas del homogenado celular. Ademds, para la determinacién del contenido
de especies oxidadas, se debe calcular también el contenido de proteina de la muestra mediante el método
de Bradford.

La determinacién del estrés oxidativo en células Caco-2, tanto en proteinas como en lipidos, se lleva a cabo
el 5° dia post-siembra tras 24 h de incubacién con los complejos de Au (20 PUM).

PREPARACION DE HOMOGENADOS CELULARES: EXTRACCION DE PROTEINAS

Para la preparacién de los homogenados celulares y la extracciéon de proteinas, se utiliza un buffer de lisis
Tris-Manitol (Tris 2mM, manitol 50 mM) que contiene inhibidores de proteasas (Complete™, Mini Protease
Inhibitor Cocktail Tablets, Roche), fluoruro de fenilmetilsulfonilo 100 UM, benzamida 25 pg/ml (para
preservar las proteinas presentes en la muestra) y 2% de azida de sodio, para evitar contaminaciones.

Antes de proceder al raspado celular, la caja de 75 cm?2 debe lavarse dos veces con PBS para eliminar el
medio con el tratamiento. A continuacién, se adiciona el buffer Tris-Manitol sobre el tapiz celular y con un
cepillo se raspa para arrastrar las células adheridas en el fondo de la caja. El tapiz raspado se recoge con
una pipeta pasteur, y se lleva a un homogeneizador manual cénico Potter-Elvehjem. Después se realizan 40
subidas y bajadas con giro con la varilla en el Potter.

El contenido celular del Potter se sonica para optimizar la rotura de las células mediante ultrasonidos, por lo
que se trasvasa a un tubo cénico, que se mantiene en hielo en todo momento. La sonicacién, también en
hielo, se hace con un retraso de 10 s entre pulsos (un total de 15 pulsos) para que el calor generado se
disipe y no dafe la muestra.

Una vez sonicada la muestra, se centrifuga a 3000 g durante 10 min a 4°C para eliminar las mitocondrias
y otros orgdnulos y se recoge el sobrenadante, que es el que contiene las proteinas que se quieren analizar.
Del sobrenadante, se toman alicuotas de 100 pl para la determinacion del dafio oxidativo en proteinas,
200 pl para determinacién del dafio oxidativo en lipidos, y 5 pl para cuantificar las proteinas totales
utilizando el método de Bradford.

ESTRES OXIDATIVO EN PROTEINAS: DETERMINACION DE GRUPOS CARBONILOS

De entre todos los biomarcadores posibles para la determinacién de dafio oxidativo en proteinas, se ha
optado por la deteccién de especies carboniladas. Para ello, se ha utilizado el método basado en la
reaccién de los restos carbonilo producidos por la oxidaciéon de proteinas, con la 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) para formar la 2,4-dinitrofenilhidrazona. Esta es un producto estable que puede detectarse
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mediante espectofotometria UV, puesto que el grupo dinitrofenilo (DNP) absorbe luz ultravioleta a 375 nm
con un coeficiente de extincién molar de 22.000 M-! cm’!, lo que permite calcular el contenido de grupos
carbonilo total de una proteina o mezcla de proteinas por medida de la absorbancia a 375 nm.

Para la determinaciéon de grupos carbonilos, se han diluido 100 [l del sobrenadante del homogenado
celular anterior, con 1000 [l de Tris 50 mM, en un tubo eppendorf de 2 ml. A esta disolucién se le afiaden
200 pl de DNPH 10 mM y se incuban las muestras durante 1 h a 37°C, tiempo en el cual se producird la
reaccién. Transcurrido ese tiempo, las muestras se enfrian en hielo, se homogenizan con el vortex y se
afiaden 325 [l de dcido tricloroacético (TCA) 50% frio para la precipitacion de las proteinas.

A continuacién, las muestras se incuban durante 10 min en hielo, y después se centrifugan a 3000 g durante
10 min a 4°C. Se elimina el sobrenadante y el pellet se suspende con 1 ml de etanol/etil acetato (1:1, v:v).
Esta operacién se realiza dos veces para eliminar la DNPH en exceso que no ha reaccionado con los restos
carbonilo.

