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1 RESUMEN/RESUMO/ABSTRACT






RESUMEN

El uso de los metales en el campo de la medicina data de hace més de
5.000 arios, y el disefio racional de metalofarmacos ha sido un area
profundamente estudiada desde la inclusion del cisplatino en clinica. Su
éxito como tratamiento antitumoral ha guiado la busqueda de complejos
que puedan mejorar sus resultados y hacer frente a los efectos adversos
ligados al mismo, abriéndose camino los compuestos organometalicos.
En este trabajo hemos empleado tres compuestos con estructura “half-
sandwich”, que se diferencian fundamentalmente en su centro metélico:
Ru (11), Rh (1), Ir (111), presentando todos ellos capacidad antitumoral,
pero desencadenando alteraciones bioldgicas diferenciadas que inician
el mecanismo de muerte a través de distintas vias. Ademas, se ha
estudiado su capacidad biocida debido al creciente problema asociado
a la resistencia antimicrobiana, introduciendo un segundo grupo de
compuestos, clusteres atomicos cuanticos de plata, que presentan
propiedades prometedoras en este campo.



RESUMO

O uso dos metais no campo da medicina remontase a mais de 5.000
anos atras, e o desefio racional de metalofarmacos foi profundamente
estudado dende a inclusién do cisplatino na clinica. O seu éxito como
tratamento anticanceroso guiou a procura de complexos que poidan
mellorar os seus resultados e superar os efectos adversos ligados 6
mesmo, abrindose camifio 0s compostos organometalicos. Neste
traballo estudamos tres compostos con estrutura “half-sandwich”, que
se diferencian fundamentalmente no seu centro metalico: Ru (1), Rh
(1, Ir (1), presentando todos capacidade anticancerosa, pero
desencadeando alteracions bioloxicas diferenciadas que inician o
mecanismo de morte a través de distintas vias. Estudouse ademais a sua
capacidade biocida debido o crecente problema asociado & resistencia
antimicrobiana, introducindo un segundo grupo de compostos, cllsteres
atdbmicos cuénticos de prata, que presentan propiedades prometedoras
neste eido.



ABSTRACT

The use of metals in the medical field dates back to more than 5,000
years. The rational design of metal compounds has been a deeply
studied field since the inclusion of cisplatin in the clinic. Its success as
an antitumor treatment has led the search for complexes that can
improve its results and deal with the side effects associated with it,
opening the way for organometallic compounds. In this research, we
have used three compounds with a "half-sandwich™ structure which
differ mainly in their metallic center: Ru (11), Rh (I11), Ir (I1I). These
compounds caused different biological alterations that initiated the
death mechanism through different pathways demonstrating antitumor
capacity. Furthermore, its biocidal capacity has been studied due to the
increasing problem associated with antimicrobial resistance,
introducing a second group of compounds, silver quantum atomic
clusters, which have promising properties in this field.
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Los metales se han usado en el campo de la medicina desde hace unos
5.000 afios debido a que existia la creencia de que los metales preciosos
podrian poseer también propiedades beneficiosas para la salud 1. A
pesar del uso historicamente probado de los mismos, que se remonta
por lo tanto a las civilizaciones antiguas de Mesopotamia, Egipto, India
y China, la quimica inorganica en el campo de la medicina es
considerada una disciplina bastante joven. Esto es debido a que los
mecanismos de accion de los medicamentos con base metélica,
conocidos como metalofarmacos, se fueron estableciendo tiempo
después de la descripcién de las propiedades medicinales de los
mismos. Los iones metalicos desempefian papeles fundamentales en los
procesos bioldgicos, y su introduccion intencionada en el sistema
biolégico humano ha ido resultando de gran utilidad tanto en el
tratamiento como en el diagndstico de enfermedades?®

En la actualidad, previamente a la evaluacion clinica de un
determinado compuesto, se debe establecer su mecanismo de accion,
pero durante el desarrollo temprano de los metalofarmacos, éste era
asumido o pasado por alto con la finalidad de encontrar posibles
tratamientos de manera mas inmediata®. Estos compuestos son los
protagonistas de una larga historia en la quimica médica, siendo en el
afio 1910 cuando Paul Ehrlich describi6 el primer compuesto de estas
caracteristicas con potencialidad clinica, el Salvarsan®, un compuesto
organoarsénico con actividad antimicrobiana que fue utilizado en el
tratamiento de la sifilis hasta que se reemplazé por la penicilina después
de la segunda guerra mundial.>* EI método de trabajo seguido por este
investigador supuso el nacimiento de la quimioterapia, entendiéndola
como el uso de farmacos que actian de forma especifica contra algun
patégeno en particular sin dafar al huésped, acufiando el término de
“bala magica” para designar a estos agentes terapéuticos ideales. Paul
Ehrlich fue clave en la transicion de la farmacologia experimental a la
terapia farmacoldgica, ya que se centré en la sintesis de farmacos
disefiados contra una diana especifica. Para ello, rompiendo con la
tendencia de estudiarlos sobre animales o tejidos sanos, hizo hincapié
en la necesidad de reproducir enfermedades en animales y a partir de
los mismos iniciar la evaluacion de posibles farmacos. >°



Con la aproximacion de Ehrlich se asentaron las bases
experimentales de una renovada farmacologia, que seguiria el siguiente
flujo de trabajo: 1) sintesis de estructuras quimicas que presentaran
diferentes variaciones entre si con la finalidad de encontrar la
aproximacion mas adecuada; 2) cribado farmacoldgico para evaluar su
eficacia; 3) modificacion de la estructura de estas sustancias toxicas
buscando hacerlas lo mas seguras posibles o bien sintesis de nuevas
sustancias a partir de estos resultados. Tenemos, por lo tanto, desde los
inicios del siglo veinte, la aproximacion sistematica clave para la
obtencion de farmacos, situandose aqui el inicio de la quimica
inorganica médica, relacionada con el estudio y desarrollo de complejos
metalicos con actividad terapéutica o de diagndstico. >*° Esta presenta
dos focos principales de estudio: en primer lugar, farmacos (ligandos)
cuya diana esta determinada por la presencia de iones metalicos en los
sistemas bioldgicos, ya sean libres o unidos a proteinas; y, en segundo
lugar, compuestos en los que el ion metalico central juega un papel
fundamental en su mecanismo de accion.” Las aplicaciones médicas
desarrolladas gracias a esta disciplina supusieron un progreso
impresionante en el campo de la medicina, pudiendo destacar: uso de
radiofarmacos de terapia y de diagndstico, agentes de contraste para
imagen por resonancia magnética (IRM), uso de agentes metalicos
como compuestos terapéuticos y de diagndstico, como agentes
antitumorales, inhibidores enzimaticos, reconocimiento de proteinas, 0
suplementacion de elementos esenciales.®®

A pesar del papel fundamental de los experimentos de Ehrlich en
el desarrollo de este campo, cabe mencionar que la expansiéon del
mismo se deberia situar en el afio 1965, con el descubrimiento casual
de la actividad antitumoral del cisplatino, llevado a cabo por Barnett
Rosenberg y Loretta VanCamp mientras estudiaban el efecto de una
corriente eléctrica en Eschirichia coli. Encontraron que la division
celular  resultaba inhibida por la produccion de cis-
diaminodicloroplatino (I1), o cisplatino, a partir de electrodos de
platino: la bacteria alcanzaba hasta 300 veces su tamafio normal pero la
division celular no tenia lugar.®° Estudios posteriores indicaron que
este compuesto poseia actividad antitumoral, hallazgo que condujo a la
investigacion y desarrollo de metalofarmacos como agentes
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antitumorales. Dicho compuesto habia sido descrito por Michele
Peyrone en el afio 1844, Alfred Werner descubrid su estructura en el
afio 1893, y su mecanismo de accion, descrito inicialmente en el afio
1985,1112 se contintia estudiando en la actualidad, cuando ya han pasado
55 afios desde que se descubrié su capacidad antitumoral y 42 desde
que la FDA estadounidense aprob6 su uso en la clinica. Con esto queda
clara la importancia del desarrollo de esta disciplina de trabajo que
estrechd los lazos entre la quimica y la medicina y permitié que en la
actualidad contemos con numerosos metalofarmacos envueltos en
estudios clinicos. 8131415

Gracias a las técnicas analiticas de las que disponemos en la
actualidad se estan produciendo grandes avances en la descripcion de
metalofarmacos disefiados en el laboratorio, asi como en la
determinacion de las bases moleculares de sus mecanismos de accion.
Ademas, el desarrollo de la quimica médica inorgéanica esta impulsado
por el creciente conocimiento acerca de las funciones que presentan los
iones metalicos en los sistemas bioldgicos. Actualmente, se cree que
son 24 los elementos esenciales para la vida de los mamiferos (H, C, N,
O, F, Na, Mg, Si, P, S, Cl, K, Ca, V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Se, Mo, Sn, y
1), pero incluso éstos pueden ser toxicos a dosis altas. A pesar de que la
bioquimica de varios de los mismos todavia no se conoce en
profundidad, incluido su papel en las enfermedades, representan un
buen punto de partida para el desarrollo de este tipo de compuestos. De
esta manera, aunque la deteccién aleatoria de posibles farmacos a partir
del cribado de bibliotecas de compuestos sigue siendo Util, el disefio
racional ha ido ganando importancia. La descripcion de las
caracteristicas que pueden proporcionar utilidad clinica a estos
compuestos se ha ido estableciendo a lo largo de numerosos estudios,
tomando como base los ya comentados primeros casos de éxito en el
campo: el Salvarsan® y el cisplatino. El primero revoluciond la
investigacion de los antibioticos, y el segundo inspird el desarrollo de
nuevos metalofarmacos para diagnosticar y tratar enfermedades como
la diabetes, el Alzheimer y el cancer.84

En el disefio de este tipo de farmacos se debe tener en cuenta que
el comportamiento del ion metalico dependera del contexto biolégico
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en el que se encuentre, por lo que la determinacién de la diana a la que
queremos dirigir el farmaco resultara clave en este proceso.

2.1 DISENO DE METALOFARMACOS
El trabajo realizado por Alfred Werner acerca de la estructura de los
complejos metalicos asent0 las bases de la quimica inorganica para
entender que los metalofarmacos podian proporcionar mecanismos de
accion inaccesibles para otro tipo de compuestos. Son mucho mas
versatiles de lo que se pensaba inicialmente, pudiendo ajustar casi a
voluntad sus caracteristicas para conseguir una actividad bioldgica y
mecanismo de accion determinados. 6t

Con estos trabajos de Werner, publicados en el afio 1893 (cuando
todavia no se conocia el papel del electron, indispensable actualmente
en la explicacion de los enlaces quimicos), nace la “quimica de
coordinacién”, que hoy en dia es la que se encarga del estudio de los
compuestos o complejos de coordinacién, definidos por la Union
Internacional de Quimica Puray Aplicada (IUPAC) como aquellos que
estan formados por un atomo central, generalmente un metal, unido a
un conjunto de otros &tomos o grupos de atomos denominados ligandos,
y que en un primer momento recibieron el nombre de
Verbindungenhéher: compuestos de orden superior. Werner sugirio
ademas que los metales tienen dos tipos de valencia: Hauptvalenz o
primaria (ionizable), y Nebenvalenz o secundaria (no ionizable), asi
como que cada metal tendria un numero caracteristico de valencias
secundarias dirigidas en el espacio para dar una conformacién
geométrica definida. Después de numerosos experimentos, encontrd
que dependiendo del nimero y tipo de moléculas en la estructura
secundaria se obtenian un ndmero especifico de compuestos, los
isdmeros. Para explicar esto tuvo que proponer la configuracion que
debian tener las moléculas asociadas a la valencia secundaria, y fueron
necesarios muchos estudios para que la comunidad cientifica diera
credibilidad a todas sus conclusiones. 168

De esta manera, en el disefio de metalofarmacos como agentes
terapéuticos y de diagndstico, con la finalidad de controlar su
reactividad y modificar sus propiedades, se tendran en cuenta las
siguientes caracteristicas: la eleccion del metal, el nimero de
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coordinacion (Nebenvalenz); el estado de oxidacion (Hauptvalenz); el
tipo, numero y propiedades de los ligandos; la estabilidad
termodinamica; la estabilidad cinética; y la estabilidad nuclear. Como
parametros transversales relacionados con la eleccion de todas estas
caracteristicas, nos encontramos el control de la toxicidad (efectos
secundarios) y la eleccién del blanco en tejidos, 6rganos o células
especificas donde es necesaria la actividad del metal. Por otro lado, cabe
sefialar que los iones metalicos pueden ser introducidos en los sistemas
bioldgicos, pero también retirados mediante ligandos que se uniran
selectivamente a los mismos, y de esta forma el tratamiento y
entendimiento de numerosas enfermedades se ven beneficiados por los
avances en el disefio selectivo de este tipo de compuestos terapéuticos
y de diagndstico. 161719

Respecto al control de la toxicidad, debemos tener en cuanta en
primer lugar la cantidad del metal que acepta un organismo, lo que ha
supuesto un problema a la hora de sintetizar estos farmacos, ya que su
determinacion no resulta facil. Actualmente disponemos de
aproximaciones analiticas que nos permiten conocer mucho mejor la
dinamica de los metales en el organismo, y en un primer momento se
tomo6 como base el diagrama de Bertrand (1912). En el mismo (Fig. 1A)
se representd la curva dosis-respuesta de los elementos metalicos
esenciales: su rango de exposicién segura esta limitado en dosis bajas
por sintomas de deficiencia y en dosis altas por sintomas de toxicidad
de creciente gravedad, y jugando con esto podemos definir la ventana
con potencialidad terapéutica (Fig. 1A). Hoy en dia se puede diferenciar
entre elementos esenciales y no esenciales fijAndonos principalmente
en su curva dosis-respuesta (Fig. 1B), y aunque esta clasificacion se
encuentra bajo debate debido a que las funciones moleculares de ciertos
elementos todavia no estan bien definidas, cabe tenerlo en cuenta a la
hora del disefio de los metalofarmacos. Otro punto importante en la
eleccion del ion metélico, es que se trate 0 no de un metal pesado; los
problemas de salud asociados a su acumulacion supusieron un estigma
a la hora de popularizar el uso de este tipo de compuestos en la clinica.
De esta manera, las ventanas terapéeuticas se definen rigurosamente para
minimizar los efectos secundarios: la utilidad de cualquier farmaco es
un equilibrio entre su actividad y su toxicidad.>"?
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El complejo que albergard el ion metélico deberd presentar una
estructura con unas caracteristicas especificas que contribuiran a
disminuir la temida toxicidad, y actualmente se pueden diferenciar dos
clases de metalofarmacos con potencialidad clinica: los clasicos
complejos  metalicos de coordinacion 'y los compuestos
organometalicos. En los complejos de coordinacion, el metal se une a
una molécula o fragmento por un atomo distinto del carbono, y los
compuestos organometalicos se definen como complejos metalicos que
contienen al menos un enlace directo, covalente metal- carbono. Que
estos sean las clases de metalofarmacos con potencialidad clinica que
encontramos en la actualidad se debe al desarrollo del campo a partir de
los buenos resultados que se han ido obteniendo con el cisplatino en el
tratamiento de diferentes tipos de céancer, lo que promovié la
investigacion de otros compuestos con estructura similar.??2

A) Diagrama de Bertrand

Efectos fisiologicos

Esencial \ Terapéutico

A
A
\
“Téxico A

B) Dosis-respuesta de elementos esenciales(izquierda) y no esenciales (derecha)

respuesta optima

< < ,
= - sin respuesta
7 e p
[ w
—] =]
o o
7] efectos 7 efectos
= adversos & adversos

DOSIS DOSIS

Figura 1. A) Diagrama de Bertrand ilustrando la variabilidad de respuesta
fisiologica ante dosis crecientes de un determinado metal. Se representan las

14



diferencias entre un elemento esencial, tdxico y terapéutico, encontrandose bajo el
eje de las X los valores que resultarian toxicos para el organismo. (Adaptado de
Thompson, K, Encyclopedia of Inorganic Chemistry, 2010; con permiso de Elsevier,
nimero de licencia 4970270355155). B) Grafico dosis-respuesta de elementos
esenciales y elementos no esenciales. Se representa en el eje de las Y el nivel de
respuesta obtenida frente a concentraciones crecientes en el eje de las X,
correspondiéndose la grafica que encontramos a la izquierda con la curva dosis-
respuesta de los elementos esenciales, y la de la derecha, con la de los elementos
no esenciales (Adaptado de Metallomics,2012,4,1017-1019; con permiso de Elsevier,
numero de licencia 1084395-1).

Dentro del grupo formado por los complejos de coordinacion
encontramos al cisplatino, un complejo inorganico de geometria plano-
cuadrada, y los resultados clinicos obtenidos con el mismo propiciaron
que se realizaron numerosos estudios para determinar qué
caracteristicas estructurales serian las que responsables de dotar de
actividad antitumoral a un compuesto de platino. Cleare y Hoeschele,
mediante el anélisis de numerosos compuestos analogos al cisplatino,
fueron los que establecieron, en el afio 1973, estas relaciones actividad-
estructura, determinando que los criterios estructurales que se tendrian
que seguir son:% a) los compuestos deben tener dos grupos amino con
geometria cis (resultando inactivos los de geometria trans); b) es
necesario, aunque no suficiente, que los compuestos tengan dos grupos
salientes que sean cis entre si, entendiendo grupos salientes como
aquellos que se pierden més facilmente; ¢) los compuestos deben ser
neutros (asi cuando se encuentren circulando por el organismo seran
inactivos, y una vez en el ambiente intracelular sufriran el proceso de
activacion); d) los compuestos con menos sustituyentes alquilo sobre la
amina son mas activos, debiendo poseer cada ligando amina al menos
un hidrégeno unido al nitrégeno; €) la facilidad con la que se pierdan
los grupos salientes afectard a la actividad y toxicidad de los
compuestos, siendo preferible que estos grupos salientes sean solo
moderadamente faciles de eliminar. La estructura general de estos
complejos sera la mostrada en la Fig. 2A, donde la X representa a los
grupos salientes y el ligando R serd un hidrogeno o un sustituyente
alquilo. La gran mayoria de los compuestos de platino que se han
testado se adhieren a estos criterios, pero nos encontramos todavia con
pocos ejemplos que hayan llegado a la clinica.
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Figura 2. A) Estructura general de los compuestos de platino con potencialidad
antitumoral. R= sustituyente alquilo o H; X= grupo saliente. (Adaptado de R.
Alderden, M. Hall, T. Hambley et all, Journal of Chemical Education; con permiso
de Copyright (YEAR) American Chemical Society, 2006) B) Metalofarmacos con base
de platino aprobados en el tratamiento contra el cancer.

Los primeros esfuerzos en el desarrollo de complejos de platino se
Ilevaron a cabo por el grupo de trabajo de Rosenberg, en el afio 1969,
siendo los responsables del desarrollo del carboplatino, que, junto con
el oxaliplatino y el cisplatino, son los unicos compuestos de platino que
han sido aprobados por la FDA para el tratamiento de una amplia gama
de canceres (en 1989, 2002 y 1978, respectivamente). Representan el
50% de las terapias antitumorales, destacando su actividad terapéutica
en un conjunto de tumores sélidos. Cerca de 40 complejos de platino
han alcanzado los ensayos clinicos, siendo el mas prometedor el
satraplatino, que podria wunirse a los 3 nombrados con
anterioridad.*3?*% La estructura de todos estos compuestos de platino
(11) es plano cuadrada (Fig. 2) y se adecUa a la establecida por Cleare y
Hoeschele, destacando también otros compuestos cuyo uso clinico se
aprobd en ciertos paises: el nedaplatino y el miriplatino, el lobaplatino,
y el heptaplatino, aprobados, respectivamente, en Japén, China y
Corea.?6-28

Todos estos medicamentos de platino (1) presentan las mismas
limitaciones curativas que se fueron viendo con el cisplatino: su
administracion esta ligada a la aparicion de graves efectos secundarios
y la adquisicion o presencia de resistencia a los mismos?®2° Es por esto
que, a pesar de su vigente uso en clinica, continla aumentando la
busqueda de nuevas entidades quimicas que puedan superar estas
limitaciones. Estos complejos han servido para establecer los multiples
factores que determinaran que un compuesto presente actividad
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antitumoral, ademas de su estructura: a) los parametros termodindmicos
y cinéticos del centro metalico, dependiendo sus preferencias de unién
de la naturaleza del metal y de su estado de oxidacién; b) la naturaleza
de los ligandos no salientes, que afectard& de manera crucial a
pardmetros que determinaran la biodistribucion y farmacocinética de
los complejos (tamafio, solubilidad, interacciones no covalentes,
lipofilicidad, etc.); c) las cinéticas de activacion (por ejemplo, si ésta se
produce a través del intercambio de ligandos, sera clave la naturaleza
de los ligandos salientes), que de manera ideal ocurrird en un momento
y lugar apropiado dentro del organismo. El control de todos estos
factores, asi como la interconexion de los mismos, supone una tarea
extremadamente dificil, especialmente si consideramos que debe
realizarse en un entorno biolégico, lo que explica que se haya aprobado
el uso en clinica de tan pocos metalofarmacos.

En el disefio racional de los posibles farmacos a partir de todas estas
premisas, nos encontramos con una gran desventaja: suelen generar una
alta toxicidad causada por una reactividad incontrolada con
biomoléculas diferentes a las del sitio especifico de la enfermedad a
tratar. Disponemos basicamente de dos estrategias para disminuir esta
toxicidad general: el desarrollo de una activacion altamente selectiva, o
bien la entrega especifica en la diana a tratar. Ambos enfoques, ademés
de reducir esta toxicidad, podrian incrementar su eficacia.3!*?

Debido a la alta toxicidad asociada a estos compuestos de platino,
se han estado investigando compuestos que contuvieran metales
diferentes con el objetivo de descubrir nuevos farmacos citotxicos con
mayor indice terapéutico, pero con muy pocos se han alcanzado los
ensayos clinicos.®® Se han hecho estudios practicamente de todos los
grupos de metales de la tabla periddica, siendo los complejos de rutenio,
de titanio y de oro, los que mejores resultados han arrojado.* En esta
busqueda es donde surgen los, ya nombrados anteriormente,
compuestos organometalicos, concepto introducido por Gérard Jaouen
y Anne Vessiéres en el afio 1985, tratandose de compuestos con funcion
bioldgica y con un enlace metal-carbono, ya sean de origen natural o
sintético.®

Comparados con los compuestos organicos, los compuestos
organometalicos ofrecen un amplio rango de oportunidades en el disefio
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de nuevas clases de posibles farmacos, con nuevos mecanismos de
accion potenciales, incluso cuando los comparamos con los compuestos
de coordinacion clésicos. Esto se debe a que presentan una amplia
variedad estructural, pudiendo ir de linear a octaédrica (e incluso mas
alla), y una diversa estequiometria (por ejemplo, un complejo
octaédrico con seis ligandos diferentes presentaria treinta
estereoisomeros), pudiendo controlar sus propiedades cinéticas
mediante el disefio racional de los ligandos. Ademas, normalmente no
presentan carga, son relativamente lipofilicos, y su ion metalico se
encuentra en un estado de baja oxidacién. Los compuestos
organometalicos mas populares (metalocenos, compuestos ‘half-
sandwich”, CO -, ligandos-x, carbenos) se empezaron usando como
biosensores 0 en procesos cataliticos, pero han ido ganando
protagonismo en la quimica médica debido a su potencialidad
terapéutica.?%2

A pesar de llevar tantos afios en estudio, no encontramos ningun
compuesto organometalico cuyo uso haya sido aprobado en clinica
como agente antitumoral, lo que se debe a los métodos de cribado
altamente sesgados empleados en las primeras etapas de la seleccion de
farmacos: tanto con complejos de coordinacion como con
organometalicos, la seleccion se basaba en escoger compuestos con
niveles altos de genotoxicidad y citotoxicidad in vitro, lo que
conllevaba que en los ensayos clinicos fallara la estabilidad de los
mismos y surgieran diversos problemas de toxicidad. Un cambio de
enfoque volvié a reactivar el campo, demostrandose que complejos que
no habian superado estos métodos de cribado presentaban una
prometedora actividad clinica, pudiendo destacar los siguientes
ejemplos de complejos de coordinacion (que se empezaron a investigar
antes que los organometalicos): KP1019b (indazolio- bis-indazol-
tetracloro-rutenato) y NAMI-A (trans-imidazol-dimetilsulfoxido-
tetracloro rutenato), encontrandose ambos actualmente en ensayos
clinicos en fase II. ¢

Los responsables de la introduccién de los compuestos
organometalicos en la bdsqueda de nuevos agentes antitumorales
fueron los trabajos de Kopf y Kopf -Marier publicados en 1987. Se
inspiraron en la estructura del cisplatino, y consiguieron resultados
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prometedores con compuestos de titanio y complejos metaloceno
dicloruro. >3

En el disefio de estos compuestos organometalicos se presentd un
nuevo desafio: sus centros metalicos estaran bastante expuestos al
solvente, por lo que es imprescindible que se comporten de manera
estable en soluciones acuosas, a la vez que presentan la buscada
capacidad antitumoral. No fue hasta el afio 2008 cuando el grupo de
Peter Sadler demostro que complejos areno de rutenio (I1), permanecian
estables en medios acuosos y con una alta capacidad citotdxica (esto se
constatd experimentalmente en células humanas de cancer de ovario,
A2780, y de cancer de pulmén, A549). Con esta demostracion, las
investigaciones posteriores en este campo se centraron en este tipo de
compuestos mas que nunca, pero el trabajo previo que se habia
desarrollado fue clave para llegar a este punto.’! El compuesto
organometalico que sentd las bases de estas investigaciones fue el
RAPTA-T, que presentd tanto in vitro como en in vivo efectos muy
similares a los observados con el citado NAMI-A, demostrando ser
selectivo en tumores metastasicos. En ambos compuestos el centro
metalico estd ocupado por rutenio, que produce una toxicidad menor
que la de los compuestos basados en platino, pudiendo reducirse con
ellos los efectos secundarios asociados a la quimioterapia.?® Desde el
punto de vista del disefio racional de farmacos, el andamiaje
proporcionado por este tipo de compuestos areno de rutenio constituye
una plantilla ideal:*® introduciendo pequefias modificaciones en el
compuesto RAPTA se pudieron estudiar los cambios en su accién
biologica, ayudando también a definir su mecanismo de accion
antitumoral. De esta manera, el desarrollo de numerosos compuestos a
partir de este andamiaje base incrementaron el conocimiento acerca de
como cada parte del complejo contribuye a la funcion del mismo.34°
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El andamiaje RAPTA (Fig. 3a) se ha descrito como una estructura
“half-sandwich” o “taburete de piano”, siendo por lo tanto la que
encontramos en los complejos areno de Ru (II) con potencial
antitumoral, representandose como [(n®-areno) Ru(X)(Y)(Z)], donde X
e Y son ligandos neutros quelantes y Z es mono anionico (Fig. 3b); el
ligando areno es el que confiere estabilidad al centro metalico, y
representa el “asiento del taburete”, mientras que los ligandos quelantes
X e Y, que estabilizan al complejo, y el ligando saliente Z, que
proporciona un sitio de coordinacion para las biomoléculas resultando
clave en la activacion del complejo, representan las “patas del
taburete”.*1*> Mediante variaciones en los ligandos se puede ajustar la
cinética de intercambio metal-ligando en muchos 6rdenes de magnitud,
y esta caracteristica es la clave del interés suscitado por este tipo de
estructura. La naturaleza de los tres bloques que la conforman (grupo
saliente, areno y quelante), sera la responsable de su tasa de hidrolisis,
gue determinara que sean activos o no. De esta manera, la ventana del
tiempo de activacion que nos ofrecen es muy amplia, ya que las
modificaciones a las que los podemos someter son muy numerosas,
multiplicindose porque estara determinada por el conjunto y no
simplemente por la eleccién individual de los mismos.