Por Gltimo, el pellet final se disuelve con 700 Pl de guanidina 6M en HCl a pH 2, y se incuba durante 15
min a 37°C. Se realiza una Oltima centrifugacidon de las muestras a 12.000 g durante 10 min a 4°C para
precipitar los fragmentos insolubles, y se realiza la lectura de la absorbancia del sobrenadante a 375 nm,
en cubeta de cuarzo. Como blanco, se utiliza la disolucién de guanidina en HCI.

La concentracién de carbonilos en la muestra se calcula mediante la ley de Beer-Lambert, y el contenido de
carbonilos se expresa en unidades de nmol de carbonilos por mg de proteina.

ESTRES OXIDATIVO EN LiPIDOS: DETERMINACION DE MDA+4-HDA

Al igual que sucedia con el estrés oxidativo en proteinas, existen numerosos biomarcadores indicadores de
dafio oxidativo en lipidos. Sin embargo, los subproductos de degradacién que se forman son en su mayoria
aldehidos (malonilaldehido) e hidroxiderivados (4-HDA o 4-HNE); por ello, la cuantificacién de la
concentracion de malonilaldehido (MDA) y de 4-HDA (hidroxialquenales) representa un excelente indicador
de peroxidacién lipidica. Asi, se ha utilizado un método basado en la reaccién de un reactivo cromégeno,
N-metil-2-fenilindol, con MDA o con 4-HDA, a una temperatura de 45°C. La condensacién de una molécula
de MDA o 4-HDA con dos moléculas de N-metil-2-fenilindol produce un croméforo estable, en presencia de
dcido metanilsulfonico, que absorbe a 586 nm, lo que permite su estudio por espectroscopia UV.

Para la cuantificacién de MDA + 4-HDA se deben preparar los siguientes reactivos:

Tris 50 mM pH 7.4

Reactivo R1: 1-metil-2-fenilindol 10.3 mM en acetonitrilo.

Reactivo R1/ Metanol: Dilucién 3:1 (v/v) Reactivo R1 con metanol en proporcién 3:1 (v/v).
Reactivo R2: Acido metanilsulfénico.

Reactivo S1: 1,1,3,3-tetrametoxipropano 10 mM en Tris 50 mM pH 7.4.

Reactivo S1 dilvido: Reactivo S1 diluido en Tris 50 mM en proporciéon 1:100.

Para la determinacién de la peroxidacién lipidica por este método, se mezclan 200 Ml del sobrenadante
del homogenado obtenido por el método descrito anteriormente, con 650 Ul de R1/Metanol en un tubo
eppendorf de 2 ml y se homogeniza mediante vortex. Cada muestra se realiza por duplicado.
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Ademds, se debe preparar una recta patrén (por duplicado), con el fin de poder determinar la
concentraciéon de MDA + 4-HDA en las muestras. En la Tabla 3.2 se indican los volimenes y reactivos
necesarios para la preparacién de la recta patrén.

Tabla 3.2. Esquema de las cantidades de las disoluciones de la recta patrén para la determinacién de MDA

+ 4-HDA.
Disoluciones 1 2 3 4 5 6
Reactivo S1 diluido (ul) 0 5 20 30 50 70
Tris 50 mM (ul) 300 295 280 270 250 230
Reactivo R1/metanol (ul) 975 975 975 975 975 975

Por Gltimo, se afade el reactivo R2 tanto a las muestras (150 UI) como a las disoluciones de la recta de
calibrado (225 pl) y se homogeniza mediante vortex.

A continuacién, todas las preparaciones se incuban a 45°C durante 40 min en un bafo termostdtico. Después
se centrifugan a 3000 g durante 10 min a 4°C. Se dejan reposar a temperatura ambiente y se mide la
absorbancia del sobrenadante a 586 nm en un espectrofotémetro (Helios Epsilon, Thermo Scientific).