R ~Ru
o lu""”’f /\N o l ™~
P\7 ligando Z X
cl L / N monoanidnico Yl ligandos
N quelantes

Figura 3. Representacion de la estructura “half-sandwich” o “taburete de
piano”. a) RAPTA-T; b) Estructura general de los complejos areno de Ru(ll), donde
los ligando X,Y y Z representan las patas del taburete y el ligando areno el asiento.

El control ejercido sobre la estabilidad cinética y termodinamica, como
demostraron P. Sadler et al, resulta clave en el desarrollo de farmacos
dado que determina directamente su capacidad terapéutica. Esta bien
descrito que el anillo terminal en este tipo de compuestos es crucial en
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su actividad, encontrandose variaciones dependiendo del tamafio,
flexibilidad y grado de hidrofobicidad del mismo, habiéndose
demostrado que la citotoxicidad se incrementa con el tamafio, segin el
siguiente orden: benzeno < p-cimeno < bifenilo < dihidroantraceno <
tetrahidroantraceno. Le confieren caracter lipofilico al compuesto, lo
que mejora su absorcion en las células y resulta clave tanto en las
interacciones biomoleculares como en los procesos de reconocimiento.
Por otro lado, la naturaleza del ligando quelante es la que determinara
la estabilidad y cinética de intercambio de ligandos, que resultan
indispensables para que estos compuestos presenten actividad
citotoxica. A pesar de las numerosas aproximaciones que se han llevado
a cabo, no encontramos una correlacion tan clara, como en el caso de
los anillos de areno, entre estos ligandos y la actividad, ya que se
entendera en el contexto del complejo y no en la del ligando aislado (los
complejos resultaron ser mas activos que los ligandos, por lo que esta
cinética de intercambio sera la clave, mas que el ligando en si). Y, por
ualtimo, el grupo saliente es el que determina la activacion del
compuesto, habiéndose estudiado esta dindmica encontrandose en el
grupo saliente Cl, Br, I, Ns... y cuya eleccion dependera de nuevo del
conjunto del complejo, siendo el Cl es con el que se han emergido
resultados mas prometedores. 346

En el disefio racional de estos farmacos, al conocimiento de los
pardmetros clave necesarios para maximizar sus propiedades, debemos
sumar el conocimiento del mecanismo a través del cual ejercen sus
efectos bioldgicos. De esta manera, partimos del efecto que queremos
alcanzar definiendo después las propiedades que deberia presentar el
farmaco que desarrollase dicho mecanismo de acciéon. Como se ha
comentado, tradicionalmente, el descubrimiento al azar de compuestos
metalicos con actividad terapéutica es el que ha iniciado este campo,
siendo muy numerosas las investigaciones llevadas a cabo en torno a
los mismos con el objetivo de entender el porqué de su éxito. Desde que
se descubrio la actividad biologica del cisplatino, se han dedicado
muchos esfuerzos para dilucidar su mecanismo de accién, pero
previamente a esto cabe destacar que la primera razon del éxito de este
compuesto es que, una vez introducido por via intravenosa, permanece
en forma neutra hasta que se encuentra en el interior de las células. Esto
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es debido a los iones cloruro que presenta (Fig. 2): en el torrente
sanguineo la concentracion de iones cloruro es alta (en torno a 100
mM), pero dentro de la célula sufre un descenso (a 2-30 mM), lo que
provoca el desprendimiento de estos iones del cisplatino que son
sustituidos por moléculas de agua, volviéndose la molécula mucho més
reactiva hacia los centros nucledfilos de las biomoléculas. De esta
manera, habiéndose activado, ejerce sus mecanismo de accién dentro
de la célula, estando actualmente aceptado que el principal mecanismo
responsable de la accidn terapéutica del cisplatino es la formacion de
aductos con el ADN: una vez hidrolizado, presenta carga positiva, que
es atraida por la carga negativa externa del ADN, en concreto, gracias
a su mayor nucleofilicidad, por los atomos de guanina y adenina en la
posicion N7 en el surco principal de la molécula, siendo estos los sitios
mas reactivos para la union de metales.!* Esto aductos provocan el
desenrollamiento y flexion del ADN, evitandose la transcripcion y
replicacion de esta biomolécula, desencadenandose el proceso
apoptético (muerte celular programada). Las rutas activadas en la célula
que desencadena este proceso, contindan investigandose, ayudando en
la eleccidn de nuevas dianas para los farmacos en desarrollo. Pero este
no es el Unico mecanismo de accién, ya que se ha estimado que
solamente el 1% del cisplatino es capaz de alcanzar el nlcleo. Se puede
unir a proteinas de la membrana celular (fosfolipidos y
fosfatidilserinas), o bien reaccionar con moléculas del citoplasma que
presenten sitios nucleofilicos, como RNA, microfilamentos del
citoesqueleto, o proteinas y péptidos que contengan grupos tioles; la
principal diana (después del ADN) es el tripéptido glutation (GSH). La
toxicidad ligada a estas uniones puede contribuir al efecto citotoxico
del compuesto, ya que supone el bloqueo de proteinas con importantes
funciones en la célula,*” también provoca que la cantidad de farmaco
que alcanza su diana principal sea muy pequefia (por ejemplo, la union
a GSH favorece su transporte al exterior de la célula). Ademas, estas
uniones, como demostraron Lesterhuis y colaboradores, afectan a vias
de transduccion de sefiales que desencadenan una respuesta inmune.
Surgen asi los principales problemas que nos encontramos con este
tratamiento: efectos secundarios y aparicién de resistencias, y que han
motivado la busqueda de nuevos tratamientos.3048-52
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De esta manera, los mecanismos de accion descritos para el
cisplatino y otros farmacos aprobados en clinica, han posibilitado que a
lo largo de estos afios las estrategias en el desarrollo de nuevos
metalofarmacos se enfocasen en un mecanismo de accion concreto.
Alessio y colaboradores fueron los que, en el afio 2009, establecieron la
primera clasificacion de metalof&rmacos anticancerigenos en
desarrollo, basédndose en cuéles de sus componentes resultaban
indispensables en su mecanismo de accién: 1. La accion bioldgica
desencadenada se debe al metal, como p. €j. en los compuestos cuya
funcién depende de la union directa del metal a la molécula diana. 2. El
metal desempefia un papel estructural, p. ej. cuando las interacciones
con las dianas ocurren a través de uniones no covalentes. 3. EI metal
funciona como transportador de ligandos que seran la parte activa del
compuesto. 4. EI compuesto metalico se comporta como un catalizador,
p. €]. a través de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
que causaran el dafio celular. 5. EI compuesto metalico es fotoactivo y
se comporta como un fotosensibilizador.®*> Pero a principios del afio
2020, Gilles Gasser, Paul J. Dyson y Eszter Boros, detallan una nueva
clasificacion que abarca todos los farmacos con base metalica,
incluyéndose los agentes de diagndstico por imagen. Esta se basa en su
mecanismo de accion principal, intentado establecer sus caracteristicas
clave: 1. Metalofarmacos que se unen covalentemente a la biomolécula
diana, como p. ej. el cisplatino, carboplatino, oxaliplatino y auranofina.
2. Metalofarmacos que se unen a enzimas mediante enlaces no
covalentes simulando ser sus sustratos 0 metabolitos, como p. ej. los
complejos de oxovanadio. 3. Farmacos que se activan mediante
reacciones redox, como los complejos de Ru(ll) u Pt(1V). 4.
Compuestos fotoactivables para terapia fotodindmica y quimioterapia
fotoactivada, como p. ej. complejos con base de Pd(I1) Os(1l), Ru(ll) o
Ir(111). 5. Complejos metélicos que sirven de transportadores de
ligandos biolégicamente activos, como los complejos liberadores de
CO (CORMSs) o los compuestos con base de curcumina. 6. Farmacos
cataliticos, como los complejos miméticos de la superdxido dismutasa
(SOD) o proteasa. 7. Radiometales y agentes radioactivos usados en
radioimagen y terapia, como p. ej. los complejos de Tc(VI1I). 8. Agentes
de contraste de imagen por resonancia magnética (IRM), como
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complejos basados en Fe(I)Fe(I11) o Eu(IDEu(II). 9. Metalofarmacos
con modos de accién poco comunes, como p. ej. las sales de
bismuto(11).2 Gracias a esta revision se pueden ver resumidos todos los
esfuerzos que se han llevado a cabo en la bdsqueda de nuevos
complejos metalicos con potencialidad clinica, y los grandes avances
desde gque se comenzo a explorar este campo, pero queda clara también
la necesidad de continuar investigando, ya que muchos mecanismos de
accion todavia no estan bien descritos, y dada la complejidad de los
sistemas bioldgicos siguen surgiendo problemas a la hora de
trasladarlos a la clinica.

En relacion con esta necesidad de seguir aumentando el
conocimiento en el tratamiento con complejos con base metalica, se
establece el tema de estudio de esta tesis doctoral. Tomando como base
al compuesto impulsor de este campo, el cisplatino, nos centramos en
la busqueda de posibles metalofarmacos que pudieran incluirse entre
los agentes con potencialidad anticancerigena. La eleccidn de este tema
se debe a que actualmente el cancer es la segunda causa de muerte en
el mundo, y cada afio el nimero de personas que padecen esta
enfermedad va en aumento.

2.2 CANCER
El cancer es, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), un término genérico que designa un grupo amplio de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo,
caracterizandose por un proceso de crecimiento y diseminacion
incontrolado de células que se extienden mas alld de los limites
normales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo y propagarse a
otros 6rganos. Este proceso se conoce como metastasis, y es la principal
causa de muerte por cancer. La razén por la que tantos esfuerzos en
investigacion se dirigen a mejorar su tratamiento, es que se trata de la
segunda causa de muerte a nivel mundial, estimandose que durante el
afo 2018 fue el responsable de 9,6 millones de muertes; esto es,
aproximadamente 1 de cada 6 muertes se debi6 al cancer.

Las enfermedades no transmisibles (ENT) son en la actualidad las
responsables de la mayoria de las muertes mundiales, y se estima que
el cancer se situard como la principal causa de muerte y la barrera mas
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importante para aumentar la esperanza de vida en todos los paises del
mundo en el siglo XXI. Los canceres mas comunes a nivel mundial son
los de pulmon y de mama, representando cada uno, en el afio 2018, el
12,3 % de nuevos casos diagnosticados de un total de alrededor de 18
millones, de los que en torno a 9,5 millones correspondieron a hombres
y 8,5 millones a mujeres. Debemos hacer aqui también una
diferenciacion, ya que mientras que para las mujeres los cdnceres mas
comunes son los de mama, colorrectal, pulmon, cervical y de tiroides,
para los hombres lo son los de pulmon, prostata, colorrectal, estbmago
e higado. Y globalmente, los responsables del mayor ndmero de
muertes son los cénceres de pulmon, colorrectal, de estdémago, de
higado, y de mama. Estas cifras presentan variaciones si analizamos los
datos por paises, tanto en las principales causas de muerte como en la
incidencia de cancer. Por ejemplo, en Espafia, en el afio 2019, se
diagnosticaron 277.234 nuevos casos, siendo los mas frecuentes los de
colony recto, prostata, mama, pulmon y vejiga. A pesar de que el riesgo
de desarrollar cancer ha ido en aumento, estimandose que en el afio
2040 se diagnosticaran mundialmente 29,5 millones de nuevos casos,
el riesgo de mortalidad asociado al mismo ha ido disminuyendo de
manera considerable en los ultimos 20 afios. Esto se debe tanto a su
detencién precoz como a lo mejora en los tratamientos existentes
gracias a los avances en la comprensién de su biologia.

Se trata de una enfermedad multifactorial resultado de la
interaccion entre los factores genéticos de una persona y agentes
externos, que se pueden agrupar en tres categorias: carcinégenos fisicos
(p. €j. la radiacién ionizante ultravioleta), carcindégenos quimicos (p. €j.
componentes del tabaco, amianto, arsénico), y carcindgenos biolégicos
(p. €j. infecciones producidas por ciertos parasitos, virus o bacterias).
Dicha interaccién provoca una alteracion en el material genético que
conlleva la pérdida de los mecanismos celulares responsables del
control de su integridad, acrecentandose su complejidad si tenemos en
cuenta que se trata de una enfermedad de multiples capas que
interacttan entre si (celular, tisular y organicista), resultando por lo
tanto el enfoque en el genoma demasiado limitado: en su desarrollo
intervienen multiples factores a nivel bioldgico tales como el perfil
hormonal o la condicion en la que se encuentra el sistema inmune.>
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El primer reto a la hora de intentar comprender esta enfermedad es
definir las diferencias existentes entre las células tumorales y las células
normales del organismo, y asi poder dirigir los tratamientos hacia
dianas especificas que no dafien las partes sanas del organismo. Fueron
Hanahan y Weinberg, quienes, en sendas revisiones publicadas en los
afios 2000 y 2011, establecieron lo que actualmente se conocen como
las sefias de identidad del cancer: la gran mayoria de los canceres
desarrollados parecen compartir una serie de alteraciones bioquimicas,
moleculares y celulares que permiten el crecimiento del tumor, asi
como su diseminacion en el organismo. Son ocho las alteraciones
basicas en la fisiologia de las células que podrian dar lugar
conjuntamente a su crecimiento maligno: autosuficiencia en las sefiales
de crecimiento, insensibilidad a las sefiales inhibitorias del crecimiento,
evasion de la muerte celular programada (apoptosis), estimulacion para
formar vasos sanguineos a través de los que se suministren nutrientes a
los tumores (angiogénesis), potencial replicativo ilimitado, capacidad
de invadir tejidos circundantes (metéastasis), evasion del sistema inmune
y capacidad de reprogramacién o modificacion del metabolismo para
alimentar el crecimiento y division celular. La adquisicion de estas
caracteristicas ocurre en diferentes etapas del proceso neoplasico a
través de multiples mecanismos, y es posible gracias a dos
caracteristicas habilitantes principales: el desarrollo de la inestabilidad
gendmica en las células cancerosas, que genera mutaciones aleatorias
que impulsan la progresion tumoral, y el proceso inflamatorio
promovido por células inmunes innatas, que terminan contribuyendo a
este crecimiento descontrolado. De esta manera, ademas del necesario
conocimiento de las bases genéticas que predisponen el desarrollo del
cancer, los microambientes generados tanto alrededor de los tejidos
como de los tumores deben estudiarse en profundidad tanto para la
prevencion como el control de la aparicion de neoplasias malignas.>*®

Al conocimiento de las bases moleculares del céancer,
indispensables para el desarrollo de tratamientos adecuados, se une el
conocimiento acerca de los citados factores externos que contribuyen a
su aparicion, y que puede ayudar a la reduccion de la incidencia de esta
enfermedad. Actualmente, se estima que entre el 30% y el 50% de los
canceres se pueden prevenir evitando ciertos factores de riesgo, por lo
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que, sumandole a esto una mejora en el diagnostico precoz de los
mismos y el tratamiento que mejor se adecUe a cada caso, los numeros
expuestos con anterioridad podrian reducirse e incluso cambiar la
tendencia actual.

2.2.1 Tratamientos actuales

En la actualidad nos encontramos con diferentes tipos de
tratamientos, que en muchas ocasiones aparecen combinados para
aumentar su eficacia. Convencionalmente nos encontrabamos con tres
posibilidades: cirugia, que ademas de servir para la extirpacion de
tumores localizados puede funcionar como diagnostico y en ocasiones
servir como prevencion; radioterapia, que consiste en la destruccion de
las células cancerigenas usando particulas u ondas de alta energia; y la
quimioterapia, con la que se alcanza todo el organismo y consiste en la
administracion de un farmaco o de una serie de ellos, via oral o via
parenteral, con la finalidad de evitar la enfermedad, evitar su
propagacion o bien paliar sus sintomas. Recientemente han ido
surgiendo nuevos enfoques que aumentaron los tipos de tratamientos
con los que nos podemos encontrar: terapia dirigida, que consiste en el
uso de determinadas sustancias que identifican y atacan con precision
ciertos tipos de células cancerosas; inmunoterapia, con la que se puede
cambiar o reforzar el funcionamiento del sistema inmunitario para
encontrar y atacar a las células cancerosas; terapia hormonal, dirigida
hacia aquello tipos de cancer altamente dependientes a los niveles de
ciertas hormonas, pudiendo alterar o bloquear a las mismas; y trasplante
de células madre o médula dsea, con el que se reemplazarén las células
madre que han sido destruidas por el cancer o por la quimioterapia y/o
radiacion usadas en el tratamiento.

El tratamiento principal, tanto actual como histéricamente, es la
quimioterapia, de la que hemos hablado desde el inicio de este trabajo,
habiéndose iniciado con Paul Ehrlich en el afio 1910, demostrandose su
viabilidad en el tratamiento del cancer en la década de 1940, cuando se
emplearon gas mostaza y antagonistas de folato contra linfomas y
leucemias.®**® Como hemos resaltado, el compuesto que se ha usado
mayoritariamente en el tratamiento del cancer es el cisplatino, que
continla empleandose en un 50-70% de los casos, usualmente en
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combinaciéon con otros farmacos. En el tratamiento de cancer de
testiculos es doénde se han obtenido los mejores resultados,
empledndose también en el tratamiento de cancer de ovario, cervical,
de vejiga, orofaringeo, broncogénico, linfoma, osteosarcoma,
melanoma y neuroblastoma.®*3¢ Se ha demostrado su eficacia contra
tumores solidos, quedando excluidos por lo tanto tumores altamente
incidentes, asi como tumores secundarios. Ademas, su tratamiento esta
limitado por efectos secundarios que incluyen nefrotoxicidad,
ototoxicidad, neurotoxicidad, nduseas o vomitos; algunos se pueden
controlar mediante la administraciébn combinada de diuréticos y
antagonistas de los receptores de serotonina, pero contintan siendo,
especialmente la neurotoxicidad, factores limitantes. Estas toxicidades
se deben a su distribucion no especifica dentro del organismo, que ya
hemos comentado cuando se hacia alusion a que muy poca cantidad del
farmaco llegaba hasta su molécula diana principal, derivandose de esto
otro factor limitante: la incapacidad de alcanzar cantidades lo
suficientemente elevadas en el tumor para conseguir eliminarlo. Pero,
sin duda, el mayor obstaculo que surge como respuesta al uso de este
tratamiento, es la resistencia al mismo.**>’ En torno al 90% de la
mortalidad de pacientes con cancer se puede atribuir a los mecanismos
de resistencia, entendiéndola como la capacidad de las células
tumorales de evitar el efecto de la terapia limitando asi su efectividad.

La resistencia al cisplatino, y a los agentes quimioterapicos en
general, se puede dividir en dos categorias: intrinseca o adquirida. La
resistencia intrinseca indica que los factores mediadores de la
resistencia preexisten en las células tumorales antes de recibir el
tratamiento, y la resistencia adquirida es aquella que se desarrolla
durante el tratamiento de tumores que inicialmente eran sensibles,
debido a diversos factores adaptativos, como un aumento en la
expresion de la diana terapéutica o la activacion de vias de sefializacion
alternativas. Lo tumores presentan diferentes capacidades claves para
los mecanismos de resistencia: una elevada adaptabilidad, la activacion
de la supervivencia, la inactivacion de las vias de sefializacion de la
muerte y la evasion de los supresores del crecimiento. En el desarrollo
de la resistencia también juega un papel importante la inestabilidad
genética, la heterogeneidad, la alta tasa de mutacion de las celulas
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tumorales, los cambios citogenéticos, la diversidad dentro del tumor, y
el microambiente tumoral.>® Esta resistencia puede estar limitada al
farmaco al que se expone al paciente, o bien tratarse de una resistencia
a multiples farmacos (MDR, por sus siglas en inglés). De esta manera,
resistencias encontradas con el cisplatino se extienden a otros farmacos,
siendo esta la principal preocupacion a la hora de disefiar nuevos
tratamientos. Los mecanismos relacionados con esta MDR son
maultiples: aumento del flujo de farmacos, factores de crecimiento,
factores genéticos (mutaciones genéticas, amplificaciones y
alteraciones epigenéticas), aumento de la capacidad de reparacion del
ADN y aumento del metabolismo de los xenobidticos. Conduciendo
todos a la reduccién de la eficacia terapéutica de los farmacos
administrados.>*°

Con el objetivo de mejorar la supervivencia de los pacientes con
cancer, se estan desarrollando nuevos quimioterapicos para sustituir al
cisplatino y superar estas limitaciones, y de los que ya hemos hablado
al principio de este trabajo. A pesar de que aproximadamente otros diez
compuestos de platino se encuentran actualmente en ensayos clinicos,
estos candidatos no han podido abordar suficientemente muchas de las
desventajas asociadas con el cisplatino. Por lo tanto, existe la necesidad
de nuevos enfoques que estén disefiados a propoésito para eludir los
inconvenientes expuestos.®:

2.2.2 Ultimas tendencias: bisqueda de nuevas dianas

La identificacion de nuevos farmacos que puedan revertir la MDR
en las células cancerosas aumentarda la eficacia de los agentes
quimioterapicos, especialmente en las ultimas etapas del desarrollo del
cancer, brindando ademas la oportunidad de tratar tumores actualmente
incurables. De esta manera, el disefio de compuestos que presenten
mecanismos de accion diferentes al cisplatino y demas compuestos de
platino expuestos anteriormente, serd clave en el desarrollo de este
campo, siendo la busqueda de dianas intracelulares mas accesibles que
el ADN el objetivo principal en la basqueda de nuevos tratamientos
quimioterapicos.3>%

Para abordar este objetivo es fundamental conocer las diferencias
existentes entre las células cancerigenas y las normales, por lo que

29



metabolismo del cancer se ha ido estudiando en profundidad,
ahondando en las diferentes sefias de identidad resumidas por Hanahan
y Weinberg.>>%? Para satisfacer las altas demandas biosintéticas y
bioenergéticas de la proliferacion rapida y sostenida que ocurre durante
el proceso tumoral, las células cancerosas elevan su absorcion de
glucosa, y fue en el afio 1956 cuando Otto Warburg observd que en
lugar de producirse una oxidacion completa de la glucosa para
alimentar la respiracion mitocondrial, con la que se obtendria un
rendimiento energético mayor (36 moléculas de ATP por molécula de
glucosa), tenia lugar de manera predominante una glucolisis aerdbica,
esto es, la fermentacion de la glucosa a lactato, que presenta un
rendimiento energético marcadamente inferior (4 moléculas de ATP
por molécula de glucosa) (Fig. 4). Esto se conoce como “el efecto
Warburg”, y este investigador postulé que el mal funcionamiento de las
mitocondrias podria explicarlo, situando por lo tanto a estos organulos
en el origen del cancer.5® Este efecto es una caracteristica indiscutible
de muchas células cancerosas, pero hoy se sabe que no se debe
necesariamente a una respiracion mitocondrial dafiada, ya que muchas
celulas que muestran el metabolismo Warburg poseen la respiracion
mitocondrial intacta, encontrandonos incluso con determinados tipos de
cancer que dependen de la respiracién mitocondrial. Sin embargo, de lo
gue no hay duda es de que las células cancerosas en proliferacion
presentan unos requerimientos metabélicos muy diferentes a la mayoria
de las células diferenciadas normales, mostrandose estas dependencias
metabolicas como una buena diana donde atacar a las estas
células.>>6264
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Tedijo diferenciado Tejido proliferativo
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36 mol ATP/ mol glucosa 2 mol ATP/ mol glucosa 4 mol ATP/ mol glucosa

Figura 4. Efecto Warburg. En las células cancerosas la principal via de obtencion de
energia es la glucolisis aerdbica, independientemente de la cantidad de O;
disponible, obteniendo un rendimiento energético menor que a través de la
fosforilacion oxidativa. Imagen creada con BioRender.com.