La concentracién de carbonilos se calcula a través de la recta de calibrado, se representa la absorbancia
de las disoluciones frente a la concentracién del reactivo S1 diluido (mmolar). Los datos de absorbancia
medidos para cada muestra se calculan por interpolaciéon con dicha recta patrén. Finalmente, la
concentracion calculada de MDA + 4-HDA se expresa en nmol por mg de proteina.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE BRADFORD

El ensayo de Bradford es una técnica colorimétrica que permite calcular la cantidad de proteina en
disolucién basada en la absorbancia de la reaccién entre el colorante Azul Brillante de Coomassie G-250 y
los grupos carboxilicos y aminos de los aminodcidos de las proteinas. Cuando el colorante se une a las
proteinas de la disoluciéon se produce un cambio de color desde el marrén-rojo al azul, con el
correspondiente cambio también en su mdximo de absorcién, cambia de 465 a 595 nm.

La cantidad de proteinas totales de la muestra problema se obtiene por interpolacién en una curva patrédn
preparada con cantidades conocidas de albimina de suero bovino (ASB). Para la realizaciéon de la curva
patrén se utiliza ASB 1 mg/ml, prepardndose varios puntos con concentracién ascendente de ASB (por
duplicado), tal como se muestra en la siguiente Tabla:

Tabla 3.3. Cantidades necesarias para la preparacién de la recta patrén de ASB para el método de

Bradford.
Disoluciones 1 2 3 4 5
ASB (ul) 0 2 5 10 15
Tris-Manitol () 20 18 15 10 5
Bradford (ml) 1
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Las muestras se preparan en un tubo eppendorf de 1.5 ml donde se adicionan 5 [l del homogenado celular
obtenido por el procedimiento descrito anteriormente, 15 [l del buffer Tris-Manitol y 1 ml de reactivo
Bradford (atemperado previamente). Todas las muestras se homogenizan mediante vortex y tras 5 minutos,
se mide su absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro. Las concentraciones de proteina en las muestras
problema se determinan extrapolando los valores de absorbancia con los de la recta patrén, expresando
el resultado final en mg por ml de proteina.

ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA TIORREDOXINA REDUCTASA

El método utilizado para evaluar la actividad enzimatica de la TrxR, se basa en la reduccién del écido 5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) con NADPH al dcido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB). Esta reaccién sélo ocurre
cuando la enzima estd activa, y como resultado de la formaciéon de TNB se produce un color amarillo
intenso, que puede detectarse por espectroscopia UV a 412 nm.

ERES  NADPH + H*

\ e
- — TrxR— —
' o
DTNB NADP* TNB

Figura 3.5. Reaccién quimica para la evaluacién de la actividad enzimdtica de la TrxR.

Para este ensayo se utilizé el kit comercial “Thioredoxin Reductase Assay Kit” de Sigma (Ref. CS0170), el
cual contiene los productos necesarios para la preparaciéon de los reactivos que se requieren para la
medida de la actividad de la TrxR:

1 x Assay Buffer

Disolucién de DNTB: 39.6 mg/ml de DNTB en DMSO.

Working Buffer: 100 mM K3PO4 con 10 mM EDTA y 0.24 mM NADPH. Este reactivo se prepara por
adicién de 50 pl de la disolucion de NADPH a 2 ml del Assay Buffer 5x. A continuacién, con agua
miliQ se lleva hasta un volumen final de 10 ml.

Inhibidor de la tiorredoxina reductasa: se diluyen 10 pl del Thioredoxin Reductase Inhibitor Solution
20 veces con DMSO hasta un volumen final de 200 pl.

Control positivo de tiorredoxina reductasa: 5 pl de la Thioredoxin reductase se diluyen 20 veces con

el 1x Assay Buffer hasta un volumen final de 100 pl.

El kit incluye un inhibidor de la TrxR porque se debe cuantificar la reduccién de DNTB a TNB con la TrxR
inhibida, para poder determinar el porcentaje de reduccién que se debe exclusivamente a la TrxR. De esta
forma, a la absorbancia total registrada sin inhibidor se le resta la absorbancia medida con inhibidor.