La respiracion mitocondrial en el cancer se ha estudiado durante
décadas, gracias a lo cual se han identificado roles pleiotrépicos de las
mismas en el proceso tumoral. Ademas, su importancia en el
funcionamiento de todas las células esta bien establecida, habiéndose
descubierto que afectan a procesos que tradicionalmente no se
relacionaban con este organulo, tales como la inflamacion, la
sefializacion metabolica y la muerte, transformacion y determinacion
del destino celular. De esta manera se reafirman como una interesante
diana sobre la que trabajar: el papel central de las mitocondrias tanto en
el metabolismo como en la muerte celular las convierte en una buena
diana terapéutica; dirigir la accion de los farmacos a las mitocondrias,
posibilita la eleccion de diferentes dianas, no excluyentes entre si, tales
como: a) la produccion mitocondrial de ATP, b) vias anabdlicas
indispensables en la proliferacion celular, ¢) permeabilizacion de la
membrana mitocondrial externa, lo que conduce a la liberacion
citosélica de proteinas proapoptoéticas, d) incremento de la produccion
de las especies reactivas de oxigeno (ROS) interrumpiendo la
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transferencia de electrones a través de la cadena de transporte de
electrones (ETC), promoviendo asi una respuesta a estrés oxidativo que
produciria la muerte de las células tumorales. El desafio es hacer esto
de forma selectiva.52:6566

Se ha demostrado que en el desarrollo tumoral juega un papel
imprescindible el aumento en la produccion de ROS: las células
cancerosas incrementan su ratio en comparacion con el de las células
normales con la finalidad de hiperactivar las vias de sefializacion
necesarias para la transformacion celular y el desarrollo del tumor. De
esta manera, los enfoques terapéuticos dirigidos a atacar ROS han ido
atrayendo atencion los Gltimos afios.%67

Niveles elevados de ROS causan dafio en el ADN, las proteinas y
los lipidos, lo que promueve la inestabilidad genética y el proceso
tumoral; actian ademas como moléculas de sefializacion contribuyendo
al crecimiento anormal de las células, la metéstasis, la resistencia a la
apoptosis, la angiogénesis, e incluso en algunos casos, al bloqueo de
diferenciacion celular. Estos niveles aumentados activan vias de
sefializacion especificas de la supervivencia celular: pérdida de la
funcién del gen supresor de tumores, aumento del metabolismo de la
glucosa, adaptaciones a condiciones hipoxicas y generacion de
mutaciones oncogénicas. Sin embargo, juegan un papel dual, ya que se
pueden alcanzar niveles toxicos de produccion de ROS que provoquen
un efecto antitumoral, dando como resultados un aumento en el estrés
oxidativo que inducira la muerte (Fig. 5).63% De esta manera, las
celulas cancerosas deben prevenir esta acumulacion excesiva y
mantener el equilibrio redox, para lo que han aumentado su capacidad
antioxidante.
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Figura 5. Dualidad de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Su nivel elevado
en las células cancerosas les aporta una serie de caracteristicas basicas para su
proliferacion descontrolada, pero cuando se supera cierto umbral, pasan a tener un
efecto antitumoral.

Las células cancerosas presentan un equilibrio redox alterado respecto
al de las células normales: alta produccion de ROS contrarrestada con
una alta tasa de eliminacién de las mismas. Y esta caracteristica Unica
puede hacerlas mas sensibles que las células normales a las alteraciones
en los niveles de ROS o manipulaciones redox: las estrategias tanto para
eliminar como para producir ROS se presentan como terapias contra el
cancer potencialmente eficaces.®’

Las especies reactivas de oxigeno se dividen en dos tipos, radicales
libres, que contienen uno o mas electrones desapareados, y ROS sin
radicales libres, que son quimicamente reactivas y se pueden convertir
en radicales libres. Algunos ejemplos ampliamente estudiados con el
anion superéxido (O2), el peroxido de hidrégeno (H202) y el radical
hidroxilo (*OH), y provienen principalmente de dos fuentes: la
mitocondria y las NADPH oxidasas unidas a la membrana (NOXs).
Pueden producirse también como un subproducto de ciertas reacciones
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bioquimicas, como la B-oxidacion en los peroxisomas, la sintesis de
prostaglandinas y las reacciones de desintoxicacion por el citocromo
P450.67.70

En el mantenimiento de los niveles redox en las células cancerosas,
son importantes los dos mecanismos principales de produccion de ROS.
Las NOXs transfieres electrones a través de las membranas bioldgicas
para producir Oz, que se convierte rapidamente en H>O», pudiendo
afectar a maltiples eventos de sefializacion; actualmente se conoce que
niveles elevados de ROS derivados de NOXs estan involucrados en la
transformacion y progresion de muchos canceres (vejiga, mama, colon
y recto, rifion, pulmén, melanoma, leucemia, es6fago, ovario, pancreas,
préstata, estobmago y tiroides), pero el papel de las mitocondrias en la
homeostasis de ROS en las células cancerosas parece tener mas peso.®®
Durante el proceso de respiracion mitocondrial, los electrones pasan a
través de la cadena trasportadora de electrones (ETC) hasta el aceptor
final, como el oxigeno molecular (O2). Durante este proceso puede
ocurrir que los electrones se escapen de esta cadena de transporte y
reaccionen con el O, para producir Oz se ha demostrado que el
generado a partir de los complejos I, 11 y 111 juega un papel fundamental
en la sefalizacion redox (Fig. 6). El Oz se libera en la matriz
mitocondrial y es convertido rapidamente por la enzima superdxido
dismutasa 2 (SOD2) en H,O,. Ademas, el complejo I11 puede liberar Oy
en el espacio intermembrana, pudiendo éste atravesar los canales
anionicos dependientes de voltaje hacia el citosol, donde se convierte
en HxO. por la accion de la SOD1. Esta ultima también puede
desintoxicar el O2" en el espacio intermembrana para producir H20>
libremente difusible.®’

La produccion de ROS por parte de las mitocondrias puede
provocar dafios oxidativos en las proteinas, las membranas y el ADN
mitocondriales, perjudicando la capacidad de estos organulos para
sintetizar ATP y llevar a cabo su amplia gama de funciones
metabolicas. Ademas, este dafio oxidativo mitocondrial también puede
aumentar la tendencia de las mitocondrias a liberar proteinas al espacio
intermembrana mediante la permeabilizacion de la membrana externa
mitocondrial (MOMP) y activar el mecanismo apoptético de la célula,
asi como inducir el poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial
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(PTP). De esta manera el dafio oxidativo mitocondrial contribuye a una

amplia gama de patologias.5>°
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Figura 6. Panorama general de las funciones desempefiadas por la mitocondria.
Estas funciones pueden verse alteradas a través de la afectacion de diferentes vias:
suministro de ATP, biogénesis mitocondrial, fision y fusion mitocondrial y control de
calidad, induccion del poro transitorio de permeabilidad mitocondrial (MPTP),
produccion de ROS, liberacion de factores proapoptoticos al citosol y homeostasis
del calcio. (Adaptado de M. Murphy, R. Hartley, Nature Reviews Drug Discovery,
2018; con permiso de Elsevier, numero de licencia 501620974)

Ademas de contribuir a numerosas patologias, los niveles de ROS son
clave en el mecanismo de accion provocado por los antibiéticos que se
estdn empleando en la actualidad, abriéndose de esta manera la
posibilidad de que compuestos desarrollados con esta diana, pudieran
ampliar su potencial terapéutico: compuestos con potencial
anticancerigeno podrian presentar una buena actividad bactericida.

2.2.3 Cancer y bacterias

Las variaciones en los niveles de ROS, ademéas de estar
relacionados con numerosas patologias y pudiendo ser una diana
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adecuada para el tratamiento del cancer, también desempefian un papel
clave en el mecanismo de muerte desencadenado por lo antibioticos
empleados en la actualidad. Segun la hipdtesis presentada por Michael
Kohanski y James Collins en el afio 2007, los metalofarmacos con
efecto bactericida, tanto en bacterias GRAM positivas como negativas,
estimulan la produccion de radicales hidroxilos, que matan a las
bacterias por dafio oxidativo a través de diversos mecanismos. Esto
refuerza el interés en el desarrollo de posibles farmacos que afecten a
las variaciones redox, ya que los problemas derivados de las resistencias
bacterianas a los antibidticos actuales suponen una preocupacion
creciente a nivel mundial.”

Los mecanismos de resistencia antimicrobiana (AMR, por sus
siglas en inglés) no paran de crecer, por lo que se han convertido en una
amenaza para la vida en todo el mundo. Dia tras dia aparecen y se
propagan nuevos mecanismos de defensa que ponen en peligro la
capacidad para tratar enfermedades infecciosas comunes, como la
neumonia, la tuberculosis, la septicemia, la gonorrea o las
enfermedades de transmision alimentaria. Datos recopilados por la
OMS ponen de manifiesto que AMR hacen que patdgenos como
Acinetobacter sp., Pseudomonas sp., Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella  enterica,  Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, se hayan vuelto resistentes a compuestos
antimicrobianos claves en la actualidad. Historicamente, el desarrollo e
implementacién de cada nuevo antibidtico ha ido seguido de la
aparicion de resistencias.”?

La revolucion de los antibidticos provocada por la arsfenamina,
comercializada como salvarsan y descubierta por Paul Ehrlich en 1910,
de la que se ya habl6 como pieza clave en el desarrollo de
metalofarmacos, fue seguida por el descubrimiento de Prontosil por
Domagk (en 1932) y, aunque el uso de las sulfonamidas ha ido
desapareciendo, todavia permanece vigente.® La aparicion de la
penicilina, descubierta por Alexander Fleming en 1928 y purificada por
Norman Heatley, Howard Florey y Ernst Chain 10 afios después,
supuso una nueva etapa en el desarrollo de compuestos antibioticos,
introduciéndose en la clinica en el afio 1941. Selman Waksman, a
finales de la década de 1930, desarrollé un estudio acerca de microbios
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como productores de compuestos antibioticos, iniciandose asi la Edad
de Oro del descubrimiento de los mismos.” Actualmente los
antibidticos de uso més extendido son los B-lactamicos, grupo al que
pertenecen la penicilina y sus derivados, y en el que encontramos
también las cefalosporinas; los otros antibidticos de uso comdn son las
quinolonas, los macrélidos, las tetraciclinas, las sulfonamidas y los
aminoglucosidos.™

Datos publicados por la OMS ponen de manifiesto que la evolucién
de los AMR hace cada vez més necesarios la implementacion en clinica
de nuevos antibidticos, pero en la actualidad encontramos pocos en vias
de desarrollo: los 60 productos (50 antibi6ticos y 10 bioldgicos) que se
encuentran bajo estudio aportan pocos beneficios con respecto a los
tratamientos existentes y muy pocos estdn concebidos para luchar
contra las bacterias resistentes que representan una mayor amenaza.
Para ello, es muy importante que se amplien los conocimientos acerca
de cémo los antibioticos matan a las bacterias: la hipdtesis postulada
por Michael Kohanski y James Collins abrid este campo, pero es
necesario conocer los diferentes mecanismos que conducen a la muerte,
ya que no hay una Unica via para desencadenarla. Ademas de la
produccién de ROS nos encontramos con otros cambios en el
metabolismo celular y la respuesta celular general, tales como la
induccion de SOS y los efectos reguladores de RpoS. Por otro lado, se
ha constatado que el entorno en el que se encuentren las bacterias
también resulta clave para el mecanismo desencadenado por los
antibidticos, lo que también se tendra que tener en cuenta a la hora de
su implementacion y distribucion.”

El creciente problema de salud a nivel mundial originado por el cancer,
asi como la necesidad de encontrar nuevos compuestos antibiéticos, han
definido el trabajo de esta tesis doctoral, uniendose ambos por la
implicacion de los niveles de ROS en el mecanismo de accién. De esta
manera, el mismo metalofarmaco puede poseer propiedades tanto
anticancerigenas como antibioticas.
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2.3 COMPUESTOS EMPLEADOS

Siguiendo la tendencia en el desarrollo de nuevos compuestos
metalofarmacos con potencial terapéutico de la que se ha hablado con
anterioridad, se seleccionaron unos compuestos organometalicos con
estructura “half-sandwich” o “taburete de piano” (Fig. 4). Los mismos
se han sintetizado atendiendo a las diferentes caracteristicas
expuestas,*"® escogiendo en este caso tres centros metalicos diferentes
que se han ido abriendo paso como posibles agentes quimioterapicos:
el iridio (Ir), el rodio (Rh), y el rutenio (Ru).33%

Este trabajo se ha llevado a cabo en colaboracion con el
Departamento de Quimica de la Universidad de Burgos, donde
encontramos al grupo de trabajo responsable de sintetizarlos. Estos se
han seleccionado a partir de un cribado inicial de un grupo numeroso
de compuestos que presentaban estos centros metalicos con diferentes
variaciones en los ligandos, siendo el objetivo que, ademéas de mostrar
una buena capacidad citotoxica, fueran estables y presentaran una
buena solubilidad (experimentos realizados por nuestro grupo de
investigacion publicados en la tesis doctoral de la Dra Mabel Aacufia).

En la Fig. 7 se muestra la estructura de los compuestos de estudio:
RuCl(cym)(phbzim), RhCI(Cp’)(phbzim) e IrCI(Cp”)(phbzIm).
Presentando la estructura ‘“half-sandwich” o “taburete de piano”, su
principal diferencia es el metal que ocupa la posicion central del
compuesto: Ru (II), Rh (III) e Ir (IIT). Como “asiento del taburete”
presentan un ligando areno, que segun se ha descrito puede resultar
clave en la absorcion celular e interaccion con posibles dianas,
diferenciando entre un areno ciclopentadieno (Cp”) y un cimeno (cym).
Como “patas del taburete” presentan al Cl como grupo saliente, que es
decisivo en la activacion del complejo, y al ligando phbzlm como
quelante, que proporciona estabilidad y es clave en la cinética del
intercambio de ligandos.
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[RuCl{cym){phbzim)] [RhCL{Cp*)(phbzim)] [IrCl{Cp*)(phbzim)]

Figura 7. Estructura quimica de los compuestos seleccionados para este trabajo.
Los tres compuestos empleados presentan una estructura “half-sandwich” o
“taburete de piano” con el ligando phbzlm y el Cl como grupo saliente,
diferenciandose en los ligandos areno: ciclopentadieno (Cp*) y cimeno (cym); y en
sus centros metalicos: rutenio, rodio e iridio.

2.3.1 Ag-AQCs

En la dltima parte de este trabajo se ha llevado a cabo un
acercamiento al método desarrollado en los doctorados industriales. En
colaboracion con la empresa NANOGAP SUB-NM-POWER S.A se
estudio la aplicacion que pudieran a tener a nivel industrial unas
preparaciones de Ag-AQCs.

Los clusteres cuanticos atdmicos (AQCs, de sus siglas en inglés
“Atomic quantum clusters”), se definen como un grupo de atomos (2-
200 atomos) de plata u otros metales con una composicion bien
definida. Estudios previos han demostrado su potencialidad como
agentes biocidas,””’® por lo que se llevaron a cabo una serie de
aproximaciones basadas en esta premisa. Multiples procesos llevados a
cabo a nivel industrial, se pueden ver afectados por el indeseado
crecimiento bacteriano en las superficies en las que se llevan a cabo. De
esta manera se testd la capacidad bactericida que pudieran presentar
unas series de revestimientos de Ag-AQCs depositados sobre diferentes
superficies.
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3 OBJETIVOS






1. Estudio del efecto de los compuestos RuCl(cym)(phbzim),
RhCI(Cp*)(phbzIm) e IrCI(Cp”)(phbzIm) sobre lineas celulares
humanas establecidas.

2. Caracterizacion de los mecanismos de accion desencadenados
por estos compuestos organometalicos en células eucariotas y
procariotas.

3. Estudio de sus potenciales usos farmacoldgicos.
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4 MATERIAL Y METODOS






4.1 CELULAS

Reactivos

- Lineas celulares

- Dulbecco’s Modified Eagle Medium low glucose (DMEN) (Sigma,
Cat. N. ° D6046)

- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham
(DME/F-12, mezcla 1:1) (Sigma, Cat. N. ° D8062)

- Dulbecco’s Modified Eagle Medium high-glucose (DMEM-Hi)
(Sigma, Cat. N. ° D5671)

- Insulina (Sigma, Cat. N. ° 19278-5ML)

- Toxina de cdlera (Sigma, Cat. N. © C8052)

- Hidrocortisona (Sigma, Cat. N. © H-0888)

- EGF (Sigma, Cat. N. © 9644)

- Suero de caballo (Thermo Fisher, Cat. N. © 16050122)

- Suero Fetal Bovino (FBS) (Gibco, Cat. N. © 10270-106)

- Penicilina/Estreptomicina (P/S) (Gibco, Cat. N. © 15140-122)

- L- Glutamina (Gibco, Cat. N. © 25030-024)

- Solucion salina tamponada con fosfato (PBS)

- Tripsina (0,05% Tripsina-EDTA 1X) (Gibco, Cat. N.° 25300-062)

- Medio Luria Bertani (LB)

- Medio SOC

- Agar

- [IrCI(Cp*)(phbzIm)] (sintetizado por el Departamento de Quimica de
la Universidad de Burgos, Espafia)

- [RhCI(Cp*)(phbzIm)] (sintetizado por el Departamento de Quimica
de la Universidad de Burgos, Espafia)

- [RuCl(cym)(phbzlm)] (sintetizado por el Departamento de Quimica
de la Universidad de Burgos, Espafia)

- DMSO (Sigma, Cat. N. °© D8418)

- Plasmido CHOP::GFP (Addgene plasmid  #21898;
http://n2t.net/addgene:21898; RRID:Addgene_21898)

- Plasmido  p5xATF6-GL3  (Addgene plasmid  #11976;
http://n2t.net/addgene:11976; RRID: Addgene_11976)

- Bacterias E. coli DH5a (Invitrogen, Cat. N. ° 18265-017)
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- Enzimas de restriccion Ase | y NEBuffer (New England, Cat. N. °
R0526S)

- Enzima de restriccion Cla | y buffer C (Promega, Cat. N. ° R6551)

- Enzima de restriccion Not | y buffer C (Promega, Cat. N. ° R6431)

- Kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel, Cat. N. ° 740588.250)

- Kit NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel, Cat. N. ° 740410.50)
- Reactivo de transfeccion DreamFect™ Gold (OZ Bioscience, Cat. N.
° LM80250)

- Tunicamicina (TU) (Sigma, Cat. N. ° T7765-1MG)

- Ampicilina (Sigma, Cat. N. ° A9518)

- D- Luciferina (Sigma, Cat. N.° L9504)

- Glicilglicina (Gly-Gly) (Sigma, Cat. N. ° G3915)

- Fosfato potasico (Merck, Cat. N. ©1.05104.1000)

- Sulfato de magnesio hepta-hidratado (MgSO4) (Sigma, Cat. N. °
230391)

- Ethylene glicol-bis (2-aminoethylether)-N, N, N, N-tetraacetic acid
(EGTA) (Sigma, Cat. N. ° E3889)

- Adenosine 5 -triphosphate sodium salt (ATP) (Sigma, Cat. N. °
A3377)

- Bradford (Sigma, Cat. N. ° B6916)

- BSA (Promega, Cat. N. ° R396E)

- 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
(Sigma, M2128-1G)

- Solucion de solubilizacion (SDS/0,1NHCI)

- Sonda DHE, indicador de superoxido dihidroetidio (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Cat. N. ° D11347)

- Peroxido de hidrogeno (H202) (Sigma, Cat. N. ©512813)

- Kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel, Cat. N. © 740952.50)

- Kit EpiQuik 8-OHdG DNA Damage Quantification Direct
(Epigentek, Cat. N. ° P-6003-96)

- Kit Seahorse XFp Cell Mito Stress Test (Agilent, Cat. N. °© 103010-
100)

- Kit Seahorse XFp Glycolysis Stress Test (Agilent, Cat. N. °© 103017-
100)

- XF base medium (Agilent, Cat. N. © 103193-100)

- D-Glucosa (Gibco, Cat. N. ° A24940-01)
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- Sal sddica del &cido piravico (piruvato) (Sigma, Cat. N.° P5280)

- Solucion de hidroxido sodico 0,1 M (NaOH 0,1N) (Panreac, Cat. N. °
1416861211)

- Kit Click-1t™ Plus O-propargyl-puromycin (OPP) Protein Synthesis
Assay (Invitrogen™, Cat. N. ° C10456)

- Cicloheximida (CHX) (Sigma, Cat. N. °© 7698-1G)

- Paraformaldehido (Sigma, Cat. N. © 158127)

- Etanol (Panreac, Cat. N. © 121086.1212)

- Triton (Sigma, Cat. N. ° X100)

- loduro de propidio (PI) (Sigma, Cat. N. © P5264)

- Hoechst (Sigma, Cat. N. © 33258)

- Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Thermo Scientific, Cat. N.
° BP-129-1)

- Ribonucleasa- a (RNA-sa) (Sigma, Cat. N. ° R6513)

- 1,4-Dithiothreitol (DTT) (Fluka, Cat. N. © 43817)

- N-Acetil-L-cisteina (NAC) (Sigma, Cat. N. °© A9165)

- B-mercaptoetanol (Sigma, Cat. N. ° M3148)

- Acido aspartico (Sigma, Cat. N. ° PHR1104)

- Erastin (Sigma, Cat. N. ° E7781)

- Hidroxianisol butilado (BHA) (Sigma, Cat. N. ° B1253)

- Necrostatina-1 (Nec-1) (Sigma, Cat. N. ° N9037)

- Necrosulfonamida (NSA) (Sigma, Cat. N. °© 480073)

- Deferoxamina (DFO) (Sigma, Cat. N. © 252750)

- Ferrostatina- 1 (Fer-1) (Sigma, Cat. N. ° SML0583)

- Acido nordihidroguaiarético (NDGA) (Sigma, Cat. N. © 479975)

- 1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4- bis(2-aminophenylthio) butadiene
(UO126) (Sigma, Cat. N. ° 662005-1MG)

- Agarosa (Thermo Scientific, Cat. N. ° BP160-500)

- Bromuro de etidio (Sigma, Cat. N. ° E7637-5G)

- 2-log DNA Ladder (New England Biolabs)

- Tampbn TE

- Tampdn TAE (tris-acetato-EDTA)

- Agua Mili-Q

- Hielo
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Materiales

- Lineas celulares

- Cepa de Eschirichia coli DHS5a (ATCC 25922)

- Camara de flujo laminar

- Incubador InCuSafe Panasonic (MCO-18AC-PE)

- Incubador IN30 Memmmert (DE 66812464)

- Centrifuga (Thermo Scientific Sorvall ST 16R)

- Lector de placas CLARIOstar®

- Microcentrifuga (Centrifuga 5424 Eppendorf)

- Citémetro Guava EasyCyte (Millipore)

- Microcentrifuga (Centrifuga 5418R Eppendorf)

- Centrifuga Beckman Coulter Avanti® J-26S XPI

- Termobloque AccublockTM (Labnet)

- Agitador ROTAMAX 120 Heidolph™

- Bafio de agua Fisher Isotemp, modelo 2341

- SimpliAmp™ Thermal Cycler PCR System (Thermo Fisher)

- Vortex ZX3 Advanced Vortex Mixer (Velp® Scientific)

- Combi-Spin FVL-2400N (BIOSAN)

- Espectrofotometro Nanodrop™2000 (Thermo Scientific)

- Cubeta y fuente de Electrophoresis Power Supply EPS 301
(Amersham Biosciences)

- Sistema de iméagenes de gel de alta definicion Molecular Imager® Gel
Doc™ XR System (BIO-RAD)

- Microscopio Digital Invertido Leica DMI 6000 B

- Analizador de flujo extracelular XFp Seahorse (Bioscience)

- Microscopio Olympus IX51 equipado con la camara Olympus DP72
- Luminémetro Lumat LB 9507 (Berthold Technologies)

- Termdmetro rectal (BAT-12 Microprobe-Thermometer, Physitemp,
Clifton, NJ)

- Céamara termogréafica (E60bx: Compact-Infrared-Thermal-Imaging-
Camera; FLIR, West Malling, Kent, U.K.)

- Micropipetas (Gilson)

- Placas de 100 mm de diametro (BD Falcon)

- Placas de 60 mm de diametro (BD Falcon)

- Placas de 96 pocillos (BD Falcon)

- Placas negras 96 pocillos (Thermo Scientific)
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- Placas blanca de fondo opaco de 96 pocillos (Corning)

- Placas de 24 pocillos (Thermo Scientific™ 930186)

- Placas Petri de 100 mm de didmetro (BD Falcon) tratadas con agar
- Miniplacas de cultivo Seahorse XFp (Agilent, Cat. N. © 103025-100)
- Hemocitémetro de Neubauer

- Tubos de 25 ml (BD Falcon)

- Tubos de 15 ml (BD Falcon)

- Tubos de 1,5 ml (Eppendorf)

- Vaso de precipitados

- Matraz de vidrio

- Tubos de 500 ml de ultracentrifuga

Procedimientos

4.1.1 Lineas celulares

Se usaron tres lineas celulares diferentes: la linea celular de
adenocarcinoma de pulmén humano A549, obtenida de DMSZ, n °
ACC 107 (Leibniz Institute DSMZ-German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures, Braunschweig, Germany); la linea
celular de rifién embrionario humano HEK293 (proporcionadas por el
grupo CiCLON dirigido por el profesor Anxo Vidal); la linea celular
epitelial no tumoral MCF10 A obtenida de ATCC (Cat. N. °© CRL-
10317), y la linea celular de adenocarcinoma de mama humana MCF-
7, obtenida de DMSZ, n ®* ACC 115.

Las lineas celulares A549 y HEK293 se mantuvieron en el medio
de cultivo Dulbecco s Modified Eagle Medium low-glucose (DMEN), y
la linea celular MCF-7 se mantuvo en el medio de cultivo Dulbecco’s
Modified Eagle Medium high-glucose (DMEM-Hi). Estos medios se
suplementaron con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de L-
glutamina, penicilina y estreptomicina. Son lineas que derivan de
tumores sélidos y crecen de forma adherente como una monocapa. La
linea celular MCF10A se mantuvo en el medio de cultivo Dulbecco s
Modified Eagle’s Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham (DMEN/F-12,
mezcla 1:1). Este medio se suplementd con insulina (0,01 mg/ml),
toxina de colera (100 ng/ml), hidrocortisona (500 ng/ml), EGF
(20ng/ml) y suero de caballo (5%).
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Las células se incubaron en un incubador humidificado a 37 ° C
con 5% de CO; y se crecieron en placas de cultivo de 100 mm,
manteniéndolas en una confluencia del 70-80%. Para mantenerlas, se
les retir6 el medio, se lavaron con una solucion salina tamponada con
fosfato (PBS), y se empled una mezcla de tripsina/EDTA para
despegarlas de la placa. Finalmente, las c€lulas se volvieron a suspender
en el medio de cultivo correspondiente y se pasaron a placas de cultivo
nuevas, en una ratio de 1:5 o 1:10. Cuando fue necesario, las células se
contaron usando una camara de Neubauer. Todos los procedimientos se
llevaron a cabo en una cdmara de flujo laminar.

Se fue comprobando periddicamente que las lineas celulares
empleadas estuvieran libres de micoplasma.

Las lineas celulares se almacenaron congeladas en medio completo
suplementado con 10 % DMSO en nitrégeno liquido.

4.1.2 Estudio del ciclo celular

Los diferentes estados del ciclo celular se identificaron tifiendo al
ADN con yoduro de propidio (IP), cuantificindose la sefial de las
células tratadas con los complejos de iridio, rodio y rutenio mediante
citometria de flujo.

1) Se sembraron las células, A549 y MCF-7, en placas de 60 mm
(500.000 células/placa) y se dejaron incubando durante 24 horas a 37 °
C. Se les retir6 el medio y se afiadieron los tratamientos seleccionados:
[IrCI(Cp*)(phbzIlm)] 16 pM, [RhCI(Cp*)(phbzIm)] 43 uM vy
[RuCl(cym)(phbzIm) 50 uM. Se dejaron incubando a 37 ° C durante 24
horas, afiadiendo en el caso del rutenio una condicion en la que el
tratamiento se dejo durante 48 horas.

2) Las células se recogieron, después de haberlas tripsinizado, en
tubos de 15 ml, y se fijaron mediante la adicion de 3 ml de
etanol/muestra, manteniéndolas a 4 ° C durante toda la noche.

3) Las células fijadas se lavaron con 3 ml de PBS, llevando a cabo
una centrifugacion durante 5 minutos a 1.000 rpm. Se retir6 el
sobrenadante y el pellet se volvid a suspender en 0,5 ml de PBS.

4) Las células se tifieron con una solucion formada por IP (0,1
mg/ml), EDTA (0,1 mM), Tritén X-100 (0,1 %) y RNA-sa (2 mg/ml), y
se dejaron incubando en hielo y en oscuridad durante 30 minutos.
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5) Se centrifugan las muestras durante 5 minutos a 1.000 rpm,
volviéndose a suspender los pellets en 100 1 de PBS, y se analizan
mediante citometria de fujo, en el citometro Guava EasyCyte
(Millipore).

4.1.3 Inhibicion de la sintesis proteica

Se inhibid la sintesis de proteinas empleando Click-iT Plus O-
propargyl-puromycin (OPP) Protein Synthesis Assay (Invitrogen™), de
acuerdo con las instrucciones de fabricacion. E1 OPP se incorpora a las
células en crecimiento e inhibe la sintesis de proteinas al interrumpir la
transferencia de péptidos en los ribosomas.

Se emplearon células A549, sembradas en placas negras de 96
pocillos a razén de 4.000 células/pocillo durante 24 horas y tratadas con
los compuestos de iridio y rodio durante 6 horas: [IrCI(Cp*)(phbzIm)]
16uM, [RhCI(Cp*)(phbzlm)] 43 uM. Se empleo la cicloheximida 500
uM (CHX) como control positivo. A continuacion, se anadio el reactivo
Click-iT OPP (20 uM), se fijaron las células con formaldehido al 3,7%
en PBS, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,5% y tifieron con el
coctel de reaccion Click-iT Plus OPP, conteniendo, como se indica,
Alexa Fluor 488 picolil azida. Esta se une a la OPP, pudiéndose asi
detectar las proteinas modificadas. La cuantificacion del marcaje de
OPP se midio utilizando el lector de placas CLARIOstar®.

4.1.4 Cuantificacion de la oxidacion de 8-OHdG

Se estudio el dafio directo sobre el ADN provocado por el
tratamiento con los complejos de iridio y rodio mediante el Kit EpiQuik
8-OHdG DNA Damage Quantification Direct (Epigentek), de acuerdo
con las instrucciones de fabricacion. Se trata de un ensayo colorimétrico
mediante el que se detectan los niveles de 8-OHdG, un marcador del
dafio oxidativo del ADN y del estrés oxidativo.

1) Se emplearon células A549 sembradas en placas de 60 mm
(500.000 células), que se dejaron incubando a 37 ° C durante 24 horas,
tras lo que se retird6 el medio y se les afiadid el tratamiento
correspondiente, poniendo cada una de las condiciones por duplicado:
control, [IrCl(Cp*)(phbzIm)] (16 uM), [RhCI(Cp*)(phbzIm)] (43 uM)
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y H202 como control positivo (200 pM). Se dejaron incubando a 37 ° C
durante 4 horas.

2) Se retir6 el medio y se recogieron las células arrastrandolas con
medio de cultivo, habiéndolas tripsinizado previamente. Se
centrifugaron durante 5 minutos a 1.000 rpm, se retird el sobrenadante,
y los pellets se volvieron a suspender en 1 ml de PBS.

3) Se realiz6 la extraccion del DNA de las muestras empleando el
kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel), segin las indicaciones del
fabricante, recogiéndose una cantidad de 300 ng/ul en 10ul de TE por
muestra/condicion, que se cuantifico en el espectrofotometro
Nanodrop™2000.

4) Se cuantifico el dafio en el ADN mediante el kit EpiQuik §-
OHJG (Epigentek) siguiendo las instrucciones del fabricante. E1l ADN
obtenido de cada una de las condiciones se adicion6 a la placa
proporcionada con pocillos especialmente tratados para tener una
afinidad alta por el ADN, y se fueron anadiendo las diferentes
soluciones comerciales del kit. La cuantificacion del 8-OHdG se realizd
mediante su unidn a anticuerpos especificos de captura y deteccion, que
se trataron de manera especifica para detectar un cambio de color que
dependera de la cantidad de 8-OHdG generada. Este se cuantifica
colorimétricamente leyendo la absorbancia a 450 nm, que se llevo a
cabo en el lector de placas CLARIOstar®. La cantidad de 8-OHdG es
proporcional a la intensidad de DO medida.

4.1.5 Determinacion de los niveles de ROS

El DHE se emplea para monitorizar los niveles de superdxido (O2")
en el citosol. Se trata de una sonda que muestra fluorescencia azul en el
citosol, pero una vez que se oxida, se intercala en el ADN mostrando
fluorescencia roja. Dicha oxidacion se monitoriza midiendo el
incremento de fluorescencia mediante citometria de flujo usando el
citometro Guava EasyCyte.

Se estudiaron los niveles de ROS que se encuentran en las células
una vez tratadas con los diferentes complejos de estudio, empledndose
el H>O, como control positivo.

1) Se sembraron células A549 en placas de 12 pocillos (40.000
células/pocillo) y se dejaron incubando durante 24 h a 37 ° C.
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2) Se anadi®6 el tratamiento  correspondiente  de
[IrCI(Cp*)(phbzIm)]: 16 uM; [RhCI(Cp*)(phbzlm)]: 43 uM;
[RuCl(cym)(phbzIm)]: 50 uM; y el control positivo de H2O>: 200 pM.
Se dejo el tratamiento durante 4 horas.

3) Se recogio el medio de todos los pocillos en tubos de 15 ml, tras
lo que se afiadieron las células recogidas tripsinizando cada uno de los
pocillos con 250 pl y arrastrando dos veces con 0,5 ml de medio de
cultivo.

4) Se centrifugaron durante 5 minutos a 1.000 rpm, se retird el
sobrenadante, y los pellets se volvieron a suspender en 1 ml de PBS,
cambiandolos a tubos de 1,5 ml.

5) Se centrifugaron de nuevo durante 5 minutos a 1.000 rpm
(lavado), y se tifieron con la sonda DHE, a una concentraciéon de 0,5
uM en PBS frio. (Recordar, que para situar la poblacion una vez que se
realice la citometria, es imprescindible dejar una muestra de células
control sin tefiir). Se dejaron incubando las muestras en hielo y en
oscuridad durante 15 minutos.

6) Se centrifugaron durante 5 minutos a 1.000 rpm, se retir6 el
sobrenadante, y los pellets se volvieron a suspender en 100 ul de PBS
(lavado).

7) Se evalu6 la fluorescencia presente en las células mediante
citometria de flujo (Guava EasyCyte, Millipore).

4.1.6 Estudio de las vias ferroptética y necroptotica

El andlisis de las mismas se llevo a cabo mediante el estudio del
efecto ejercido por una serie de inhibidores especificos sobre la
viabilidad de células tratadas con el complejo de rutenio. Se realiz6 con
un estudio de la citotoxicidad mediante el ensayo del MTT. Su
tratamiento se combind con el tratamiento posterior de las células con
el complejo de rutenio. Se empled como control positivo el erastin, que
se trata de un agente antitumoral que produce la ferroptosis mediante la
alteracion de canales de transporte de la mitocondria, provocando la
liberacion de ROS y desencadenando procesos de estrés oxidativo.

Se testaron los inhibidores en dos lineas celulares diferentes: A549
y HEK293, que se sembraron en placas de 96 pocillos a razén de,
respectivamente, 4.000 y 8.000 células/pocillo. Se trataron con los
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inhibidores durante 1 hora, habiéndose establecido en un cribado previo
las dosis adecuadas de los mismos: BHA 100 uM, Nec-1 20 uM, NSA
5 uM, DFO 5 uM, Fer-1 40 uM, NDGA 5 uM, UO126 10 uM. Tras
este tiempo, se retird el medio y se afiadio el tratamiento con el
complejo [RuCl(cym)(phbzlm) (50 uM). Se empleo el erastin (5 pM)
como control positivo. Se dejaron incubando a 37 ° C durante 24 horas
testandose cada una de las condiciones por triplicado.

Se anadieron en cada pocillo 10 ul de solucion de MTT (5 mg/L),
protegiendo las placas de la luz. Tras 4 horas se agregaron 100 pl de la
solucién de solubilizacion (SDS/0,1NHCL) y se dejaron incubando
durante 18 horas a 37 ° C. Se midio la absorbancia a 595 nm en el lector
de placas CLARIOstar®.

4.1.7 Determinacion de la expresion de CHOP

Se empled el plasmido CHOP::GFP (Addgene plasmid #21898;
http://n2t.net/addgene:21898; RRID:Addgene 21898), que rastrea la
actividad de CHOP endogeno de las células. Al activarse el promotor
de este gen, se transcribe junto con €l la secuencia que codifica para la
proteina GFP, que emite fluorescencia, por lo que las células
transfectadas se pueden detectar mediante microscopia de
fluorescencia.

Para llevar a cabo esta aproximacion experimental, nos
encontramos con cuatro fases diferenciadas: transformacion,
amplificacion, transfeccion y tratamiento.

1) Transformacion: se emplearon las bacterias competentes
(capaces de incorporar ADN externo a su genoma) E. coli DHS5a,
mezclandose con el plasmido en una proporcion de 1:10: 50 ul de
bacterias y 2 pg de plasmido, incubandose en hielo durante 15 min. A
continuacion, se las sometio a un choque térmico de 42 ° C durante 45
minutos en un termobloque Accublock™ (Labnet). Se enfriaron en
hielo, y se anadieron sobre 1 ml de un medio de cultivo SOC que se
habia calentado previamente, incubandose en agitacion durante 1 h 30
minutos. Finalmente, se sembraron 100 pl de esta mezcla sobre placas
Petri con medio LB suplementado con el antibidtico de seleccion, la
ampicilina (100 pg /ml), y se dejaron creciendo toda la noche a 37 ° C.
Se obtuvieron colonias de bacterias transformadas: se picaron dos de
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ellas y se afiadieron sobre 1 ml de LB suplementado con ampicilina,
dejando que crecieran durante 12 horas con una agitacion constante de
225 rpm durante toda la noche en un incubador de agitacion. Por ultimo,
validamos el plasmido obtenido mediante PCR, para lo cual es preciso
lisar las bacterias y aislar el plasmido; se emple6 el kit NucleoSpin
Plasmid (Macherey-Nagel), siguiendo las indicaciones del fabricante.
Una vez obtenido el DNA, se cortd con los enzimas de restriccion Ase
Iy ClaI: preparandose una mezcla de 10 ul con DNA (250 ng), enzimas
de restriccion (5 U/ul), buffer correspondiente (10X), y agua Mili-Q.
Se dejo incubando a 37 ° C durante 1h 30 minutos, y se cargaron en un
gel de agarosa al 1,2 %. Se us6 el bromuro de etidio como agente
intercalante, y tras la electroforesis, llevada a cabo en el Electrophoresis
Power Supply EPS 301, se observaron los fragmentos mediante luz
ultravioleta en el Molecular Imager® Gel Doc™ XR System
procesandose las imagenes con el ImageLab Software.

Cuando se comprobd que el plasmido se habia insertado
correctamente en las bacterias transformadas, se paso a amplificarlo.

2) Amplificacion del plasmido: se afnaden las bacterias
transformadas sobre 250 ml de medio LB suplementado con ampicilina
(100 pg /ml), y se crecieron durante 24 h a 37 ° C y 225 rpm. A
continuacion, se centrifugaron durante 15 minutos a 10.000 rpm en la
ultracentrifuga Beckman Coulter Avanti® J-26S XPI (con el rotor JA-
10). Se retir6 el sobrenadante, permaneciendo en el precipitado las
bacterias transformadas, y se llevd a cabo la purificacion del ADN con
el kit NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel), segun las
instrucciones del fabricante. Para cuantificacion la cantidad de
plasmido obtenido se empleo el espectrofotometro Nanodrop™2000.

3) Transfeccion: se llevo a cabo en la linea celular HEK293, que se
sembro en una placa de 24 pocillos, a razon de 80.000 células/pocillo.
Se us6 el reactivo de transfeccion DreamFect™ Gold: se usé en una
proporcion 1:2 respecto a la cantidad de ADN; se afiadieron 100 pl de
mezcla de transfeccion sobre cada pocillo, habiéndose retirado
previamente 600 pl de los mismos. Para preparar la mezcla de
transfeccion, el reactivo de transfeccion se anadié sobre medio DMEN
sin suplementar, sobre el que se incorpord el ADN, y se dejo incubando
durante 20 min, tras lo que se les sometid a un vortex (ZX3 Advanced
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Vortex Mixer) y se ailadieron sobre las células. Se incubaron las células
durante 24 h a 37 ° C, tras lo que se le anadid el tratamiento
correspondiente.

4) Tratamiento: sobre las células HEK293 transfretadas se
afadieron los tratamientos con los complejos de estudio:
[[rCI(Cp*)(phbzlm)] 9,7 uM, [RhCI(Cp*)(phbzlm)] 29 uM, vy
[RuCl(cym)(phbzIm)] 50 uM. Se empled la tunicamicina (TU) como
control positivo, a una concentracion de 0,5 uM. Las células se tifieron
con IP (1pg/ml) para detectar eventos de muerte.

El plasmido CHOP::GFP es inducible, activindose solamente
cuando las células se encuentran bajo una situacion de estrés, (su sefial
aparece de color verde, mientras que la del IP es roja) y para monitorizar
este fendmeno se empled el microscopio invertido de campo claro Leica
DMI 6000B, que presenta la camara Leica DFa 360Fx y el controlador
de temperatura Okolab. Se trata de un microscopio de fluorescencia
time-lapse, con el que se fueron tomando imagenes cada 30 minutos
durante 24 horas. Las imagenes se procesaron con el software “LAS
AF”.

4.1.8 Determinacion de la expresion de ATF6

Se empleo el plasmido pSxATF6-GL3 (Addgene plasmid #11976;
http://n2t.net/addgene:11976; RRID: Addgene 11976), que rastrea la
actividad de ATF6. Cuenta con el gen de la luciferasa, que codifica un
enzima que emite luz cuando se oxida, por lo que para medir la
actividad de este gen se emplearon ensayos de bioluminescencia.

Para llevar a cabo esta aproximacion experimental, nos
encontramos con tres fases diferenciadas: transformacion,
amplificacién, y transfeccidon. Se llevaron a cabo de igual manera que
se explico en el anterior apartado “3.1.7 Determinacion de la expresion
de CHOP”, con una salvedad: en este caso las enzimas de restriccion
empleadas para validar el plasmido obtenido fueron Ase I y Not I (con
sus respectivos buffers).

Una vez se transfectaron las células, se llevo a cabo su tratamiento
y evaluacion del efecto de los compuestos sobre el gen de estudio.

Tratamiento: sobre las células HEK293 transfretadas se anadieron
los tratamientos con los complejos de estudio: [IrCl(Cp*)(phbzIm)] 16
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uM, [RhCl(Cp*)(phbzIm)] 43 uM, y [RuCl(cym)(phbzIm)] 50 uM. Se
empled la tunicamicina (TU) como control positivo, a una
concentracion de 1,2 uM. Estos tratamientos se dejaron incubando a 37
© C durante 2, 4 y 6 horas, para evaluar la actividad de ATF6 a estos
tiempos.

La cuantificacion de la actividad de ATF6 se llevo a cabo mediante
el ensayo de luciferasa:

Se retir6 el medio de las células y se sometieron a tres lavados
consecutivos con PBS frio (500 pl). Se anadio el lysis buffer (100
ul/pocillo) y se dejaron incubando durante 15 min a RT bajo una
agitacion constante de 140 rpm. A continuacion, se arrastraron las
células depositandolas en tubos de 1,5 ml mantenidos en hielo. Se
centrifugaron a 4 ° C durante 12 min a 12.000 rpm. Se recogieron 10 pul
del sobrenadante, que contiene el extracto proteico, de cada una de las
muestras y se incorporaron sobre una placa blanca de fondo opaco de
96 pocillos, donde se afiadieron 68 pul del tampon de ensayo luciferasa
por pocillo, incubandose a RT y 140 rpm durante 5 min protegiendo las
placas de la luz.

El tampon de ensayo luciferasa consta de los siguientes
componentes: Gly-Gly pH 7,8 (25 mM), fosfato potasico pH7,8 (15
mM), MgS04 (15 mM), EGTA (4 mM), ATP (2 mM) y DTT (1 mM).
Durante esta incubacion se prepar6 la solucion de luciferina (2,5 ml),
protegiéndose de la luz: D-luciferina (25 mM), Gly-Gly pH 7,8 (15
mM) y DTT (15 mM).

La placa con las muestras se analizo en el lumindémetro Lumat LB
9507 a 488nm.

Por ultimo, para determinar la concentraciéon de la proteina se
utilizdo el método colorimétrico Bradford: se cred una recta estandar,
preparada con diferentes cantidades de proteina conocida, empleandose
BSA (0,25 pg/ml). Se incubaron en una placa de 96 pocillos con una
agitacion de 140 rpm durante 5 min protegidas de la luz, y se realiz6 la
lectura de la absorbancia a 488 nm en el espectrofotometro
CLARIOstar®. A partir de esta recta estandar se extrapolaron las
concentraciones de los extractos proteicos, enfrentando los valores del
ensayo de luciferasa frente a los valores de la recta patron.
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4.1.9 Tratamiento combinado con B-mercaptoetanol

El B-mercaptoetanol es un antioxidante que actla como catalizador
durante el proceso de reorganizacién de las proteinas.

Se realiz6 un estudio de viabilidad usando el B-mercaptoetanol en
combinacion con el compuesto de rodio. Se midi6 la citotoxicidad
mediante el ensayo del MTT y mediante la observacion en el
microscopio Olympus IX51.

1) Ensayo de MTT: Se sembraron células A549 en placas de 96
pocillos (4.000 células/pocillo), y se dejaron incubando durante 24
horas a 37 ° C, tras lo que se afadid el tratamiento combinado de B-
mercaptoetanol (25 pM) con el compuesto [RhCI(Cp*)(phbzim)] (43
KUM), o bien un tratamiento de este Gltimo compuesto en solitario
([RhCI(Cp*)(phbzim)] a 43 puM. Se dejé durante 6, 24 y 48 horas,
incubandose a 37 ° C. Cada condicion se testé por triplicado.

Tras los tiempos de tratamientos correspondientes, se afiadieron 10
pl de solucion de MTT (5 mg/L) por pocillo, protegiendo las placas de
la luz. Tras 4 horas se afiadieron 100 ul de la solucion de solubilizacion
(SDS/0,ANHCL) y se dejaron incubando durante 18 horas a 37 ° C. Se
midio la absorbancia a 595 nm en el lector de placas CLARIOstar®.

2) Para observar dicho efecto mediante microscopia, se sembraron
las células A549 en placas de 24 pocillos, a razéon de 30.000
células/pocillo, y se dejaron incubando a 37 ° C durante 24 horas. Tras
este tiempo se afiadieron los tratamientos de rodio (43 uM), y de rodio
(43 uM) combinado con B-mercaptoetanol (25 uM), y se dejaron
incubando durante 6 horas a 37 ° C. Se tifieron con una mezcla de
Hoechts (1 pg/ml) e 1P (1pg/ml) durante 20 minutos, tras lo que
observaron usando microscopia de fluorescencia. Se tomaron imagenes
representativas usando el microscopio Olympus IX51 equipado con
camara Olympus DP72 y el Software CellSens Imaging.

4.1.10 Tratamiento combinado con DTT

El 1,4-Dithiothreitol (DTT) es un agente reductor que actia sobre
los enlaces disulfuro: mantiene los monotioles en estado reducido y
actia como desnaturalizante de proteinas, escindiendo los enlaces
disulfuro entre los grupos de cisteina en proteinas y péptidos.
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Se estudio el efecto que pudiera tener el DTT sobre células tratadas
con los complejos de rodio. Para ello se llevd a cabo un testeo de la
viabilidad de células pretratadas con DTT y posteriormente tratadas con
los complejos, mediante el ensayo MTT. Ademas, se observaron los
cambios morfoldgicos que pudieran tener lugar mediante microscopia.

1) Estudio citotoxico: se sembraron células A549 en placas de 96
pocillos (4.000 células/pocillo). Se dejaron incubando a 37 ° C durante
24 horas, tras lo que se retird el medio y se anadid el tratamiento
correspondiente: a) DTT (0,5 mM); b) DTT (0,5 mM) combinado con
[RhCI(Cp*)(phbzlm)] (64 uM). Se dejaron incubando a 37 ° C durante
24 horas, tras lo que se afiadieron 10 ul de solucién de MTT (5 mg/L)
en cada pocillo, protegiendo la placa de la luz e incubandola durante 4
horas a 37 ° C. Se anadieron después 100 ul de la solucion de
solubilizacion (SDS/0,INHCL). Se incubaron las placas a 37 ° C
durante 18 horas, tras lo que se midi6 la absorbancia a 595 nm en el
lector de placas CLARIOstar®.

2) Observacion mediante microscopia de los cambios
morfoldgicos: se sembraron células A549 en placas de 24 pocillos
(30.000 células/pocillo), y tras 24 horas de incubacion a 37 ° C, se les
afiadi6 el tratamiento: [RhCI(Cp*)(phbzlm)] (64 pM) y una
combinacion de DTT (0,5 mM) y [RhCI(Cp*)(phbzlm)] (64 uM).
Después de otras 24 horas de incubacioén a 37 ° C, se sacaron fotografias
de las células tratadas en las diferentes condiciones en el microscopio
de fluorescencia Olympus IX51 equipado con cdmara Olympus DP72
y el software de adquisicion CellSense (Olympus). Se escogid una
muestra representativa de las mismas.

4.1.11 Tratamiento combinado con NAC

La N-Acetil-L-cisteina (NAC) presenta un potencial efecto
antioxidante captando los radicales libres generados en las células como
consecuencia de los procesos de estrés oxidativo. Dicho efecto se lo
confiere el GSH junto a un grupo tiol (-SH) cedido por la cisteina. Se
estudio el efecto que podria tener sobre el mecanismo desencadenado
por los complejos de estudio el pretratamiento de las células con NAC.
Se test6 su viabilidad mediante el ensayo del MTT.
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Se sembraron las células A549 en placas de 96 pocillos a razon de
4.000 células/pocillo. Tras 24 horas se retird el medio y se afiadio el
tratamiento con NAC (10 mM) durante 2 horas a 37 ° C, tiempo tras el
que se retird y se reemplazo por los tratamientos correspondientes con
los complejos de rodio e iridio, testandose tres concentraciones de cada
uno de ellos. [IrCl(Cp*)(phbzIlm)]: 8 uM, 16 uM, 24 uM, y
[RhCI(Cp*)(phbzIm)]: 21,5 uM, 43 uM, 64,5 uM. Cada una de las
concentraciones se testd por triplicado.