La reaccién antes mencionada se prepara en una cubeta de 1 ml afadiendo las cantidades de los reactivos,
asi como en el orden que se recoge en la Tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Preparacién de las muestras para medir la actividad enzimdtica de la tiorredoxina reductasa.

Workin 1 x Assa Enzima Inhibidor de TrxR
Muestra Buffer (:I) Buffer (pI); TrxR (M) (M) DTNE (uh)
Blanco 900 70 0 0 30
Control positivo 900 60 10 0] 30
Muestra 900 20 50 0 30
Muestra + Inhibidor 900 0 50 20 30

Una vez que se aifaden los 30 Ul de DNTB, se mezcla la disolucién por inmersién y se mide la absorbancia a
412 nm en un espectrofotdmetro (U-2800A Spectrophotometer, Hitachi) que nos permite medir la cinética de
esta enzima. Para que la medida se estabilice se deja un retraso de 120 s y posteriormente se mide el
cambio colorimétrico en intervalos de 10 s hasta llegar a los 300 s.

La tasa de formacién del color amarillo debida al TNB formado se determina midiendo el incremento en la
absorcién (AA412/min) para cada reaccién. Luego, calculamos la actividad enzimdtica de la TrxR, teniendo

en cuenta el etNg(412 nm) = 14.15 x 103 M-'em-!, mediante la férmula:

412 'min

1415

Actividad Enzimatica = 2 % ¥ Factor dilucién

Ecuacion 3.5. Férmula para el célculo de la actividad enzimdtica.

Donde: AAsi2/min (TrxR) = [ AAs12/min (muestra) - AAs12/min (muestra + inhibidor)], y el factor de dilucién
es 20.

Para el célculo de la actividad enzimdtica se debe tener en cuenta la estequiometria de la reaccién, asi y
dado que cada molécula de DNTB se forman 2 de TNB, se multiplica por dos. Una vez conocida la actividad
enzimdtica, se calcula la actividad especifica segin la ecuacién X, donde el resultado se expresa en
unidades de TrxR/mg proteina.

Actividad enzimatica

Actividad Especifica= -
mg profeina

Ecuacion 3.6. Férmula para el célculo de la actividad enzimdtica.
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ESTUDIOS EN CULTIVOS PRIMARIOS

La realizacién de los experimentos relacionados con los cultivos primarios ha sido llevada a cabo bajo el
procedimiento P43/17, aprobado por el Comisién de Experimentaciéon Animal de la Universidad de
Zaragoza.

MODELO MURINO DE CANCER DE COLON

El modelo murino de induccién de cdncer de colon se basa en la combinacién de dos productos quimicos: el
azoximetano (AOM), que es un agente cancerigeno, y el dextrano sulfato de sodio (DSS), que produce
inflamacién. De esta forma, se utilizaron 15 ratones hembras CD1 (16 semanas, Envigo), a las que se inyectd
intraperitonealmente con una Unica dosis de 12 mg/Kg de AOM el dia 1, seguido de la administracién de 3
ciclos de DSS (3% DSS de peso molecular 40 kDa (Sigma), 5 dias y agua de bebida, 16 dias) y luego,
agua de bebida hasta el final del experimento. El DSS disuelto en agua es téxico para el revestimiento
epitelial del colon y produce colitis grave, que junto con el cancerigeno AOM favorece la proliferaciéon de
procesos tumorales.

Para comprobar el efecto del tratamiento, durante el periodo de administracién del DSS (5dias) y del agua
(5 dias después del DSS), se monitorizaron diariamente el peso de los animales y la cantidad de agua
bebida por ellos. Los ratones mostraron durante el tratamiento pérdidas de peso de hasta un 10%,
inapetencia e inactividad, lo que demostraba la efectividad del tratamiento y la supuesta aparicién de
lesiones tumorales en el colon. Para favorecer en todo lo posible el bienestar de los animales, durante el
periodo de los ciclos de DSS, se les humedecié los pellets de la comida con agua y se les administré 1 ml de
solucién salina fisiolégica por via oral, con el fin de mejorar su hidratacién. Sin embargo, lamentablemente
algunos ratones no pudieron soportar el tratamiento y murieron antes de finalizarlo. En total, se utilizaron
para obtener tumores de colon un total de 10 ratones. Los tumores de colon se aislaron de los ratones
tratados con AOM/DSS a partir de las 10 semanas de haberse iniciado el protocolo.

CULTIVOS PRIMARIOS DE COLON DE RATON

Para este protocolo se requiere, en primer lugar, la preparacién de tres medios distintos: medio de
digestiéon enzimdtica (MDE), medio de cultivo completo (MCC) y medio de recogida y almacenamiento de
tejido (MRA), que se preparan de acuerdo a la siguiente Tabla:

pag. 177



Estudios farmacocinéticos

Tabla 3.5. Componentes y concentraciones del medio de digestién enzimdtica (MDE), del medio de cultivo
completo (MCC) y el medio de almacenamiento de tejido (MRA).

Casa Comercial Compuestio MDE MCC MRA
Thermo Fisher DMEM 25 ml 40 ml 25 ml
Thermo Fisher Suero Fetal Bovino 125 pl 10 ml 250 pl

(SFB)
Penicilina /Estreptomicina
(104 U/ml/104 ug/ml)
Anti/Anti 100x
Thermo Fisher (Antibidtico- 250 ul 500 i 250 ul

Antimicdtico)

Gentamicina (50

Thermo Fisher 250 pl 500 pl 250 pl

Thermo Fisher 25 Jl 50 pl 250 ui
mg/ml)
Thermo Fisher Glutamina (200 mM) 250 pl 500 pl
Sigma Insulina (100 Ul/ml) 25 jl 50 dI
Thermo Fisher Colagenasa I (20 50 i
mg/mi)
Sigma EFG (50 ug/ml) 5 ul 10 uI
Roche, Sigma Dispasa | (40 mg/ml) 50 i

Los ratones, tras pesarlos y anotar los sintomas clinicos externos, se sacrifican por dislocacién cervical. A
continuacién, se colocan decuibito supino y se limpia el abdomen con etanol. Utilizando material quirdrgico
estéril, se realiza una incisién por la linea alba, para acceder a la cavidad abdominal, con cuidado de no
tocar el tejido. Se corta por el eséfago y se tira agarrando por el estémago con ayuda de una pinza.
Después, se corta por el recto y se estira para que salga todo el paquete intestinal.

A continuacién, se coloca todo el aparato digestivo en una placa de Petri con PBS. Se corta el colon, el
segmento de intestino localizado entre el ciego y el ano, y se abre en sentido longitudinal con unas tijeras
de microcirugia. Se lava con PBS el contenido intestinal y se coloca el colon estirado, con la serosa hacia
arriba, sobre un papel de aluminio. Con ayuda de un papel secante se le da la vuelta para que los tumores
localizados en la mucosa queden a la vista. Se localizan los tumores en el colon con la ayuda de una lupa.
Los tumores se seccionan con 2-3 mm de tejido normal para no dafar el tejido tumoral y se sumergen
inmediatamente en medio MRA, donde pueden estar hasta 3h a temperatura ambiente.

Ademads, se tomaron también muestras de pulmén para aislar los fibroblastos como control positivo de la
técnica, las cuales también se sumergieron inmediatamente en medio MRA.

El tejido de un tumor completo o un trozo de tumor de 4-9 mm2 almacenado en MRA se tritura con ayuda de
dos bisturis en un volumen total de 1 ml de MDE en una placa de pléstico circular estéril de 10 em?2. Los
trocitos de la muestra deben de ser lo suficientemente pequefios como para que pasen por una pipeta de
10 ml.