Tras 24 horas de tratamiento, permaneciendo las células a 37 ° C,
se afiadieron en cada pocillo 10 pl de solucion de MTT (5 mg/L),
protegiendo las placas de la luz. Tras 4 horas se anadieron 100 ul de la
solucién de solubilizacion (SDS/0,1NHCL) y se dejaron incubando
durante 18 horas a 37 ° C. Se midio la absorbancia a 595 nm en el lector
de placas CLARIOstar®.

4.1.12 Tratamiento combinado con acido aspartico

El 4cido aspartico es un amino acido no esencial que participa en
el ciclo de la urea, el ciclo de Krebs y en el metabolismo del ADN.

Se midio6 el efecto que pudiera tener el acido aspartico sobre células
tratadas con el complejo de rodio. Para ello se llevo a cabo un testeo de
la viabilidad de células pretratadas con acido aspartico y posteriormente
tratadas con rodio, mediante el ensayo MTT. Ademas, se observaron los
cambios morfoldgicos que pudieran tener lugar mediante microscopia.

1) Estudio citotdxico: se sembraron células A549 en placas de 96
pocillos (4.000 células/pocillo). Se dejaron incubando a 37 © C durante
24 horas, tras lo que se retird el medio y se afiadid el tratamiento
correspondiente: [RhCl(Cp*)(phbzIm)] (43 uM y 64,5 uM) solo y en
combinacion con 4cido aspartico (20 mM). Cada una de las condiciones
se testo por triplicado, incubandose a 24 horas a 37 ° C. A continuacion,
en cada pocillo se afadieron 10 pl de solucion de MTT (5 mg/L),
protegiendo las placas de la luz, y tras 4 horas, 100 pl de la solucion de
solubilizacion (SDS/0,1INHCL). Todas las muestras se incubaron a 37 ©
C durante 18 horas, tras lo que se midi6 la absorbancia a 595 nm en el
lector de placas CLARIOstar®.

2) Observacion mediante microscopia de los cambios
morfologicos: se sembraron células A549 en placas de 24 pocillos
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(30.000 células/pocillo), y tras 24 horas de incubacion a 37 ° C, se les
anadid el tratamiento: [RhCI(Cp*)(phbzIlm)] (43 uM) y una
combinacion de acido aspartico (20 mM) y [RhCI(Cp*)(phbzIm)] (43
uM). Después de otras 24 horas de incubacion, se sacaron fotografias
de las células tratadas en las diferentes condiciones en el microscopio
de fluorescencia Olympus IX51 equipado con camara Olympus DP72
y el software de adquisicion CellSense (Olympus). Se escogié una
muestra representativa de las mismas.

4.1.13 Analisis de la respiracion mitocondrial

Se analizaron los perfiles respiratorios mediante la tasa de consumo

de oxigeno (OCR, de sus siglas en ingles), y la tasa de acidificacion
extracelular (ECAR, de sus siglas en inglés) en células MCF10.
Se evaluo la funcién mitocondrial de células tratadas con el complejo
[IrC1(Cp*)(phbzIm)] mediante el Kit XFp Cell Mito Stress Test (Agilent
Technologies); las medidas se realizaron en el analizador de flujo
extracelular XFp Seahorse (Bioscience).

Para la realizacion de este protocolo contamos con dos soportes:
unos cartuchos (proporcionados en el kit) que se emplearan para el
calibrado del aparato previamente a realizar el analisis, y unas
miniplacas de cultivo Seahorse XFp. Se llevo a cabo a lo largo de dos
jornadas:

Dia 1- Se sembraron células MCF10, a razon de 10.000
células/pocillo, en las miniplacas de cultivo Seahorse XFp, y se dejaron
a 37 ° C durante 24 h. Se pusieron a hidratar los cartuchos
proporcionados por el kit, necesarios para la realizacion del ensayo,
afiadiendo 200 ul de medio XFcalibrant en los pocillos del centro y 400
ul en los laterales, y se dejaron en un incubador sin CO2 a 37 ° C durante
24 h. Se dejo encendido el analizador de flujo extracelular XFp
Seahorse.

Dia 2- Se prepar6 el medio XF (Agilent Technologies),
suplementandose con glucosa (10 mM), L-glutamina (2 mM), piruvato
(1 mM) y FBS (1%), ajustando su pH a 7,4 con una solucion de
hidroxido sodico 0,1 M (NaOH 0,1N). A continuacion, se hicieron dos
lavados a los pocillos donde se habian sembrado las células con el
medio XF (200 ul/pocillo y por lavado), y se afadié el tratamiento
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correspondiente ([IrC1(Cp*)(phbzIm)] = 16 uM, y el vehiculo, DMSO),
que se usara como control), dejandolo durante 1 h en un incubador sin
COz2a37°C.

Se prepararon en tubos de 1,5 ml los tratamientos de los efectores
empleados durante el analisis: oligomicina (1 uM), FCCP (0,5 uM) y
R&A (0,5 uM). A continuacidn, los cartuchos que se habian dejado en
el incubador desde el dia anterior, se colocaron en el analizador de flujo
XFp Seahorse. Se anadieron los efectores y se dejo calibrando el
aparato (12-15 min), ajustandose a la hora de tratamiento de las células.
Tras este tiempo, se cogié la miniplaca donde se encuentraban las
células y se colocaron en el analizador de flujo XFp Seahorse. Los datos
se analizaron usando el Agilent Seahorse Analytics.

4.1.14 Cuantificacion de la disipacion de energia en forma de
calor: experimento in vivo

Se trataron ratones con [IrCl(Cp*)(phbzIm)] para analizar los
posibles cambios de temperatura provocados por el mismo.

Después de la inyeccion del tratamiento, [IrCl(Cp*)(phbzIm)] a
una concentracion de 0,439 mg/ml, los ratones han sido puestos en una
sala a 4°C, habiéndoseles retirado la comida. La temperatura corporal
se midio por via rectal con un termometro rectal (BAT-12 Microprobe-
Thermometer, Physitemp, Clifton, NJ) y la temperatura interescapular
fue medida mediante el analisis de fotos térmicas realizadas con una
camara termografica (E60bx: Compact-Infrared-Thermal-Imaging-
Camera; FLIR, West Malling, Kent, U.K.) y analizadas mediante el
software especifico (FLIR-Tools-Software; FLIR). Previamente a la
realizacion de las fotografias se retird el pelo de la zona interescapular
y luego se tomaron tres imagenes por animal, tomando la media para la
asignacion de un valor de temperatura interescapular.

La temperatura, tanto corporal como interescapular, se midio justo
antes de tratar a los animales, y a partir de las 3 horas de la
administracion, cada hora hasta las 7 horas; por tltimo, se midio a las
24 horas.

Todos los procedimientos realizados con animales se llevaron a
cabo conforme a lo establecido en el Real Decreto 53/2013, bajo la
autorizacion de la Conselleria de Medio Rural, con n® 15010/17/002 de
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la que es investigadora responsable la Dra. Sulay Tovar. Los
experimentos fueron realizados por personal capacitado en el Centro de
Biomedicina Experimental CEBEGA, centro usuario autorizado con
REGA n° ES150780292901.

4.1.15Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo en el software
GraphPad Prism version 6.01 (GrahPad Software, Inc., La Jolla, USA).
Las diferencias fueron consideradas significativas para *p<0,05y ** p
< 0,01, y muy significativas para *** p < 0,001. Los resultados se
expresaron como la media * la desviacion estandar (SD).

4.2 BACTERIAS

Reactivos

- Cepas bacterianas

- Medio Luria Bertani (LB)

- Medio M9, con el minimo de sales 5X (Sigma, Cat. N.° M6030)

- PBS

-Agar

-NaCl (8 g/ml)

-Agua Mili-Q

-Resina (proporcionada por NANOGAP SUB-NM-POWER S.A.)

- [IrC1(Cp*)(phbzIm)] (sintetizado por el Departamento de Quimica de
la Universidad de Burgos, Espafia)

- [RhCI(Cp*)(phbzIm)] (sintetizado por el Departamento de Quimica
de la Universidad de Burgos, Espafia)

- [RuCl(cym)(phbzIm) (sintetizado por el Departamento de Quimica de
la Universidad de Burgos, Espafia)

- DMSO (Sigma, Cat. N. ° D8418)

- Ag-AQCs (proporcionados por NANOGAP SUB-NM-POWER S.A.)
- Sonda HPF, 3’-(p-hydroxyphenyl) fluorescein (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Cat. N. ° H36004)

- Sonda DHE, indicador de superoxido dihidroetidio (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Cat. N. °© D11347)

- Sonda Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid) Trimethine Oxonol
(DiBAC4) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Cat. N. © B438)
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- Kit Seahorse XFp Cell Mito Stress Test (Agilent, Cat. N. ® 103010-
100)

- Poly-L-lisina (Sigma, Cat. N.° P4832)

- D-Glucosa (Gibco, Cat. N. ° A24940-01)

- Solucién de hidréxido soédico 0,1 M (NaOH 0,1N) (Panreac, Cat. N. °
1416861211)

Materiales

- Mechero tipo Bunsen (USBECK) para el trabajo en nivel de seguridad
1

- Camara de flujo laminar para el trabajo en nivel de seguridad 2

- Camara de hipoxia Ruskin Invivo; 200

- Incubador de agitaciéon Minitron

- Espectrofotometro ThermoSpectronic, modelo BioMate-3

- Incubador Memmert

- Incubador IN30 Memmmert (DE 66812464)

- Lector de placas CLARIOstar®

- Microcentrifuga (Centrifuga 5424 Eppendorf)

- Citometro Guava EasyCyte (Millipore)

- Thermo-Shaker MB100-2A (Lab. Technics Labolan S.L.)

- Bafio de agua Fisher Isotemp, modelo 2341

- Camara Optica

- Micropipetas (Eppendorf)

- Membrana de didlisis Spectra/Por®7 Dialysis Membrane; Esténdar
RC Trial Kit (Spectrum Laboratories)

- Cajas de plastico de 8x8 cm

- Vaso de precipitados

- Cubetas de vidrio para espectrofotometro

- Asa de siembra de alambre

- Placas de 96 pocillos (BD Falcon)

- Placas de 24 pocillos (Thermo Scientific™ 930186)

- Miniplacas de cultivo Seahorse XFp (Agilent, Cat. N. ° 103025-100)
- Portaobjetos

- Placas Petri de 100 mm de diametro (BD Falcon) tratadas con agar

- Tubos de 25 ml (BD Falcon)

- Tubos de 1,5 ml (Eppendorf)

66



Procedimientos

4.2.1 Cepas bacterianas

Se emplearon un total de diez cepas diferentes, diferenciando dos
grupos:

- Cepas almacenadas en viales a -80 °C: Eschirichia coli DH5a
(ATCC 25922), Eschirichia coli (ATCC 25929), Staphylococcus aureus
subsp. aureus (ATCC 29213), Staphylococcus aureus (ATCC 292135),
Enterococcus hirae (ATCC 9790), Enterococcus faecalis (ATCC
29212) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

- Aislados clinicos recogidos en el Hospital Clinico Universitario
de Santiago de Compostela (CHUS) y cedidos por el Departamento de
Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, de la Universidad
de Santiago de Compostela: Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM), Pseudomonas aeruginosa 60568 y Pseudomonas
aeruginosa 66479.

Condiciones de trabajo

La realizacion de los experimentos con las cepas de E. coli y E.
hirae se llevo a cabo en un laboratorio de nivel de seguridad 1, siempre
bajo llama para mantener condiciones de esterilidad.

El trabajo con las cepas de S. aureus, P. aeruginosa y E. faecalis se
realizd en cadmara de flujo laminar en un laboratorio de nivel de
seguridad 2.

4.2.2 Efecto bactericida o bacteriostatico

Para el crecimiento inicial de la cepa se llevaron a cabo dos
aproximaciones diferentes dependiendo del tipo de muestra a tratar:

1) Las bacterias Eschirichia coli DH5a (ATCC 25922), Eschirichia
coli (ATCC 25929), Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Staphylococcus aureus (ATCC 292135), Enterococcus hirae (ATCC
9790), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), se picaron a partir de cé€lulas congeladas
almacenadas a -80 °C, y se crecieron a 37 °C en 5 ml de medio Luria
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Bertani (LB) en un tubo de 25 ml, con una agitacion constante de 225
rpm durante toda la noche en un incubador de agitacion.

2) Las muestras correspondientes a los aislados clinicos
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, Pseudomonas
aeruginosa 60568 y Pseudomonas aeruginosa 66479, fueron recibidas
en viales, a partir de los que se prepararon diluciones y se crecieron a
37 °C en 5 ml de medio LB en un tubo de 25 ml, con una agitacién
constante de 225 rpm durante toda la noche en un incubador de
agitacion.

El crecimiento se monitorizd tomando como base la turbidez de la
solucion, midiendo su absorbancia en el espectrofotometro. La
absorbancia de la muestra se ajustd para alcanzar el estandar 0,5
McFarland (la DO a 620 nm debe situarse entre 0,08-0,13). A
continuacion, se llevd a cabo una dilucion 1/500 de la solucién de
bacterias 0,5 McFarland en PBS, y se sembraron en placas de 96
pocillos, testando la actividad antimicrobiana de los complejos
siguiendo el siguiente protocolo:

1) Se anadieron 40 pl de PBS en cada pocillo, sobre los que se
incorporaron 10 pl de la solucion bacteriana.

2) Las bacterias fueron tratadas con las concentraciones de los
complejos  ([IrCI(Cp*)(phbzlm)] . [RhCI(Cp*)(phbzIlm)] o
[RuCl(cym)(phbzlm)  segun  corresponda), especificadas a
continuacion, tomando como control el vehiculo en el que se encuentran
los mismos (el DMSO): 1,34 mM; 0,67 mM; 0,335 mM; 0,167 mM,;
0,084 mM; 0,042 mM; 0,021 mM; 0,011 mM y 0,005 mM (cada una de
las condiciones por triplicado). Se dejaron incubando durante 30
minutos protegidas de la luz.

3) Se aniadieron 150 pl de LB en cada pocillo, y se incub6 la placa
protegida de la luz durante toda la noche a 37° C.

4) Se midio la absorbancia obtenida a 600 nm usando el lector de
placas CLARIOstar®.

Con el objetivo de diferenciar si los complejos presentan un efecto
bactericida o bacteriostatico, se llevaron a cabo dos aproximaciones
diferentes:

1) Para las cepas provenientes de las muestras almacenadas a
-80 °C: Eschirichia coli DH5a (ATCC 25922), Eschirichia coli (ATCC
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25929), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Staphylococcus aureus
(ATCC 292135), Enterococcus hirae (ATCC 9790), Enterococcus
faecalis (ATCC 29212) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), se
llevo a cabo la resiembra de bacterias en placas de agar. Se recogieron
10 pl de la solucion bacteriana a testar, y se anadieron sobre 50 pl de
LB, sembrando la solucién resultante en una placa de agar. Se incubaron
a 37 °C durante toda la noche para evaluar el crecimiento bacteriano. Se
tomaron una serie de fotografias representativas con una camara optica.

2) Para las cepas correspondientes con los aislados clinicos:
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, Pseudomonas
aeruginosa 60568 y Pseudomonas aeruginosa 66479, se llevo a cabo la
resiembra de bacterias en una nueva placa de 96 pocillos, seleccionando
aquellas concentraciones con las que se producia inhibicion del
crecimiento. Se afiadieron 150 ul de LB sobre los 20 pl de la solucion
bacteriana resembrada. Se incubo la nueva placa a 37 °C durante toda
la noche, tras lo que se mide la absorbancia a 600 nm usando el lector
de placas CLARIOstar®.

4.2.3 Crecimiento bajo condiciones de hipoxia
Este ensayo se lleva a cabo en una camara de hipoxia Ruskin

Invivo,200, con unas condiciones de 0,2% de O», 5% de CO2 y una
temperatura de 37 °C.

Las bacterias E. coli DH5a (ATCC 25922) se picaron a partir de
células congeladas almacenadas a -80 °C, y se crecieron a 37 °C en 5 ml
de LB en un tubo de 25 ml, con una agitacion constante de 225 rpm
durante toda la noche en un incubador de agitacion.

Una vez crecidas, las bacterias se introdujeron, junto con todos los
reactivos y material que se empled en el ensayo, en la cdmara de hipoxia
durante 24 horas.

Tras este periodo, el crecimiento se monitorizé tomando como base
la turbidez de la solucién, midiendo su absorbancia en el
espectrofotometro (para ello se retiraron de la camara las cubetas de
vidrio con la soluciéon bacteriana). La absorbancia de la muestra se
ajustd para alcanzar el estandar 0,5 McFarland (Ia DO a 620 nm debe
situarse entre 0,08-0,13).
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A continuacion, se llevo a cabo una dilucion 1/500 de la solucion
de bacterias 0,5 McFarland en PBS, y se sembraron en placas de 96
pocillos, testando la actividad antimicrobiana de los complejos
siguiendo el siguiente protocolo:

1) Se afiadieron 40 pl de PBS en cada pocillo, sobre los que se
incorporaron 10 pl de la solucidn bacteriana.

2) Las bacterias fueron tratadas con las concentraciones de los
complejos  ([IrCI(Cp*)(phbzlm)] , [RhCI(Cp*)(phbzIm)] o
[RuCl(cym)(phbzIm)  segun  corresponda), especificadas a
continuacion, tomando como control el vehiculo en el que se encuentran
los mismos (el DMSO): 1,34 mM; 0,67 mM; 0,335 mM; 0,167 mM;
0,084 mM; 0,042 mM; 0,021 mM; 0,011 mM y 0,005 mM (cada una de
las condiciones por triplicado). Se dejaron incubando durante 30
minutos protegidas de la luz.

3) Se afiadieron 150 ul de LB en cada pocillo, y se incubo la placa
protegida de la luz durante toda la noche.

4) Se retiraron las placas de la cdmara de hipoxia y se midid la
absorbancia obtenida a 600 nm wusando el lector de placas
CLARIOstar®.

4.2.4 Determinacion de los niveles de ROS

Para medir los niveles de ROS se llevaron a cabo dos
aproximaciones diferentes, con el dihidroetidio (DHE), y con la
fluoresceina 3’-(p-hidroxifenilo) (HPF). El DHE se emplea para
monitorizar los niveles de superoxido en el citosol, y la HPF detecta los
radicales hidroxilos. El DHE muestra fluorescencia azul en el citosol,
pero una vez que se oxida, se intercala en el ADN mostrando
fluorescencia roja; en cambio, la HPF es una molécula no fluorescente
hasta que se oxida una vez que reacciona con los radicales hidroxilos,
mostrando fluorescencia verde. La oxidacion de estas moléculas se
monitoriza midiendo el incremento de fluorescencia mediante
citometria de flujo usando el citémetro Guava EasyCyte.

Para la realizacion de este experimento, las bacterias E. coli DH5a
(ATCC 25922) se picaron a partir de células congeladas almacenadas a
-80 °C, y se crecieron a 37 °C en 5 ml de LB en un tubo de 25 ml, con
una agitacion constante de 225 rpm durante toda la noche en un
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incubador de agitacion. El crecimiento se monitoriz6 tomando como
base la turbidez de la solucion, midiendo su absorbancia en el
espectrofotometro, ajustando a una DO a 620 nm de 0,3.

1) Se afiadi6 1 ml de esta solucion bacteriana en dos tubos de 1,5
ml que se centrifugaron durante 5 min a 3.500 rpm.

2) Se retird el sobrenadante y el precipitado de un tubo se volvio a
suspender en 1 ml de PBS y el otro en 1 ml de PBS con HPF (5 mM) ¢
DHE (0,5 uM), segun corresponda. Se incubaron 30 min a 37°C
protegidos de la luz.

3) Se prepararon los tratamientos, en tubos de 1,5 ml: control
(DMSO), por duplicado, [IrCl(Cp*)(phbzIm)] y [RhCI(Cp*)(phbzIm)]
en una concentracion de 0,214 mM y 80 ul de volumen.

3) Se centrifugaron durante 5 min a 3.500 rpm y se retiro el
sobrenadante. Se volvieron a suspender en 1 ml de PBS y se afiadieron
20 pl de bacterias tefiidas en los tubos de 1,5 ml preparados con los
diferentes tratamientos, y 20 pl de las bacterias sin tefiir como control
(negativo).

4) Se incubaron durante hora y media a RT protegidos de la luz.

5) Se centrifugaron durante 5 min a 3.500 rpm, se retird el
sobrenadante y se volvieron a suspender en 100 pul de PBS.

6) Se evalud la fluorescencia presente en las bacterias mediante
citometria de flujo (Guava EasyCyte, Millipore)

4.2.5 Determinacion del potencial de membrana

El acido 1,3-dibutilbarbitirico trimetino oxonol (DiBAC4) se
emplea para medir los cambios en el potencial de membrana, gracias a
su capacidad de entrada en células despolarizadas, donde se une a las
proteinas o membranas intracelulares, exhibiendo una fluorescencia
mayor y un cambio espectral rojo. El aumento de la despolarizacion
dard lugar a un incremento de fluorescencia debido a una entrada del
colorante anionico, mientras que la hiperpolarizacién se mostrara como
una disminucion de la fluorescencia. Estos cambios de fluorescencia se
monitorizaron mediante citometria de flujo empleando el citémetro
Guava EasyCyte.

El primer paso fue la obtencion de las bacterias: E. coli DH5a
(ATCC 25922) se picaron a partir de células congeladas almacenadas a
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-80 °C, y se crecieron a 37 °C en 5 ml de LB en un tubo de 25 ml con
una agitacion constante de 225 rpm durante toda la noche en un
incubador de agitacion. El crecimiento se monitorizd tomando como
base la turbidez de la solucion, midiendo su absorbancia en el
espectrofotometro, ajustando a una DO a 620 nm de 0,3.

1) Se afiadi6 1 ml de esta solucion bacteriana en dos tubos de 1,5
ml que se centrifugaron durante 5 min a 3.500 rpm.

2) Se retir6 el sobrenadante y un tubo se volvid a suspender en 1
ml de PBS y el otro en 1 ml de PBS con DiBAC4 (10 pg/ml). Se
incubaron 30 min a 37°C protegidos de la luz.

3) Se prepararon los tratamientos, en tubos de 1,5 ml: DMSO,
[IrCl(Cp*)(phbzIm)], [RhCI(Cp*)(phbzlm)] y [RuCl(cym)(phbzlm)]
en una concentracion de 0,214 mM y 80 pl de volumen.

3) Se centrifugaron durante 5 min a 3.500 rpm y se retiro el
sobrenadante. Se vuelven a suspender en 1 ml de PBS y se afiadieron
20 ul de bacterias tefiidas en los tubos de 1,5 ml preparados con los
diferentes tratamientos, y 20 pl de bacterias sin tefiir como control
negativo.

4) Se incubaron durante 1 h a RT protegidos de la luz.

5) Se centrifugaron durante 5 min a 3.500 rpm, se retiro el
sobrenadante y se volvieron a suspender en 100 pl de PBS.

6) Se evalu¢ la fluorescencia presente en las bacterias mediante
citometria de flujo (Guava EasyCyte, Millipore)

4.2.6 Estudio del estado de la respiracion mitocondrial

Se evalu¢ la funcion mitocondrial de bacterias E. coli tratadas con
el complejo [RhCI(Cp*)(phbzIm)] mediante el Kit XFp Cell Mito Stress
Test (Agilent Technologies); las medidas se realizaron en el analizador
de flujo extracelular XFp Seahorse (Bioscience).

Para la realizacion de este protocolo contamos con dos soportes:
unos cartuchos (proporcionados en el kit) que se emplearan para el
calibrado del aparato previamente a realizar el analisis, y unas
miniplacas de cultivo Seahorse XFp. Se llevo a cabo a lo largo de dos
jornadas:

Dia 1- Las bacterias E. coli DH50. (ATCC 25922) se picaron a partir
de células congeladas almacenadas a -80 °C, y se crecieron a 37 °C en
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5 ml de medio M9 (suplementado con glucosa 10 mM) en un tubo de
25 ml, con una agitacion constante de 225 rpm durante toda la noche en
un incubador de agitacion. Se pusieron a hidratar los cartuchos
proporcionados por el kit, necesarios para la realizacioén del ensayo,
afiadiendo 200 pl de medio XFcalibrant en los pocillos del centro y 400
ul en los laterales, y se dejaron en un incubador sin CO; a 37 ° C durante
24 h. Se dej6 encendido el analizador de flujo extracelular XFp
Seahorse.

Dia 2- El crecimiento de las bacterias se monitorizé tomando como
base la turbidez de la solucion, midiendo su absorbancia en el
espectrofotometro. La absorbancia de la muestra se ajustd para alcanzar
el estandar 0,5 McFarland (Ia DO a 620 nm debe situarse entre 0,08-
0,13). A continuacion, se llevé a cabo una dilucion 1/500 de la solucion
de bacterias 0,5 McFarland en PBS, y se sembraron con el medio M9
en la miniplaca de cultivo Seahorse XFp (cuyos pocillos se habian
lavado previamente con poly-lisina), y se dejaron a 37 ° C durante 4 h.
Al medio M9 (suplementado con glucosa 10 mM) se le ajusto el pH a
7,4 con una solucion de hidroxido sodico 0,1 M (NaOH 0,1N).

Tras la incubacion de 4 h, se prepararon en tubos de 1,5 ml los
tratamientos: [RhCl(Cp*)(phbzIm9)] = 2,142 mM, 0,428 mM, 0,214
mM, 0,107 mM y 0,0535 mM y el vehiculo, DMSO, que se usara como
control. A continuacion, los cartuchos que se habian dejado en el
incubador desde el dia anterior, se colocaron en el analizador de flujo
XFp Seahorse para calibrarlo, tras lo que se coloco la miniplaca con las
bacterias y se inyectaron los tratamientos que se habian preparado. Los
datos se analizaron usando el Agilent Seahorse Analytics.