Una vez molida la muestra, se introduce en un falcon estéril de 15 ml que contiene 5 ml de MDE y se
incuban de 4 h, a 150 rpm a 37°C en un incubador con agitacion.
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Transcurrido ese tiempo, las muestras se centrifugan 5 min a 540 g, y se retira el sobrenadante de MDE. El
pellet se resuspende en 2 ml de DMEM. Este paso se repite dos veces. Las células tumorales se resuspenden
finalmente en 2ml de MCC. La suspensién de células en MCC se filtra con un filtro de células de Nylon estéril
de 100 Um en un Falcon de 50 ml.

A continuacién, se procede al contaje de las células presentes, utilizando la cdmara de Neubauer. Se
obtuvieron contajes de 600.000-3-10¢ células/ml. Las células tumorales se sembraron en una placa de 963,
a una concentracién entre 100.000-300.000 células/pocillo. Las células se incubaron sin tocarlas durante
dos dias en la estufa a 37°C y posteriormente, el medio de cultivo MCC se cambiaba cada dos o tres dias.

A los 7 dias post-siembra, se llevaron a cabo con estas células los estudios de apoptosis en los que se
determinaba la presencia de fosfatidilserina mediante marcaje con 7-AAD y Anexina V-FITC en el citémetro
de flujo.

ANALISIS DE DATOS Y HERRAMIENTAS INFORMATICAS

Los datos obtenidos que se obtuvieron de cada ensayo y/o medida se registraron y trataron con el
programa Microsoft Excel de Microsoft Office. Una vez se habia realizado en tratamiento matemdtico, se
utilizé el programa de andlisis estadisticos Prism 5.02 de Graphpad Software.

En el caso de los estudios de viabilidad celular, se realizaron test ANOVA de 1 via y un post-andlisis
Bonferroni para evaluar diferencias entre la viabilidad celular y la dosis administrada del complejo de Au.
Asimismo, para el cdlculo de ICso se realizaron andlisis lineales no regresivos. Para el resto de estudios de
apoptosis y sus mecanismos asociados, se compard cada uno de los tratamientos con los complejos de Au con
muestras control sin tratar mediante una prueba t de Student no pareada. Los resultados se expresaron
como media t el error estdndar de la media (EEM). Se consideré un intervalo de confianza del 95%,
estableciendo el grado de significacién en p<0.05.
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CONCLUSIONES

Se han estudiado diferentes métodos para
la obtencién de derivados ciclometalados de Au(lll): [AuCI2(CN)] (CN: 2-tolilpiridina (tpy), 2-
fenilpiridina (ppy) y 2-bencilpiridina (bzp)), sin que se haya podido encontrar un método general que
haya permitido su obtencién; y consecuentemente su posible extensién a otros ligandos. Asimismo, ha
sido necesario optimizar procedimientos para cada uno de ellos, de forma que los derivados con 2-
tolil y 2-fenil piridina, se han obtenido por calentamiento en estado sélido; mientras que el derivado
con 2-bencil piridina se ha obtenido por reaccién a reflujo en mezcla de MeCN/agua, optimizada a
una relacién 1:4.

A partir de los derivados anteriores, se han sintetizado derivados ciclometalados por sustituciéon de uno
o dos (generalmente dos) grupos cloruro, por otros ligandos. De esta forma, se han obtenido
diferentes complejos con  férmula [AuX2(CN)] X: 2-mercaptopirimidina,  4,6-dimetil-2-
mercaptopirimidina, 2-tiouracilo, tiourea, acetato, L-fenilalanina, D/L-metionina, p-tolilacetileno y 2-
etinilpiridina. Dichos complejos se han caracterizado por las técnicas habituales de caracterizacion
estructural, incluido difraccién de rayos X para el complejo: [Au(C=Ctolilpy)(tpy)].