4.2.7 Ensayos de eficiencia biocida en placas tratadas con
AQCs

Se nos facilitaron placas de 24 pocillos cuyo contenido sigue el
esquema general mostrado en la Fig. 1, donde los pocillos estan
recubiertos con wuna formulacion que contiene diferentes
concentraciones de AQCs de las que se quiere conocer la capacidad
biocida.
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La preparacion del recubrimiento de las mismas se llevo por el
personal de NANOGAP SUB-NM-POWER S.A, y el ensayo
microbioldgico desarrollado fue el siguiente:

Las bacterias E. coli DH5a (ATCC 25922) se picaron a partir de
células congeladas almacenadas a -80 °C, y se crecieron a 37 °C en 5 ml
de LB en un tubo de 25 ml, con una agitacion constante de 225 rpm
durante toda la noche en un incubador de agitacion. El crecimiento se
monitorizé tomando como base la turbidez de la solucidon, midiendo su
absorbancia en el espectrofotometro. La absorbancia de la muestra se
ajusto para alcanzar el estandar 0,5 McFarland (la DO a 620 nm debe
situarse entre 0,08-0,13).

A continuacion, se llevo a cabo una dilucioén 1/500 de la solucion
de bacterias 0,5 McFarland en PBS, y se sembraron en las placas de 24
pocillos ya tratadas, testando la actividad antimicrobiana de los
recubrimientos siguiendo el siguiente protocolo:

1) Se anadieron 40 pl de PBS en cada pocillo, sobre los que se
incorporaron 10 pl de la solucion bacteriana. Se dejaron incubando a 37
°C y 500 rpm en un agitador de microplacas durante 10 o 60 minutos,
diferenciando de esta manera dos tiempos de exposicion. Se dejaron
pocillos como blanco, en los que no se sembraron bacterias y se
anadieron 50 pl de PBS.

2) Se afiadieron 2 ml de LB en cada pocillo, y se incub¢ la placa
protegida de la luz durante 6 horas a 37° C y 150 rpm.

3) Se recogieron 10 ul de la solucidn bacteriana de los diferentes
pocillos, y se hicieron diluciones 1/5 en LB, sembrando la solucion
resultante en una placa Petri con agar.

4) Se incubaron durante toda la noche, las placas de 24 pocillos a
37°Cy 150 rpm y las placas de agar en una estufa a 37 °C.

5) Se midi¢ la absorbancia obtenida en las placas de 24 pocillos a
600 nm usando el lector de placas CLARIOstar®, y se tomaron una
serie de fotografias representativas de las placas de agar con una camara
optica.

Este protocolo general sufrid modificaciones con el objetivo de
conocer la influencia de la temperatura en la capacidad biocida: las
exposiciones de 10 o 60 minutos se llevaron a caboa 5y 15 °C.
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Figura 1. Contenido de las placas de 24
pocillos mostrandose la cantidad de
plata (en ppm) presente en el
revestimiento de cada uno de los

0 0 0 714 714 714

2.000 | 2.000 | 2.000 | 2.857 | 2.857 | 2.857

3.937 | 3.937 | 3.937 X x x pocillos. La “x” representa pocillos sin
revestimiento que se wusaron como
x x X x X x control negativo y blanco.

4.2.8 Influencia del NaCl en la capacidad biocida

Las placas de 24 pocillos proporcionadas por NANOGAP SUB-
NM-POWER S.A, cuyos pocillos estdn recubiertos con una
formulacion que contiene diferentes concentraciones de Ag-AQCs, se
incubaron con una solucion de NaCl y con agua Mili-Q para determinar
si la primera presentaba algtin efecto sobre la capacidad biocida de esta
formulacion.

Se anadieron 1,5 ml de solucién de NaCl (80 g/L) o de agua Mili-
Q, segin corresponda, en cada pocillo y se dejaron incubando a 37 o 60
°C y 150 rpm durante 72 horas. Tras esta incubacién previa, se retiraron
las soluciones de las placas, se realizaron dos lavados consecutivos con
500 ul de PBS por pocillo y se continu6 con el protocolo especificado
en el apartado “Ensayos de eficiencia biocida en placas”.

4.2.9 Ensayos de eficiencia biocida en soportes con AQCs

Se nos facilitaron portaobjetos de microscopia sobre los que se
depositd, mediante spin-coating, una resina conteniendo Ag-AQC, de
la que se quiere conocer la capacidad biocida. Las concentraciones de
Ag-AQC testadas fueron 355 ppm, 410 ppm y 2.840 ppm.

La preparacion del recubrimiento de los mismos se llevo por el
personal de NANOGAP SUB-NM-POWER S.A, y el ensayo
microbiologico desarrollado fue el siguiente:

Las bacterias E. coli DH5a (ATCC 25922) se picaron a partir de
células congeladas almacenadas a -80 °C, y se crecieron a 37 °C en 5 ml
de LB en un tubo de 25 ml, con una agitacién constante de 225 rpm
durante toda la noche en un incubador de agitacion. El crecimiento se
monitorizé tomando como base la turbidez de la solucion, midiendo su
absorbancia en el espectrofotometro. La absorbancia de la muestra se
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ajusto para alcanzar el estandar 0,5 McFarland (la DO a 620 nm debe
situarse entre 0,08-0,13).

A continuacion, se llevo a cabo una dilucion 1/500 de la solucion
de bacterias 0,5 McFarland en PBS, y se sembraron en los soportes
tratados, testando la actividad antimicrobiana de los recubrimientos
siguiendo el siguiente protocolo:

1) En un tubo de 1,5 ml se afiadieron 100 pl de la solucién
bacteriana, a los que se incorporaron 900 pl de una mezcla de
PBS+Agar 0,5%, previamente autoclavada y atemperada a 37 °C. Se
mezcld pipeteando arriba y abajo sin llegar a formar burbujas.

2) Se afiadi6 el ml de la mezcla bacteriana sobre los soportes y se
dej6 incubando durante 30 min a RT.

3) Se afiadieron 2 ml de una mezcla de LB+Agar 0,5%,
previamente autoclavada y atemperada a 37 °C, sobre cada uno de los
soportes, gota a gota, cubriendo bien la mezcla afadida con
anterioridad.

4) Se incubaron los soportes protegidos de la luz a 37 °C durante
toda la noche.

5) Se tomaron fotografias representativas con una camara optica.

4.2.10 Migracién de AQCs

Para observar el fendémeno de migracion de los Ag-AQCs se
emplearon membranas de didlisis Spectra/Por ® 7 y piezas solidas de
polimero que contienen Ag-AQCs (control, con [Ag]=0, y [Ag]= 3937
ppm).

Se usaron 4 membranas diferentes, dos para muestras control
[Ag]=0 ppm y tiempos de incubacion de 10 y 60 minutos, y otras dos
para muestras de [Ag]= 3937 ppm con los mismos tiempos de
incubacion (Fig. 2A).

1) Preparacion de las membranas: se recortaron 4 membranas de
10 cm de largo, y se pusieron en un vaso de precipitados cubiertas de
agua destilada en agitacion durante 30 minutos para eliminar el buffer
azida. A continuacion, se colocaron las pinzas en ambos extremos de la
membrana y se colocaron en unas cajas de plastico de 8x8 cm.

2) Preparacion de las bacterias: las bacterias E. coli DH5a (ATCC
25922) se picaron a partir de células congeladas almacenadas a -80 °C,
y se crecieron a 37 °C en 5 ml de LB en un tubo de 25 ml, con una
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agitacion constante de 225 rpm durante toda la noche en un incubador
de agitacion. El crecimiento se monitorizd tomando como base la
turbidez de la solucidon, midiendo su absorbancia en el
espectrofotometro. La absorbancia de la muestra se ajusto para alcanzar
el estandar 0,5 McFarland (la DO a 620 nm debe situarse entre 0,08-
0,13) y se hizo una dilucion 1/500 en PBS.

3) Montaje: en el interior de las membranas se colocaron las
muestras solidas de AQCs, seglin correspondiera, asi como 8 ml de la
solucion bacteriana. En el soporte exterior se afadieron 16 ml de
solucidn bacteriana, cubriendo completamente el fondo (Fig. 2B).

4) Las membranas se dejaron incubando a 37 °C y 500 rpm durante
el tiempo de exposicion correspondiente (10 o 60 minutos).

5) Se pipetearon 244 ul de cada condicidn, por triplicado, en una
placa de 6 pocillos, y se afiadieron 10 ml de LB por pocillo.

6) Se dejaron incubando las placas de 6 pocillos a 37° durante toda
la noche.

7) Se midio la absorbancia obtenida a 600 nm usando el lector de
placas CLARIOstar®, y se tomaron una serie de fotografias
representativas con una camara optica.

A Exposicion durante 10 minutos
Control ([Ag]=0) Muestra ([Ag]= 3937 ppm)
En el exterior En el interior En el exterior En el interior
de la membrana de la membrana de la membrana de la membrana
Exposicién durante 60 minutos
Control ([Ag]=0) Muestra ([Ag]= 3937 ppm)
En el exterior En el interior En el exterior En el interior
de la membrana de la membrana de la membrana de la membrana
B CONTROL [Ag]=0 1 [Ag]=3937ppm
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Figura 2. A) Condiciones del experimento de migracion. Se establecieron un total
de 8 condiciones que dependieron del tiempo de contacto entre las bacterias y los
tratamientos, del tipo de muestra con el que estén en contacto ([Ag] de 0 o 3937
ppm), y de si provienen del interior o del exterior de la membrana de dialisis. B)
Montaje del experimento de migracion. Se muestran dos membranas de dialisis con
las muestras solidas de tratamiento, asi como la solucion bacteriana tanto en el
interior de las mismas como en el exterior, recubriendo el fondo de la caja que las
alberga (Nota: fotografia tomada una vez que se habian retirados las pinzas que
cerraban la parte inferior de las membranas para poder recoger las muestras).

4.2.11 Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo en el software
GraphPad Prism version 6.01 (GrahPad Software, Inc., La Jolla, USA).
Las diferencias fueron consideradas significativas para *p<0,05y ** p
< 0,01, y muy significativas para *** p < 0,001. Los resultados se
expresaron como la media * la desviacion estandar (SD).
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5 RESULTADOS






Se han empleado tres compuestos metalicos derivados del rutenio, rodio
e iridio. Su seleccidn se realizd, como se dijo en la introduccion, en un
trabajo previo de cribado de una biblioteca de compuestos con estos
centros metalicos, presentando variaciones en sus ligandos. La
evaluacion de su actividad citotoxica se hizo a traves del calculo de la
dosis ICso, definida por la FDA como la concentracion de un farmaco
que se requiere in vitro para una inhibicion del crecimiento celular del
50%. De esta manera, el criterio que se sigui6 fue que presentaran un
valor de la misma, igual o inferior a 50 uM, fueran estables y solubles,
habiéndose testado en la linea celular A549.

De acuerdo con lo postulado por Sadler y colab., la naturaleza de
los ligandos, mas alla de su centro metalico, proporcionara al complejo
unas propiedades especificas, y las diferencias de citotoxicidad
encontradas en este primer cribado asi lo corroboran. Los tres
compuestos seleccionados presentan una estructura “half-sandwich” o
“taburete de piano”, donde el grupo saliente es decisivo en la activacion
del complejo, el ligando quelante determina su estabilidad y cinética, y
el ligando areno resulta clave en su absorcion celular e interaccion con
posibles dianas.

Estos compuestos son: el RuCl(cym)(phbzlm), al que nos
referiremos también a lo largo de este trabajo como compuesto de
rutenio, con una ICso de 50 uM; el RhCI(Cp*)(phbzIm), que también
nombraremos como compuesto de rodio, con una ICso de 43 uM; vy el
IrCI(Cp")(phbzlm) o compuesto de iridio, con una ICso de 16 UM. Se
trata de compuestos derivados, respectivamente, de rutenio (1), rodio
(1) e iridio (111), tres metales que se han ido ganando protagonismo en
la bisqueda de compuestos con propiedades anticancerigenas.®
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5.1 ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION DEL COMPLEJO DE
RUTENIO






Los complejos de rutenio representan una de las clases mas
prometedoras de agentes anticancerosos con base metéalica, situandose
la primera evidencia de las propiedades potenciales de un compuesto
con esta base en la década de 1970, con el descubrimiento de la
actividad anticancerigena del rojo de rutenio. EI mecanismo de accién
de este tipo de compuestos parece que no se correspondia con la forma
clasica de union al ADN, mostrdndose como buenas alternativas al
cisplatino.” Con la finalidad de dilucidar el posible mecanismo de
accion del compuesto RuCl(cym)(phbzim) (Fig. 1) investigamos su
implicacion en diferentes vias de muerte celular.

Figura 1. Estructura quimica del compuesto de
rutenio. El complejo RuCl(cym)(phbzlm) con
estructura “half-sandwich” presenta como asiente
del taburete un ligando areno en forma de grupo
cimeno (cym), y como patas del taburete el grupo
saliente, Cl, y el ligando quelante, el phbzim.

5.1.1 Eventos generales

Con la finalidad de aproximarnos al mecanismo de accién
desencadenado por este compuesto, decidimos estudiar su efecto sobre
tres parametros bien establecidos en los procesos de muerte celular: la
distribucion del ciclo celular, la sintesis de proteinas, y los niveles del
anion superéxido (02).

Variaciones en el ciclo celular pueden derivar en la activacion de
mecanismos de muerte, estando descrito el arresto del ciclo celular
como uno de los eventos apoptdticos.®’ De esta manera, estudiamos el
impacto del RuCl(cym)(phbzIm) en el ciclo celular de dos lineas
diferentes: A549 y MCF-7. Analizamos el ciclo 24 y 48 h después de
haber afiadido el tratamiento (25 puM), usando la tincion de IP vy
cuantificando los resultados mediante citometria de flujo. Tras 48h, el
porcentaje de células A549 tratadas que se encuentran en fase GO/G1
es superior al de las células control, mientras que las células MCF-7
tratadas, tanto a las 24 como a las 48 h, el arresto se produce en la fase
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G2/M. (Fig. 2) Esta diferencia puede deberse a que las células MFC-7
carecen de la caspasa 3, cuya inhibicion se ha demostrado que provoca
el arresto en la fase G2/M.8! De esta forma obtenemos una alteracion
en el ciclo celular, caracteristica comun en los procesos de muerte
celular.
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Figura 2. Perturbaciones en el ciclo celular con Ru. Células A549 y MCF-7 fueron
tratadas durante 24 y 48 horas con [RuCl(cym)(phbzlm)] a 25 pM y analizadas por
citometria de flujo usando una tincion de yoduro de propidio (IP). Se muestran las
distribuciones del ciclo celular con el promedio y SD de al menos tres experimentos
independientes (** p < 0,01, *** p < 0,001).

Se ha encontrado que la disminucion en la sintesis global de las
proteinas puede ocasionarse como respuesta al aumento del estrés en
las células, por lo que se evalud el efecto del RuCl(cym)(phbzIim) (50
M), sobre la sintesis de proteinas tras 6 h de tratamiento. Para ello se
empled el Click-iT OPP Protein Synthesis Assay, con el que se
cuantifica de fluorescencia ligada a proteinas nacientes. Se empleo la
cicloheximida (CHX) como control positivo®® y obtuvimos una ligera
inhibicidn de las células tratadas respecto a las células control, pero no
tan marcada como la obtenida con el control positivo (Fig. 3A), por lo
gue esta inhibicion no seré el principal efector del mecanismo de muerte
desencadenado por el compuesto.

Los niveles de las especies reactivas de oxigeno (ROS) juegan un
papel fundamental en el desarrollo del proceso tumoral: por un lado,
son indispensables para la proliferacion descontrolada de las células,
por lo que sus niveles se encuentran elevados respecto a los de las
células normales,®” pero por otro, una elevacion demasiado pronunciada
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de los mismos desencadena una respuesta a estrés oxidativo que acaba
provocando la muerte. De esta manera, la importancia del
mantenimiento de la homeostasis redox en las células tumorales
convierte a las ROS es una interesante diana sobre la que actuar. Las
células tumorales presentan una capacidad antioxidante mejorada
respecto a la de las células normales que mantienen los niveles de ROS
por debajo del limite que los convertiria en toxicos, pero su aumento
por la accion de factores exdgenos puede sobrepasar esta capacidad
antioxidante, desencadenando el proceso de muerte celular.®% Debido
a que entre las ROS se encuentra el O2,, medimos la capacidad del
RuCl(cym)(phbzIm) para elevar sus niveles en la célula. Su generacién
se midi6 usando la sonda fluorescente DHE, cuantificandose mediante
citometria de flujo tras 4 horas de tratamiento con RuCl(cym)(phbzIm)
50 puM. Se us6 el H202 (200 M) como control positivo, y obtuvimos
que los niveles del O2™ no sufrian un incremento cuando tratbamos a
las células A549 con este complejo (Fig. 3B). De esta manera, con estas
aproximaciones iniciales no podemos establecer el mecanismo de
muerte desencadenado por este compuesto, por lo otras posibles vias
debian ser exploradas.
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Figura 3. A) Efecto de [RuCl(cym)(phbzim)] a 50 pM sobre la sintesis de proteinas
emergentes de células A549 después de 6 horas de tratamiento, medido con el Kit
Click-iT Plus OPP Protein Synthesis Assay (Invitrogen™). Se usé la cicloheximida
(CHX= 500 pM) como control positivo para la inhibicion de la sintesis de proteinas.
Los datos mostrados se corresponden a las medias y SD de tres experimentos
independientes. B) Se analizaron los niveles de ROS determinando la intensidad de
la fluorescencia de células A549 se determind usando citometria de flujo basada en
fluorescencia. EL DHE (0,5 pM) estaba presente en el medio para detectar los niveles
intracelulares del ion superoxido, habiéndose tratado las células con el control
positivo de peroxido de hidrogeno a 200 pM (H20;) (derecha) o [RuCl(cym)(phbzim)]
(izquierda) a 50 pM durante 4 horas. Los perfiles mostrados son representativos de
al menos tres experimentos independientes. No se detectaron variaciones en los
niveles de ROS.

5.1.2 Ferroptosis y necroptosis

Dos procesos de muerte celular programada que pueden tener lugar
en las células son la ferroptosis y la necroptosis, por lo que se explord
si el mecanismo de RuCl(cym)(phbzlm) estaba ligado a alguno de ellos.
Se emplearon una serie de compuestos inhibidores de diferentes partes
de estas vias que nos podrian dar una idea de su implicacion.

Estos procesos ayudaron a esclarecer dos principios basicos claves
en la determinacion de las dianas para el tratamiento de enfermedades:
que la muerte celular programada no se limita solamente a la apoptosis,
y que las vias de muerte celular pueden estar conectadas. La necroptosis
se trata de una muerte celular necrdtica regulada® caracterizada por una
granulacion citoplasmatica e hinchazon celular que culminan en la fuga
del contenido intracelular de la célula. Este mecanismo de muerte esta
inducido por el factor de necrosis tumoral (TNF) (Fig. 4) que,
dependiendo de las condiciones, también puede inducir la apoptosis.
Conlleva la activacion de la proteina que interact(a con el receptor de
serina-treonina quinasa 1 (RIP1).% Este mecanismo esta inhibido por
una serie de moléculas que se han ido empleando para investigar el
papel de la necroptosis en numerosas fisiopatologias, y en este trabajo
hemos seleccionado tres: la necrostatina-1 (nec-1), la necrosulfonamida
(NSA) y el hidroxianisol butilado (BHA). Se ha probado que el receptor
gue interactla con la serina/treonina-proteina quinasa 1 (RIPK1), juega
un papel clave en el proceso necroptotico, tratandose la nec-1 de un
inhibidor del mismo, por lo que su uso sera especifico del estudio de
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esta via. Ademas, la formacion del necrosoma consecuente de la via
iniciada por el TNF es un paso clave en este mecanismo de accion,
ocurriendo a través de la asociacion de RIPK1 y RIPK3, quedando
activada esta ultima, siendo asi capaz de fosforilar a la pseudoquinasa
de linaje mixto (MLKL), activdndola y desencadenando la necroptosis.
Aqui se sitia el efecto de otro de los inhibidores que hemos
seleccionado, la NSA, que consigue prevenir la translocacion de la
membrana de (MLKL) deteniendo la necroptosis.2® Por (ltimo, el
antioxidante BHA se ha mostrado que inhibe eficazmente la muerte
celular necrética por TNF, completando con €l los inhibidores
empleados (Fig. 4).8%%7
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Figura 4. Cadena de sefalizacion desencadenada por la activacién de TNFR. La
union del factor de necrosis tumoral (TNF) a su receptor desencadena el ensamblaje
del complejo |, donde se encuentra el dominio de muerte asociado a TNRF1 (TRADD).
Se pueden formar tres complejos citosolicos dependiendo de las condiciones de la
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célula: el complejo lla, donde la interaccion entre TRADD y el dominio de muerte
asociado a FAS (FADD) conduce a la activacion de caspasa 8 y termina
desencadenando la apoptosis; el complejo IIb favorece la apoptosis dependiente de
RIPK1, constando de RIPK1,RIPK3 y FADD; el complejo llc implica la asociacion de
RIPK1 y RIPK3 seguida de una serie de eventos de autofosforilacion y
transfosforilacion de RIPK1 y RIPK3, reclutando esta Gltima a la proteina similar al
dominio quinasa de linaje mixto (MLKL), lo que conduce a la formacion de un
complejo proteico supramolecular en la membrana plasmatica y termina
produciendo la necroptosis. El inhibidor nec-1 activa selectivamente sobre RIPK1,
mientras que NSA lo hace sobre MLKL,3+3.87 y BHA es un captador de ROS que
funciona como una molécula antinecroptética debido a que la activacion de TNF
induce produccion de ROS.# Imagen creada en BioRender.com.

Células A549 fueron tratadas durante 1 hora con los inhibidores BHA
(100 uM), nec-1 (20 uM) y NSA (5 uM), y tratadas posteriormente con
RuCl(cym)(phbzlm) (50 uM). Su viabilidad se determin6 mediante el
ensayo del MTT. Se empleo el erastin® (5 uM) como control positivo,
y en la Fig. 5 podemos ver como no se ha obtenido ninguna diferencia
entre las células tratadas previamente con los inhibidores frente a otras
sin tratar, por lo que se descartaria que el mecanismo de muerte
desencadenado por el compuesto de rutenio sea la necroptosis.
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Figura 5. Células A549 se trataron durante 1 h con BHA (100 uM) (A), nec-1 (20 pM)
(B) y NSA (5 pM) (C), inhibidores de la necroptosis, y tratadas a continuacion con
[RuCl(cym)(phbzlm)] (50 pM) durante 24 h. Se usoé el erastin (5 pM) como control
positivo. La viabilidad se determino mediante el ensayo MTT 24 h después. Los datos
mostrados se corresponden a las medias y SD de tres experimentos independientes.
No se observa ningun efecto sobre la accion del compuesto de rutenio.

La ferroptosis es otro mecanismo de muerte celular programada, en este
caso dependiente de hierro, identificado por el Dr. Brent R. Stockwell
en el afio 2012.8° Se inicia por el agotamiento del glutation (GSH) o la
inactivacion de la actividad de la glutation peroxidasa (GPX4). La
presencia de hierro libre es indispensable en el proceso, siendo la
acumulacién de peroxidacion lipidica la principal efectora del proceso
ferroptdtico, por lo que los antioxidantes lipofilicos y los quelantes de
hierro pueden prevenir este tipo de muerte.®®®! Se seleccionaron 5
inhibidores dirigidos a distintas partes de la ruta para tratar de definir si
el compuesto de rutenio veia mermado su efecto. Estos fueron la
ferrostatina 1 (fer-1), un antioxidante lipofilico que atrapa radicales
peroxilo; la BHA, otra molécula antioxidante; el &cido
nordihidroguaiarético (NDGA), un antioxidante que actia como
inhibidor de lipoxigenasas (LOX):** UO126, inhibidor de MEK1, que
actia como inhibidor de este tipo de muerte porque la via RAS-RAF-
MEK determina la sensibilidad que presentan las células a la misma, y
la deferoxamina (DFO), un agente quelante de hierro libre.®8 En la Fig.
6 se muestra el efecto especifico que produce cada uno de ellos en el
mecanismo de ferroptosis.

Para investigar este mecanismo de muerte con el
RuCl(cym)(phbzlm), se emplearon células HEK293. El motivo por el
cual se cambi6 de linea celular es que las células A549 no se presentan
como un modelo adecuado para estudiar la ferroptosis, debido a que
presentan una expresion constitutiva del factor 2 relacionado con NF-
E2 (Nrf2), el principal regular de la ferroptosis.®? Se trataron las células
con los inhibidores durante 1 h: BHA (100 uM), DFO (5 uM), fer- 1
(40 uM), NSA (5 uM), NDGA (5 uM) y UO126 (10 puM); se empled el
erastin® (5 uM), como control positivo. Tras este tratamiento, se afiadio
RuCl(cym)(phbzim) (50 pM) durante 24 h, determinandose la
viabilidad celular mediante el ensayo MTT. Como se observa en la Fig.
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7, no se obtuvo ningun efecto significativo si comparamos las células
tratadas previamente con estos inhibidores frente a las células tratadas
solamente con RuCl(cym)(phbzim), por lo que no parece que el
mecanismo de muerte que desencadene sea la ferroptosis.
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Figura 6. Vias que controlan la ferroptosis. Dos mecanismos principales regulan
este proceso de muerte: su activacion tiene lugar por la presencia de hierro libre,
mientras que se inhibe a través del fosfolipido glutation peroxidasa 4 (GPX4). La
activacion de GPX4 ocurre cuando la cisteina se encuentra disponible, convirtiendo
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) potencialmente toxicos (PUFAs-OOH) en acidos
grasos poliinsaturados no toxicos (PUFAs-OH). Las lipoxigenasas (LOXs) son las
responsables de la formacion de estos (PUFAs-OOH), siendo la NDGA una inhibidora
de las mismas. En cuanto a la regulacion del hierro libre, son multiples los factores
que intervienen, destacando la transferrina y el regulador principal del metabolismo
del hierro (IREBP2); la transferrina (TF) es una proteina sérica que se une al hierro y
que se transporta a la célula mediante endocitosis mediada por TfR1, siendo un

factor esencial para la induccion de la ferroptosis, ya que el FE™ esta libre para la
reaccion de Fenton, inductora de la ferroptosis; la DFO es un agente quelante del
Fe, y la BHA y fer-1 agentes antioxidantes que atraen radicales peroxilo. Dado que
la sensibilidad a la ferroptosis podria estar determinada por la via RAS-RAF-MEK,
U0126, inhibidor de MEK1, inhibe este proceso de muerte.?%.91.93 |magen creada en
BioRender.com.
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Figura 7. Células HEK293 se trataron durante 1 h con BHA (100 pM) (A), DFO (5 pM)
(B), Fer-1 (40 pM) (C), NDGA (5 pM) (D) y UO126 (10 puM) (E), inhibidores de la
ferroptosis, y tratadas a continuacion con [RuCl(cym)(phbzim)] (50 uM) durante 24
h. Se uso el erastin (5 pM) como control positivo. La viabilidad se determiné mediante
el ensayo MTT 24 h después. Los datos mostrados se corresponden a las medias y SD
de tres experimentos independientes. No se observa ninglin efecto sobre la accion
del compuesto de rutenio.
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5.1.3 Respuesta a estrés de reticulo endoplasmico

La apoptosis es una forma de muerte celular programada que se
inicia por una variedad de perturbaciones celulares, entre las que
encontramos dafios en el ADN, estrés del reticulo endoplasmico (RE) o
niveles de ROS elevados.

Debido a que el estrés al RE puede ser el mecanismo que
desencadene la apoptosis, decidimos estudiar si la perturbacion en los
mecanismos que lo regulan generaba algin cambio al tratar a las células
con RuCl(cym)(phbzIim). ElI RE es el organulo responsable de la
correcta translocacion de proteinas, su plegamiento y las
modificaciones post- traduccionales que le permiten su transporte al
aparato de Golgi y finalmente a vesiculas para su secrecion o exhibicion
en la superficie del plasma.®* Perturbaciones en estas funciones,
conocidas como el estrés del RE, desencadena la respuesta a proteinas
desplegadas (UPR, por sus siglas en inglés), que es un mecanismo
altamente conservado que permite a la célula responder y resolver este
estrés. La UPR esta desencadenada por la accion de tres proteinas de
sefializacion: IRElo (proteina que requiere inositol-la), PERK
(proteina quinasa ARN como-PKR) y ATF6 (factor de transcripcion
activador 6), cuya activacion induce eventos de transduccion de sefiales
que alivian la acumulacion de proteinas mal plegadas en el RE,
inhibiéndose la entrada de proteinas en el mismo al detener la
traduccion del ARNm y estimulando el transporte de las proteinas mal
plegadas al citosol para su ubiquitinizacién y destruccion. El estudio de
los niveles de alguna de estas proteinas podria indicarnos si este
mecanismo se ve activado por la accion del rutenio, por lo que se
decidié estudiar el ATF6;°+% para ello, células HEK293 fueron
transfectadas con el plasmido p5xATF6-GL3 y posteriormente se
trataron con RuCl(cym)(phbzIim) (50 uM) durante 2,4 y 6 horas. Se
empled la tunicamicina® (1,2 uM) como control positivo, y la actividad
de dicho gen se determind midiendo la fluorescencia. Observamos que
tras 2 h de tratamiento se produce una fuerte elevacion en los niveles de
ATF6 (Fig. 8), por lo que el RuCl(cym)(phbzlm) podria estar activando
esta via de forma temprana.
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Figura 8. Cuantificacion de ATF6. Las células HEK293 fueron transfectadas con el
plasmido p5xATF6-GL3, empleando el reactivo de transfeccion Dreamfect™ Gold (0Z
Bioscience). Posteriormente se trataron con [RuCl(cym)(phbzim)] (50 pM) durante
2,4y 6 horas. Se empled la tunicamicina (1,2 pM) como control positivo. La actividad
de dicho gen se determino midiendo la fluorescencia a 488 nm. Los resultados se
expresaron comparandolos con los valores obtenidos en el control de 2 horas. Se
observa una marcada elevacion en los niveles de ATF6 después de 2 h de tratamiento.

Para comprobar si la sobreexpresion de este factor de transcripcion
terminaba desencadenando la respuesta apoptotica, o bien el estrés
producido por este tratamiento era contrarrestado, se decidié investigar
otro factor que nos encontramos mas adelante en esta via: el gen
proapoptotico CHOP. El ATF6 activado se traslada al Golgi, donde se
escinde, translocandose el fragmento resultante al nicleo, donde inicia
la expresién de una serie de genes diana, como chaperonas, genes

implicados en la degradacion asociada al RE (ERAD) y CHOP (Fig.
9)_987100

95



ATF6 PERK IRE1

Lumen de RE
Citosol

Senalizacion
ANANAANNS JNK

Control de calidad *»_
Plegamiento

spoptosis Sintesis de lipidos

Figura 9. Respuesta a estrés del reticulo endoplasmico. La cascada de sefalizacion
de respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) esta mediada por tres sensores del
estrés del RE: IRE1, PERK y ATF6. IRE1 se dimeriza y autofosforila, activandose su
actividad endoribonucleasa en el citosol: procesa el ARNm que codifica para el factor
de transcripcion XBP1, que regulara genes relacionados con el control de calidad,
plegamiento de proteinas y degradacion asociada al estrés de RE. IRE1 también
degrada ciertos ARNm (RIDD). La activacion de PERK disminuye el ratio de la sintesis
de proteinas a través de la fosforilacion del factor de traduccién elF2, incrementando
la traduccion del ARNm que codifica para el factor de transcripcion ATF4, que induce
la expresion de genes relacionados con el metabolismo de aa, respuestas
antioxidantes, apoptosis, autofagia... ATF6 codifica para un factor de transcripcion
en su dominio citosolico que se localiza en el RE, pero tras la induccion del estrés,
se procesa en el aparato de Golgi, liberando su dominio citosolico que se translocara
al nlcleo donde aumenta la expresion de chaperonas del RE, control de calidad,
XBP1. La regulacion transcripcional del promotor CHOP ocurre tanto a través de la
ruta de PERK como de ATF6. Imagen creada en BioRender.com.

Para determinar la activacion de CHOP, se transfectaron células
HEK293 con el pladsmido CHOP:GFP, y se trataron con
RuCl(cym)(phbzlm) (50 uM), afiadiendo la tunicamicina (0,5 puM)
como control positivo. La activacion de este gen se monitorizd
mediante microscopia de fluorescencia empleando la técnica time-lapse
(video_1 C;video 2 TU; video 3 Ru). Mientras que la activacién de
CHOP (sefial verde) al tratar a las células con TU (video_2 TU)
comenzaba a aparecer 2 h después de haberlas tratado, y se siguid
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detectando 24 h después, con el tratamiento de rutenio no se detecto
ninguna activacion (Fig. 10). En cambio, mediante la tincion con IP,
pudimos observar que las células si se estaban muriendo (sefial roja).
De esta manera, esta parece que tampoco es la via desencadena por el
RuCl(cym)(phbzlm) para producir la muerte celular.

Control negativo [RuCl(cym)(phbzlm)] Control positivo (TU)

) ---
12H---
24H---

Figura 10. Deteccion de CHOP. Las células HEK293 fueron transfectadas con el

plasmido CHOP:GFP, empleando el reactivo de transfeccion Dreamfect™ Gold (0z
Bioscience). Posteriormente se trataron con [RuCl(cym)(phbzim)] (50 pM). Se empled
la tunicamicina (0,5 M) como control positivo. Las células se tifieron con IP (1ug/ml)
para detectar si hay muerte (senal roja). La actividad de dicho gen (sefal verde) se
monitorizd mediante microscopia de fluorescencia. La emision de verde fluorescente
indica la activacion del gen, que no se detectd en las células tratadas con el
complejo.

Después de todas estas aproximaciones no llegamos a definir el
principal mecanismo de muerte desencadenado por
RuCl(cym)(phbzim).
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5.2 ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION DEL COMPLEJO DE RODIO






La primera mencion de las propiedades antitumorales de un complejo
de rodio (I11), RhCl3-3H20, data del afio 1953, més de una década antes
del descubrimiento de la actividad del cisplatino, pero hasta el inicio
del siglo XX no se comenzaron a estudiar de manera sistematica los
efectos citotdxicos y mecanismo de accion de esta clase de
complejos.t® Las mayores contribuciones a este campo se han llevado
a cabo por el grupo de Sadler, mostrdndose mecanismos de accion que
pueden resultar de interés en el tratamiento de cancer.'%? Investigamos
el posible mecanismo de accion desencadenado por el compuesto
RhCI(Cp*)(phbzIm) (Fig. 11) con la finalidad de definir si se presenta
como una buena alternativa a los tratamientos actuales con los que estan
surgiendo resistencias, y para ello lo primero que hacemos son una serie
de medidas del estado general en el que se encuentran las células una
vez que se tratan con este compuesto.

Figura 11. Estructura quimica del compuesto de

rodio. El complejo RhCl(Cp*)(phbzim) con estructura

H y “half-sandwich” presenta como asiente del taburete un

ligando areno ciclopentadieno (Cp*), y como patas del

H taburete el grupo saliente, Cl, y el ligando quelante, el
4 phbzim.

N H
|
H

% N

5.2.1 Eventos generales

Los efectos que pueda provocar este tratamiento sobre las células
pueden ocasionar una modificacién de su ciclo celular, lo que nos
estaria indicando que los requerimientos metabolicos necesarios para
su proliferacion normal se encuentran alterados. Para comprobarlo,
células A549 fueron tratadas durante 24 h con una concentracion de 43
UM del RhCI(Cp*)(phbzIim), tras lo que se fijaron y se midio su
distribucion en las distintas fases del ciclo celular a través de citometria
de flujo. Se obtuvo que en las células tratadas se producia un arresto en
la fase GO/G1 (Fig. 12), lo que podria indicarnos que las células no son
capaces de general la energia necesaria requerida para su correcta
proliferacion. Numerosos estudian indican que una caracteristica
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habitual del proceso apoptdtico es el arresto del ciclo celular.2® En este
proceso de muerte programada se suele producir también dafio en el
ADN, 103194 hahitualmente relacionado con una elevacion en los niveles
de ROS, por lo que estos pardmetros fueron cuantificados. El dafio en
el ADN se midio en células A549 tratadas con RhCI(Cp*)(phbzIm)
(43 uM) durante 4 h, tras lo que se extrajo el ADN de las mismas
mediante el kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel), y se cuantificd el
dafio en el ADN mediante el kit EpiQuik 8-OHdG (Epigentek). Esta
técnica se basa en cuantificar colorimétricamente los niveles de 8-
OHdG, un derivado oxidado de la desoxiguanosina generado por
radicales hidroxilos en el ADN celular, por lo que se considera un
marcador sensible del dafio oxidativo del ADN.% Se us6 el H202 (200
M) como control positivo, con el que se obtuvieron unos niveles de
dafio en el ADN muy elevados, mientras que en las células tratadas con
RhCI(Cp*)(phbzlm) no se observd un incremento significativo del
mismo respecto a las células sin tratar (Fig. 13B).

Recuento (%)

C Rh [« Rh [« Rh

Figura 12. Distribucion del ciclo celular. Células A549 fueron tratadas durante 24
horas con [RhCl(Cp*)(phbzIm)] a 43 puM y analizadas por citometria de flujo usando
una tincion de yoduro de propidio (IP). Se muestran las distribuciones del ciclo
celular con el promedio y SD de al menos tres experimentos independientes (* p <
0,05).
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Figura 13. A) Cuantificacién de los niveles de O;". La intensidad de la fluorescencia
de células A549 se determind usando citometria de flujo basada en fluorescencia. El
DHE (0,5 pM) estaba presente en el medio para detectar los niveles intracelulares
del Oy, habiéndose tratado las bacterias con el control positivo de perdxido de
hidrégeno a 200 pM (H20;) (izquierda) o [RhCl(Cp*)(phbzim)] a 43 puM (derecha)
durante 4 horas. Los perfiles mostrados son representativos de al menos tres
experimentos independientes. B) Determinacion del dafio en el ADN. Se cuantificd
el dano directo sobre el ADN provocado por el tratamiento con el complejo
[RhCL(Cp*)(phbzIim)] (43 uM) en células A459 tratadas durante 4 horas, mediante el
Kit EpiQuik 8-OHdG DNA Damage Quantification Direct (Epigentek). Se trata de un
ensayo colorimétrico mediante el que se detectan los niveles de 8-OHdG, marcador
del dafo oxidativo del ADN. Se usoé el perdxido de hidrogeno (H;0,= 200 pM) como
control positivo. (* p < 0,01). C) Observacion del estado de sintesis de proteinas.
Efecto del complejo [RhCl(Cp*)(phbzlm)] (43 uM) sobre la sintesis de proteinas
emergentes de células A549 después de 6 horas de tratamiento, medido con el Kit
Click-iT Plus OPP Protein Synthesis Assay (Invitrogen™). Se usd la cicloheximida
(CHX= 500 pM) como control positivo para la inhibicion de la sintesis de proteinas.

Otra caracteristica habitual que encontramos en los procesos de muerte
celular son niveles elevados de ROS, que pueden desencadenarla
cuando pasan cierto umbral, elevado en las células cancerigenas
respecto a las células normales.®®%° Se comprobaron los niveles del
anion Oz en células A549 tratadas con RhCI(Cp*)(phbzim) (43 puM)
durante 4 h, afladiendo en el medio DHE (0,5 uM), que sirve para
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cuantificar los niveles de esta ROS, midiendose la fluorescencia a través
de citometria de flujo. Se uso el H202 (200 pM) como control positivo.
No se obtuvo ninguna elevacion en los niveles del Oz en las células
tratadas en comparacion con las células sin tratar (Fig. 13A),
coincidiendo este resultado con la ausencia de dafio en el ADN (Fig.
13B), por lo que se tienen que seguir investigando otros marcadores de
muerte que nos den més pistas acerca del mecanismo desencadenado
por este compuesto. Es por ello que se determing si la sintesis de nuevas
proteinas se encontraba inhibida al tratar a las células con este
complejo, siendo este otro signo del estrés al que son sometidas. Se
trataron células A549 durante 6 h con RhCI(Cp*)(phbzIm) (43 uM) y
con el Click-iT OPP Protein Synthesis Assay, se cuantifico de
fluorescencia ligada a proteinas nacientes. Se emple6 la cicloheximida
(CHX) como control positivo.828 No se obtuvo una inhibicion marcada
en la sintesis de proteinas de las células tratadas respecto a las células
control (Fig. 13C), por lo que se necesitan explorar nuevas vias.

5.2.2 Respuesta al estrés de reticulo endoplasmico

Se investigaron mas eventos que pueden ser los desencadenantes
de la apoptosis, un tipo de muerte celular programada. Entre ellos
encontramos el estrés del RE, que activa la via de respuesta a proteinas
mal plegadas (UPR). Al final de la misma se encuentra la activacion del
factor de transcripcion proapoptético CHOP  (Fig. 9),% por lo que se
decidio estudiar la activacion de dicho gen cuando tratamos a las células
con RhCI(Cp*)(phbzIm) y ver si estaba implicado en su mecanismo de
muerte. Para ello, se transfectaron células HEK293 con el plasmido
CHOP::GFP, y se trataron con RhCI(Cp*)(phbzlm) (29 uM). Se
empled la tunicamicina (0,5 pM) como control positivo, y la activacion
de este gen se monitoriz6 mediante microscopia de fluorescencia
empleando la técnica time-lapse (video 1 C; video 2 TU;
video_4 Rh). La activacién de CHOP (sefial verde) al tratar a las
células con TU (video_2 TU) comenzd a aparecer 2 h después de
haberlas tratado, y se siguié detectando 24 h después; con el tratamiento
de RhCI(Cp*)(phbzIm) se detectd también una activacion a las 2-3 h de
tratamiento (video_4_ Rh), continuando a las 24 h. (Fig. 14). De esta
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manera, este factor podria estar desencadenando la apoptosis en las
células tratadas con RhCI(Cp")(phbzlm), pero son necesarios mas
experimentos para corroborar que se trata del mecanismo principal.

Por otro lado, cuando la activacion de CHOP ocurre a través de la
repuesta a estrés del RE, puede tener lugar mediante dos vias diferentes:
PERK y ATF6 (Fig. 9),%1% y se estudio cuél de ellas seria la que se
activa principalmente con RhCI(Cp”)(phbzIm). Para ello, células
HEK293 fueron transfectadas con el plasmido p5xATF6-GL3 y
posteriormente se trataron con RhCI(Cp*)(phbzIim) (43 pM) durante
2,4 y 6 horas. Se emple6 la tunicamicina (1,2 M) como control
positivo,®” y la actividad de dicho gen se determindé midiendo la
fluorescencia. Se obtuvo que los niveles de este gen, en lugar de verse
aumentados en las células tratadas con RhCI(Cp®)(phbzlm), se veian
disminuidos respecto a los niveles de las células sin tratar (Fig. 15). De
esta manera, la via responsable de la activacion de CHOP que se habia
observado (Fig. 14) debe ser la de PERK (Fig. 9).

Control negativo [RhCL(Cp*)(phbzlm)] Control positivo (TU)

OH

24H

Figura 14. Visualizacion de la activacion de CHOP. Las células HEK293 fueron
transfectadas con el plasmido CHOP:GFP, empleando el reactivo de transfeccion
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Dreamfect’™  Gold (OZ Bioscience). Posteriormente se trataron con
[RhCL(Cp*)(phbzIim)] (29 pM). Se empled la tunicamicina (0,5 pM) como control
positivo Las células se tiferon con IP (1pg/ml) para detectar si hay muerte (sefal
roja). La actividad de dicho gen (sehal verde) se monitorizd6 mediante microscopia
de fluorescencia. La emision de verde fluorescente indica la activacion del gen, que
no se detecto en las células tratadas con el complejo.
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Figura 15. Cuantificacion de ATF6. Las células HEK293 fueron transfectadas con el

plasmido p5xATF6-GL3, empleando el reactivo de transfeccion Dreamfect ™ Gold (0z
Bioscience). Posteriormente se trataron con [RhCl(Cp*)(phbzim)] (43 uM) durante 2,4
y 6 horas. Se empleé la tunicamicina (1,2 yM) como control positivo. La actividad de
dicho gen se determiné midiendo la fluorescencia a 488 nm. Los resultados se
expresaron comparandolos con los valores obtenidos en el control de 2 horas.

5.2.3 Exploracion de otras vias

Con la activacion de CHOP se ha visto que la respuesta a proteinas
mal plegadas (UPR) se habia activado, por lo que se decidieron explorar
modificaciones que pudieran afectar a las proteinas y que
desencadenasen esta respuesta. Para ello se emplearon agentes que
pueden afectar al proceso de plegamiento de las proteinas, alterandolas.
En el proceso de plegamiento tienen un papel fundamental la formacion
de puentes disulfuro entre cisteinas especificas, por lo que la oxidacion
generalizada de tioles libres le afectaria.

El B-mercaptoetanol es un antioxidante que acta como catalizador
durante el proceso de reorganizacién de las proteinas, permitiendo la
conversion de las especies con tres puentes disulfuro de la proteina a la
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conformacién nativa. Reduce sus puentes disulfuro. Se trataron células
A549 con RhCI(Cp*)(phbzIm) (43 uM) solo o en combinaciéon con f3-
mercaptoetanol (25 puM), y mediante el ensayo del MTT se midi6 su
viabilidad a las 24 y 48 h, obteniéndose un rescate parcial cuando se
combinan ambos compuestos (Fig. 16b). Se tomaron fotografias
después de 6 h de tratamiento, tifiéndose las células con Hoechts e IP,
y se observa una menor mortalidad cuando el compuesto de rodio se
combina con el PB-mercaptoetanol (Fig. 16a). De esta manera, el
RhCI(Cp”)(phbzIm) podria estar actuando sobre la oxidacion de grupos
tiol en las proteinas.

Rh (43 uM BMe (25 uM) y Rh (43uM
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Figura 16. Células A549 fueron tratadas con el complejo de [RhCl(Cp*)(phbzIm)]: 43
MM solo o en combinacion con B-mercaptoetanol: 25 pM. a) Imagenes representativas
de células A549 tratadas durante 6 h y tefidas con Hoechts (1 pg/ml) e IP (1pg/ml).
Se observa menor mortalidad en las células tratadas con la combinacion de los
compuestos, rescatando parcialmente el B-mercaptoetanol el efecto del rodio. b)
Viabilidad de células A549 tratadas durante 6, 24 y 48 h. Se determiné mediante el
ensayo del MTT 24 h después. Los datos mostrados se corresponden a las medias y SD
de tres experimentos independientes. Se observa un rescate parcial a las 24 y 48 h.
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Se trataron células A549 simultaneamente con RhCl(Cp*)(phbzIm) (64
uM) y 4-Dithiothreitol (DTT) (0,5 mM), o sin combinar, durante 24h.
Se tomaron fotografias después de 6 h de tratamiento y se pudo
comprobar como se rescata la morfologia normal (Fig.17a), y mediante
el ensayo MTT se midio su viabilidad, que también se ve incrementada
(Fig. 17b), rescatando de esta manera parcialmente el DTT el efecto
producido por RhCI(Cp“)(phbzIim) tal y como ocurria cuando se
combind con el B-mercaptoetanol.

DTT (0 mM) DTT (0,5 mM) b

Control

% Viabilidad

Control DTT Rh Rh+DTT

Figura 17. Células A549 fueron tratadas simultaneamente con [RhCl(Cp*)(phbzIm)]:
64 pM y ,4-Dithiothreitol (DTT): 0,5 mM, o sin combinar, durante 24h. a) Se muestran
imagenes representativas tomadas con el microscopio de fluorescencia Olympus IX5.
b) La viabilidad se determind6 mediante en el ensayo MTT 24 h después del
tratamiento. Los datos mostrados se corresponden a las medias y SD de tres
experimentos independientes. (* p < 0,01). Se observa que el DTT rescata
parcialmente el efecto producido por el rodio.

De esta manera, parece que cuando las células se tratan con
RhCI(Cp”)(phbzIm) sufren un aumento en la oxidacion de los grupos
tioles de las proteinas, lo que juega un papel critico en el plegamiento
de las mismas, pero también en la defensa del estrés oxidativo general
de la célula. Otro compuesto que presenta un potencial efecto
antioxidante y que podria revertir el efecto que observamos con el
RhCI(Cp*)(phbzIm), es la N-acetil-L-cisteina (NAC); actlia restaurando
la accion de los tioles.%197 Células A549 se incubaron previamente
con NAC (10 mM) durante 2 h, y posteriormente con diferentes dosis
(21,5 uM, 43 uM y 64,5 uM) de RhCI(Cp*)(phbzIm) y se determind la
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viabilidad de las células mediante el ensayo de MTT. Se observé un
rescate significativo de las células tratadas con NAC (Fig. 18).

100~ mm Sin NAC
T 3 Con NAC (10 mM)
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Figura 18. Células A549 fueron tratadas con N-acetil-L-cisteina (NAC) 10 mM durante
2 h, y posteriormente se trataron con [RhCl(Cp*)(phbzIm)]: 21,5 uM ,43 uM y 64,5 uM
durante 24 h. La viabilidad se determiné mediante el ensayo MTT 24 h después. Los
datos mostrados se corresponden a las medias y SD de tres experimentos
independientes. Se observa un rescate en las células tratadas con 64,5 pM del
compuesto de rodio (* p < 0,01).

Tras estas tres aproximaciones experimentales se puede afirmar que el
RhCI(Cp”)(phbzIm) ejerce un efecto mediado a través de la oxidacion
de los tioles; esto afecta tanto al plegamiento de las proteinas como al
estado redox general de la células. En el mantenimiento del adecuado
estado redox requerido en las células juegan un papel fundamental las
mitocondrias. En experimentos previos llevados a cabo por la Dra.
Mabel Acufia, se vio que la respiracion de las mitocondrias de las
células tratadas con el complejo de rodio estaba afectada. La cadena de
transporte de electrones mitocondrial (ETC) también sirve para
regenerar NAD. Las células usan NAD para eliminar electrones de los
nutrientes que consumen, como azucares y lipidos, que se reducen
dando lugar a muchos intermediarios metabdlicos necesarios para la
proliferacion celular. La sintesis de aspartato depende del suministro de
NAD vy este aminoacido se vuelve limitante cuando se inhibe la
respiracion.'® Con esta inhibicion, se encuentra inhibido el ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA), que presenta un papel esencial en el
apoyo al anabolismo de las células tumorales.!® De esta manera las
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rutas biosintéticas necesarias para el mantenimiento de la proliferacion
celular se encontraran inhibidas (Fig. 19).
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Figura 19. Vias que apoyan la sintesis de macromoléculas para el crecimiento.
Para conseguir el sustrato necesario para la sintesis de macromoléculas, lipidos y
nucleotidos necesarios para la proliferacion celular, las células cancerigenas regulan
tanto el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA) como la glucolisis. Estas vias de
biosintesis estan alimentadas por multiples sustratos, proporcionandole a las células
cancerigenas flexibilidad para el crecimiento tumoral. (Adaptado de K. Vasan, M.
Werner, N. C.handel, Cell Metabolism, 2020; con permiso de Elsevier, licencia de uso
numero 4970191183992)

Para corroborar que el RhCI(Cp“)(phbzlm) estaba afectando a estas
vias, se decidid6 wusar en combinacion con d4cido aspartico,
proporcionando asi sustrato necesario para la sintesis de nucledtidos
que permita a las c€lulas seguir proliferando (Fig. 19). De esta forma,
células A549 fueron tratadas con diferentes dosis de
RhCI(Cp*)(phbzIm) (43 uM y 64,5 uM) solo o en combinacion con
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acido aspartico (20 mM). Se midi6 su viabilidad a las 24 h mediante el
ensayo MTT (Fig. 20a), y se observo en el microscopio cOmo se
encontraban las células después del tratamiento (Fig. 20b), y a través de
ambas aproximaciones se comprobd que con el tratamiento combinado
de 4cido aspartico y RhCI(Cp”)(phbzlm) se obtenia una viabilidad
mayor (Fig. 20).

a 100- covtas -
EEm Sin ac. aspartico
] = Con ac. aspartico (20 mM)
80+
3
- 60+
©
E *
2 40 M1
S
N I H
0- T T .ID T
Control DMSO  Rh (64,5 uM) Rh (43 uM)
b
Control Vehiculo(DMSO) [RhCL(Cp*)(phbzlm)] (43 pM)

Sin acido aspartico

Figura 20. Células A549 fueron tratadas con [RhCl(Cp*)(phbzIim)]: 43 uM y 64,5 uM
solo o0 en combinacion con acido aspartico 20 mM. a) Viabilidad de células A549
determinada mediante el ensayo MTT 24 h después de haberlas tratado. Se observa
recuperacion en las células tratadas con 64,5 pM del compuesto de rodio (* p < 0,05).
b) Imagenes representativas de células A549 después del tratamiento con rodio y
acido aspartico durante 24 h.