En todos los productos anteriores de Au(lll), junto con complejos de Au(l) de férmula general
[AuX(P(N(Me)3)2)] X: 2-mercaptopiridina, 2-mercaptopirimidina, 4,6-dimetil-2-mercaptopirimidina, 2-
Mercaptobenzotiazol, 2-mercaptotiazolina, 2-mercaptobenzimidazol, 2-tiouracilo, fenilacetileno,
tolilacetileno, 4-metoxi-fenilacetileno, 4-Cl-fenilacetileno, 4-Br-fenilacetileno, 2-etinil piridina y 3-etinil
piridina, se han evaluado sus propiedades ADME: solubilidad en agua, coeficiente de reparto en
octanol-agua, estabilidad en condiciones fisioldgicas e interaccién con proteinas de transporte.
Ademads, se han caracterizado por difracciéon de rayos X los derivados de Au(l), [Au(2-Mercapto-4,6-
dimetilpirimidina)HMPT],  [Au(2-Mercaptobenzotiazol)HMPT], [Au(4-OMe-fenilacetileno)HMPT] vy
[Au(Tolilacetileno)HMPT]. Estos derivados mencionados, presentan inicialmente unas propiedades que
aconsejan testarlos como posibles agentes antitumorales.

Todos estos derivados, al ser testados en la linea celular de carcinoma de colon humano, Caco-2/TC7,
presentan valores de ICso que, en el caso de los derivados de Au(l) varian entre 3.08 y 7.4010.20
MM, lo que les hace ser mejores que el cis-platino (45.618.08), y buenos candidatos para futuros
estudios. En el caso de de los complejos de Au(lll), sélo los derivados [Au(Spym)(ppy)], [AuCI(2-TU)L]
L=tpy y bzp, [Au(tolilacetileno)2tpy] y [Au(Phe)(ppy)ICl presentan actividad citotéxica para estas
células tumorales.

Tan importante o mds, que la posible actividad citotéxica frente a células tumorales, es que los
derivados que van a seleccionarse, no presenten actividad frente a células normales. Asi, sélo los
derivados de Au(l): ([Au(2-Mercaptobenzimidazol)HMPT] y [Au(2-Tiouracil)HMPT]), con unidades tiol; y
los complejos: [Au(Fenilacetileno)HMPT], [Au(4-Br-fenilacetileno) HMPT], [Au(4-Cl-fenilacetileno) HMPT],
[Au(2-etinilpiridina) HMPT] y [Au(3-etinilpiridina) HMPT], con unidades alquinilo, que mostraban efecto
sobre células tumorales, no muestran efecto sobre la viabilidad celular en células Caco-2 confluyentes
al 100%, que se comportan como células epiteliales normales.
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Se han estudiado los mecanismos de accién para los complejos de Au(l) eficaces de forma selectiva
para las células tumorales: estudios de ciclo celular, apoptosis y estrés oxidativo; resultando que los
complejos [Au(C=CR)HMPT] R:4-cloro-fenil, 4-bromo-fenil, 2-piridina y 3-piridina son complejos
proapoptéticos mediante la externalizaciéon de fosfatidilserina en la membrana celular. A su vez,
también son compuestos que alteran del ciclo celular, mientras [Au(C=CR)HMPT] R:4-cloro-fenil, 4-
bromo-fenil y 3-piriding, lo hacen en la fase G2/M, R:2-piridina lo hace en la fase S.

Estudios del efecto del estrés oxidativo en las principales biomoléculas, lipidos y proteinas, concluye
que los derivados testados no infringen dafio oxidativo en proteinas pero si en lipidos. Esta oxidacién
en los lipidos de membrana podria ser el resultado de la inhibicién sobre la enzima antioxidante
tiorredoxina reductasa, observada por parte de los complejos de Au(l) estudiados (a excepcién del
derivado con 2-mercaptobenzimidazol).

En un intento por confirmar los resultados en un modelo mds cercano al tumor real, se han realizado
estudios de deteccidon de fosfatidilserina en células obtenidas por cultivos primarios de tumores de
colon de ratén. Los resultados obtenidos indican que todos los complejos de Au(l) testados, inducen la
muerte celular programa por esta via de sefializacién. La discrepancia observada con los estudios in
vitro, se explican a que en efecto son estudios distintos, y sin lugar a dudas los cultivos primarios son un
modelo maés realista al cdncer de colon in vivo. Estos resultados refuerzan las buenas propiedades de
estos derivados como alternativa a la quimioterapia actual.
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