Con acido aspartico
(20 mM)

Se puede afirmar que el RhCI(Cp“)(phbzlm) ejerce su efecto sobre los
grupos tioles, lo que altera el estado redox de las células, afectandose el
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funcionamiento normal de las mitocondrias. Esto nos sirvié como base
para testar la actividad antibidtica de este compuesto, ya que segun la
hipdtesis de Kohanski y Collins,”* la mayoria de los compuestos con
efecto bactericida alteran el estado redox de las bacterias, lo que en
ultimo lugar desencadena la muerte de las mismas.
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5.3 ESTUDIO DEL MECANISMO DE ACCION DEL COMPLEJO DE IRIDIO






La mayoria de los complejos half-sandwich de iridio empleados en
investigaciones bioldgicas incluyen ligandos de diimina o el
cliplopentadienilo, especialmente el ligando Cp* que presenta nuestro
compuesto (Fig. 21). En todos ellos el metal se encuentra en el estado
de oxidacion +111 debido a que se trata de uno de los iones metalicos
cinéticamente mas inertes que existen en condiciones fisiologicas.''
Estudiamos el efecto que el compuesto IrCI(Cp*)(phbzIim) provoca
sobre lineas celulares cultivadas in vitro con el objetivo de establecer
su mecanismo de accién y determinar su potencialidad como alternativa
a los compuestos anticancerigenos empleados en la actualidad.

Figura 21. Estructura quimica del compuesto de
iridio. El complejo IrCl(Cp*)(phbzlm) con estructura
“half-sandwich” presenta como asiente del taburete
un ligando areno ciclopentadieno (Cp*), y como patas
del taburete el grupo saliente, Cl, y el ligando
quelante, el phbzim.

5.3.1 Analisis del estado general de las células

Se estudié el impacto del IrCI(Cp*)(phbzlm) en el ciclo celular de
células A459. Se analiz6 24 h después de haber afiadido el tratamiento
usando la tincion de IP, cuantificando los resultados mediante
citometria de flujo. El porcentaje de células tratadas en fase GO/G1 es
superior al de las células control, mientras que las células tratadas en
fase G2/M estan disminuidas (Fig. 22a). Se observa asi un arresto en la
fase GO/G1.

Se estudio si el tratamiento con el compuesto de iridio producia una
inhibicién de la sintesis de proteinas. Se trataron células A549 con
IrCI(Cp*)(phbzlm) (16pM) durante 6 h. Se obtuvo una marcada
inhibicién de la sintesis de las proteinas, siendo equivalente la de las
celulas tratadas con CHX y con el compuesto de iridio (Fig. 22b).
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Figura 22. a) Distribucion del ciclo celular de células tratadas con el compuesto
de iridio. Células A549 fueron tratadas durante 24 horas con [IrCl(Cp*)(phbzim)] a 16
MM y analizadas por citometria de flujo usando una tincion de yoduro de propidio
(IP). Se muestran las distribuciones del ciclo celular con el promedio y SD de al menos
tres experimentos independientes (* p < 0.05). b) Inhibicién de la sintesis proteica.
Efecto del complejo de [IrCl(Cp*)(phbzlm)] (16 pM) sobre la sintesis de proteinas
emergentes de células A549 después de 6 horas de tratamiento, medido con el Kit
Click-iT Plus OPP Protein Synthesis Assay (Invitrogen™). Se uso la cicloheximida (CHX)
como control positivo (500 pM) para la inhibicion de la sintesis de proteinas. Se
muestran las distribuciones del ciclo celular con el promedio y SD de al menos tres
experimentos independientes.

El mantenimiento de los niveles redox en las células es fundamental
para su correcta proliferacion, y su alteracion puede provocar que se
desencadene un mecanismo de muerte.

Para determinar la importancia que tiene la oxidacion en la muerte
celular provocada por el IrCI(Cp*)(phbzIm), se empled en combinacion
con NAC, que se trata de un compuesto antioxidante que modula el
dafio oxidativo que se produce sobre el ADN.1% Se incubaron células
A459 con NAC (10 mM) durante 2 h, y posteriormente con
concentraciones crecientes de IrCI(Cp*)(phbzim) (8 uM ,16 uM y 24
uM). La viabilidad se determin6 mediante el ensayo MTT,
obteniéndose una recuperacion con las dosis de IrCI(Cp*)(phbzlm) méas
elevadas (Fig. 23). De esta manera, la afectacién del ADN es una via
importante en el mecanismo de muerte desencadenado por el
IrCI(Cp*)(phbzIim).
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Figura 23. Células A549 fueron tratadas con N-acetil-L-cisteina (NAC) 10 mM durante
2 h, y posteriormente con [IrCl(Cp*)(phbzIm)]: 8 uM ,16 pM y 24 pM. La viabilidad se
determind mediante el ensayo MTT 24 h después. Los datos mostrados se
corresponden a las medias y SD de tres experimentos independientes. Se observa un
rescate en las células tratadas con 16 pM y 24 uM del compuesto de iridio. (** p <
0,01, *** p < 0,001).

Es por ello que se decidieron medir los niveles del O, en células A549
tratadas con IrCI(Cp*)(phbzim) (16 uM) durante 4 h, afiadiendo en el
medio DHE (0,5 uM), midiéndose la fluorescencia a través de
citometria de flujo. Se usé el H202 (200 pM) como control positivo. En
las células tratadas con IrCI(Cp*)(phbzlm) se observé una disminucién
de los niveles del Oy (Fig. 24a), que bien podria ser resultado de una
produccién disminuida, o bien de un catabolismo acelerado si esta
dismutando a H202 y como resultado de la reaccion de Fenton para
producir el radical hidroxilo (*OH). Por ello decidimos medir los
niveles de *OH siguiendo el protocolo que amablemente nos facilito el
Prof. James Collins del MIT. Se trataron E. coli con 0,214 mM de
IrCI(Cp*)(phbzlm), afiadiéndose la fluoresceina 3"-(p-hidroxifenilo)
(HPF), que detecta *OH; es una molécula no fluorescente hasta que se
oxida una vez que reacciona con *OH, mostrando fluorescencia verde.
La oxidacion de estas moléculas se monitorizé midiendo el incremento
de fluorescencia mediante citometria de flujo usando el citometro
Guava EasyCyte. Cuando se analiza el perfil correspondiente a las
tratadas, se ve un aumento en los niveles de *OH (Fig. 24b), por lo que
el IrCI(Cp*)(phbzlm) esta alterando los niveles *OH de las células. El
mecanismo propuesto por la accion del *OH sobre el ADN es la
oxidacion de nucleétidos de guanina (8-OHdG).!!
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Figura 24. Analisis del estado de ROS. a) La intensidad de la fluorescencia de células
A549 se determiné usando citometria de flujo basada en fluorescencia. El DHE (0,5
HUM) estaba presente en el medio para detectar los niveles intracelulares del Oy,
habiéndose tratado las bacterias con el control positivo de H,0; a 200 pM (izquierda)
o [IrCl(Cp*)(phbzIim)] (derecha) a 16 pM durante 4 horas. En las células tratadas con
el complejo se detectd una disminucion de los niveles del O;. b) La intensidad de la
fluorescencia de bacterias E. coli se determiné usando citometria de flujo basada en
fluorescencia. HPF (5 mM) estaba presente en el medio para detectar los niveles
intracelulares del +OH, habiéndose tratado las bacterias con [IrCl(Cp*)(phbzim)] a
una concentracion de 0,214 mM. Las imagenes son representativas de al menos tres
experimentos independientes. Todos los datos se recopilaron usando el citometro de
flujo Guava EasyCyte. Los datos se analizaron empleando el software InCyte.

Por ello se midi6 la oxidacién de 8-OHdG en células A549 tratadas con
IrCI(Cp*)(phbzim) (16 uM) durante 4 h, tras lo que se extrajo el ADN
de las mismas mediante el kit NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel), y
se cuantificé mediante el kit EpiQuik 8-OHdG (Epigentek) la presencia
de 8-OHdG. Esta técnica se basa en cuantificar colorimétricamente los
niveles de 8-OHdG. Se uso el H202 (200 M) como control positivo, y
se obtuvo que en las células tratadas con IrCI(Cp*)(phbzIim) se producia
la oxidacion de 8-OHdG (Fig. 25).
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Figura 25. Cuantificacion de la oxidacion de 8-OHdG. Se cuantificé la oxidacion de
8-OHdG provocado por el tratamiento con el complejo [IrCl(Cp*)(phbzIim)] (16 pM)
en células A459 tratadas durante 4 horas, mediante el Kit EpiQuik 8-OHdG DNA
Damage Quantification Direct (Epigentek). Se trata de un ensayo colorimétrico
mediante el que se detectan los niveles de 8-OHdG, marcador del dafo oxidativo del
ADN. Se us6 el peroxido de hidrégeno (H,0,= 200 pM) como control positivo. (* p <
0,01).

El efecto del compuesto a la ICso sobra la oxidacion de 8-OHdAG,
aunque significativo, es modesto, por lo que parece excluir que el dafo
al ADN sea el causante principal de la muerte celular.

5.3.2 Valoracion del estado del reticulo endoplasmatico

El compuesto de iridio afecta a la sintesis de proteinas,
reduciéndola significativamente (Fig. 22b), por lo que decidimos
estudiar si alguno de los genes activamos en esta cascada UPR se
activaba con este tratamiento y desencadenada el mecanismo de muerte.
Se escogio el factor de transcripcidn proaopototico CHOP, para lo cual
se transfectaron células HEK293 con el plasmido CHOP:GFP, y se
trataron con IrCI(Cp*)(phbzlm) en una concentracion de 9,7 uM. Se
uso la TU% (1,2 uM) como control positivo, y la activacion de dicho
gen se observo mediante la emision de fluorescencia observandola
mediante la técnica time-lapse, monitorizandola durante 24 h en el
microscopio invertido de campo claro Leica DMI 6000B.

Se monitorizo la activacion de CHOP sacando fotografias cada 30
minutos, y se obtuvo que su sefial de activacion cuando las células se
trataban con IrCI(Cp*)(phbzlm) (video 5 Ir). era similar a la sefial
obtenida con la TU (video 2 TU). La activacion de CHOP (sefial
verde) al tratar a las células con TU (video_2_TU) comenzé a aparecer
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a las 2 h después de haberlas tratado, y se siguié detectando 24 h
después, al igual que con el tratamiento iridio, que se comenzd a
detectar la sefial en torno a las 2-3 h de tratamiento (video 5 Ir),
continuando a las 24 h. (Fig. 26).

Control negativo [IrCl(Cp*)(phbzlm)] Control positivo (TU)

Figura 26. Cuantificacion de CHOP. Las células HEK293 fueron transfectadas con el

plasmido CHOP::GFP, empleando el reactivo de transfeccion Dreamfect™ Gold (0z
Bioscience). Posteriormente se trataron con [IrCl(Cp*)(phbzIm)] (9,7 uM). Se empled
la tunicamicina (0,5 M) como control positivo. Las células se tifieron con IP (1pug/ml)
para detectar si hay muerte (sefal roja). La actividad de dicho gen (sefal verde) se
monitorizd mediante microscopia de fluorescencia. La emision de verde fluorescente
indica la activacion del gen, que no se detectd en las células tratadas con el
complejo.

La activacion de este factor de transcripcién se produce en la cascada
de sefializacion UPR a través de dos vias diferentes (Fig. 9): la
activacion de PERK, que incrementa los niveles de ATF4, y la de ATF6,
provocando ambos factores de transcripcion la regulacion
transcripcional de CHOP. Para ver cudl de estas vias era la que se
activaba con el IrCI(Cp*)(phbzlm), se decidi6 estudiar los niveles de
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ATF6 que nos encontrabamos en las células, para lo que se transfectaron
células HEK293 con el plasmido pSXATF6-GL3. Se trataron con
IrCI(Cp*)(phbzlm) (16 puM) durante 2,4 y 6 horas. Se empled la
tunicamicina® (1,2 pM) como control positivo, y la actividad de dicho
gen se determind midiendo la fluorescencia. No se obtuvo un aumento
de los niveles de ATF6 a ninguna de las horas analizadas (Fig. 27), por
lo que la via que se esta activando en la cascada UPR deber ser la de
PERK (Fig. 9).
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Figura 27. Cuantificacion de ATF6. Las células HEK293 fueron transfectadas con el
plasmido p5xATF6-GL3, empleando el reactivo de transfeccion Dreamfect™ Gold (0Z
Bioscience). Posteriormente se trataron con [IrCl(Cp*)(phbzIim)] (16 pM) durante 2,4
y 6 horas. Se empled la tunicamicina (1,2 pM) como control positivo. La actividad de
dicho gen se determiné midiendo la fluorescencia a 488 nm. Los resultados se
expresaron comparandolos con los valores obtenidos en el control de 2 horas.

5.3.3 Efectos sobre las mitocondrias

Las mitocondrias, ademas de ver sus funciones alteradas por
variaciones en la homeostasis del calcio llevada a cabo a traves del RE,
también se ven afectadas por los cambios en los niveles de ROS y por
el dafio en el ADN, aumentando ambas la fuga de protones hacia las
mitocondrias, pudiendo activarse la via apoptotica a través de este
organulo. Dado que cuando tratamos a las células con
IrCI(Cp*)(phbzlm) se alteran los niveles de ROS (Fig. 24) y se produce
dafio en el ADN (Fig. 25), se decidié estudiar el efecto ejercido por este
compuesto sobre las mitocondrias.®%® En estudios previos realizados
con la Dra. Mabel Acuiia, se pudo comprobar el efecto que la
administracion del compuesto tiene sobre la respiracion en celulas
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tumorales. La conclusion de dichos estudios es que el compuesto de
iridio podria actuar desacoplando la respiracion (Fig. 28).
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Figura 28. Efecto del compuesto de iridio sobre la respiracion. Actla como agente
desacoplante de la respiracion mitocondrial, actuando como un protondéforo.

Para comprobar si este efecto también se produce en células no
tumorales, se midié la respiracion en la linea celular MCF10A, una
linea celular epitelial no tumorigénica. Esta linea cubrird sus
requerimientos metabolicos de una manera diferente a la que nos
encontramos en las lineas celulares tumorales, ya que estas Ultimas
sufren una serie de modificaciones para adaptarse a su necesidad de
proliferacion continuada.>®

La tasa de consumo de oxigeno (OCR, por sus siglas en inglés) sirve
para medir la respiracion mitocondrial, indicandonos si se producen
alteraciones en el metabolismo general de estos organulos. Mediante el
uso de moduladores especificos de la respiracion mitocondrial que
proporcionan informacion con la que se pueden establecer parametros
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del estado de la respiracion, podemos evaluar las alteraciones en la
misma. Los moduladores seleccionados los encontramos en el kit XFp
Cell Mito Stress Test (Agilent Technologies), con el que mediremos
tanto la OCR como la tasa de acidificacion extracelular (ECAR): la
rotenona, la antimicina A, la oligomicina y la carbonilcianida-4-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP). La rotenona y la antimicina A
son inhibidores de los complejos | y 1ll de la ETC, mientras que la
oligomicina lo es de la ATP sintasa, y la FCCP es un desacoplante que
actla como un agente protonoférico disipando el gradiente
electroquimico formado durante la respiracion (Fig. 29a). Se trataron
células A549 con IrCI(Cp*)(phbzlm) (4 y 8 uM) y se midi6 la OCR a
través del analizador de flujo extracelular XFp Seahorse (Bioscience).
Se observo que cuando se afiadia la oligomicina se producia un
descenso de OCR similar al de las células sin tratar (Fig. 29b), por lo
que en este caso la ATP sintasa representara una mayor importancia en
la obtencion del ATP global de la célula que en el caso de la linea
tumoral donde se habia testado. A pesar de esto, cuando nos fijamos en
la produccion de ATP, estd disminuida en las células tratadas respecto
a las control, encontrdndose que es dependiente de dosis (Tabla 1), al
mismo tiempo que encontramos un aumento en la fuga de protones. De
esta manera, el IrCI(Cp*)(phbzIm) esta afectando a la respiracién, pero
sus efectos sobre la mitocondria no son tan marcados como en la linea
tumoral. Tanto la respiracion basal como la respiracién maxima estan
disminuidas con el tratamiento de IrCI(Cp*)(phbzlm), asi como la
capacidad de reserva respiratoria, observandose una dependencia de
dosis: a mas concentracion de tratamiento, mayor perturbacion (Tabla
1).
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Figura 29. a) Cadena transportadora de electrones (ETC). Flujo electronico a
través de la ETC, mostrandose el lugar donde acttan los inhibidores especificos de
la respiracion mitocondrial: la rotenona inhibe el complejo |, la antimicina A inhibe
el complejo Ill, la oligomicina inhibe la ATP sintasa, y la FCCP es un agente
desacoplador de la cadena respiratoria. b y ¢ ) Perfiles respiratorios de OCRy ECAR.
Células MCF10 fueron tratadas durante 1 h con [IrCl(Cp*)(phbzIm)] (4 y 8 UM), y
empleando el kit XFp Cell Mito Stress Test se midieron estos parametros en el
analizador de flujo extracelular XFp Seahorse.
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Control Ir (4 pM) Ir (8 pm)

Promedio sD Promedio sD Promedio sD

Respiracién no mitocondrial 35,65 219 3,7 1,70 40,02 1,95
Respiracién basal 84,30 8,20 78,77 6,03 78,60 5,84
Respiracion maxima 180,63 13,75 136,81 14,54 11393 12,61

Fuga de protones 12,78 1,39 19,00 237 39,35 0,10

Produccidn de ATP 66,65 6,37 4581 319 16,92 546

Capacidad de reserva respiratoria 101.20 599 72,00 898 57,65 7.05
Reserva respiratoria (%] 227 65 492 210,91 435 202,32 242
Eficiencia de acoplamiento (%) 8391 0,18 70,73 1,15 29,74 6,76

Tabla 1. Parametros de la respiracion mitocondrial. Se muestran los resultados de
las mediciones de células MCF10 que se trataron o no con [IrCl(Cp*)(phbzIim)] (4y 8
HM). Se realizaron en el analizador de flujo extracelular XFp Seahorse.

De esta manera se demostré que el compuesto de iridio produce una
disfuncion en la mitocondria que se ve compensada con un aumento en
la capacidad glucolitica de las células para mantener los niveles de
ATP. El papel desempefiado por el IrCI(Cp*)(phbzim) como agente
protondforo hace que nos preguntasemos si se producia un aumento de
la disipacion de la energia en forma de calor, por lo que se decidio hacer
un experimento in vivo con la colaboracién de la Dra. Sulay Tovar para
comprobarlo. Se trataron ratones con una concentracion de
IrCI(Cp=)(phbzIm) de 0,439 mg/ml, y manteniéndolos a 4 ° C se les
midi6 la temperatura corporal (Fig. 30a) e interescapular (Fig. 30b),
observandose un ligero aumento de la disipacion de la energia en forma
de calor (Fig. 30). Aunque éste no es significativo, si nos abre un nuevo
enfoque terapéutico con este complejo, siendo necesarios mas
experimentos que nos ayuden a determinar si presenta potencial para
tratamientos relacionados con la obesidad.
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Figura 30. Ratones fueron administrados con una dosis de [IrCl(Cp*)(phbzIlm)] a una
concentracion de 0,439 mg/ml, manteniéndolos a una temperatura de 4 ° C. Se les
midio la temperatura corporal (a) y la temperatura interescapular (b) justo antes del
tratamiento, y a partir de las 3 horas de la administracion, cada hora hasta las 7
horas; por ultimo, se midio a las 24 horas. c) Se muestran imagenes representativas
de la toma de temperatura. Se observa un ligero aumento de la disipacion de energia
en forma de calor.
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5.4 ESTUDIO DE COMPUESTOS BACTERICIDAS






5.4.1 Evaluacion de la actividad antibidtica de los compuestos
organometalicos

Se ha analizado la actividad de los complejos IrCI(Cp*)(phbzim),
RhCI(Cp*)(phbzIm) y RuCl(cym)(phbzlm) en la cepa Eschirichia coli
DH50, obteniéndose con los tres inhibiciones del crecimiento
bacteriano, siendo en el caso de las bacterias tratadas con el compuesto
de rodio (Fig. 31B) mucho més pronunciado que las tratadas con iridio
(Fig. 31A) y rutenio (Fig. 32A). Se descarto el seguir estudiando el
compuesto RuCl(cym)(phbzlm) debido a su baja actividad (Fig. 32).

El efecto antibiotico puede ser bacteriostatico, si provoca una
inhibicion del crecimiento cuando las bacterias se encuentran en
contacto con el tratamiento, permaneciendo viables y pudiendo volver
a proliferar una vez se retira el mismo, o bactericida, produciéndose la
muerte en el momento del tratamiento y no recuperandose la viabilidad,
aunque se retire el tratamiento. En la Fig. 33 vemos como las bacterias
de las cepas mostradas, E. faecalis, E. coli (ATCC 25922) y E. hirae,
mueren con RhCI(Cp*)(phbzlm), mientras que las tratadas con
IrCI(Cp*)(phbzIm) si crecen en ausencia el compuesto (a las
concentraciones testadas, en presencia del compuesto, se produjo
inhibicion del crecimiento, Fig. 34 y 35).
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Figura 31. La cepa E. coli DH5a se trato durante 1 h con concentraciones
decrecientes de cada uno de los compuestos de estudio [IrCl(Cp*)(phbzIim)] (A),
[RhCL(Cp*)(phbzIm)] (B): 1,34 mM; 0,67 mM; 0,335 mM; 0,167 mM; 0,084 mM; 0,042
mM; 0,021 mM; 0,011 mM y 0,005 mM. Se dejaron crecer durante 24 h a 37 °C. Se
midi6 el crecimiento espectrofotométricamente a 600 nm, y el porcentaje de
viabilidad se evalu6 como el porcentaje de absorbancia de las bacterias tratadas
frente al control (vehiculo). Los valores mostrados se corresponden con las medias
de tres experimentos independientes (tres réplicas por experimento).
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Eschirichia coli DH5a S. aureus (ATCC 29213)
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Figura 32. Las cepas E. coli DH5a (A) y S. aureus (ATCC 29213) (B) se trataron durante
1 h con concentraciones decrecientes de cada uno del compuesto
[RuCl(cym)(phbzim)]: 1,34 mM; 0,67 mM; 0,335 mM; 0,167 mM; 0,084 mM; 0,042 mM;
0,021 mM; 0,011 mM y 0,005 mM. Se dejaron crecer durante 24 h a 37 °C. Se midio
el crecimiento espectrofotométricamente a 600 nm, y el porcentaje de viabilidad se
evalud como el porcentaje de absorbancia de las bacterias tratadas frente al control
(vehiculo). Los valores mostrados se corresponden con las medias de tres
experimentos independientes (tres réplicas por experimento).
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Figura 33. Las cepas E. faecalis (izquierda), E. coli (ATCC 25922) (B) y E. hirae (C)
se sembraron en placa a partir de muestras sembradas en placas de 96 pocillos que
se habian dejado crecer durante 24 h tras un tratamiento de 1 h con
[IrCl(Cp*)(phbzIim)] o [RhCL(Cp*)(phbzIm)] (1,34 mMy 0,67 mM).

El potencial de estos compuestos como tratamiento antibidtico se
comprobd testando su actividad en diferentes cepas bacterianas, tanto
GRAM (+) como GRAM (-), obtenidas comercialmente, asi como
procedentes de aislados clinicos. Con IrCl(Cp*)(phbzlm) 'y
RhCI(Cp*)(phbzIm) se obtuvo una inhibicion del crecimiento en las
bacterias GRAM positivas testadas: Staphylococcus aureus subsp.
aureus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (SARM), Enterococcus hirae y Enterococcus faecalis, asi
como con las de Eschirichia coli, GRAM negativas (Fig. 34 y 35). En
cambio, en las cepas de Pseudomonas aeruginosa, también GRAM (-)
(Fig. 36), no produjeron ningtn efecto sobre el crecimiento. El grado
de inhibiciéon obtenido fue en general mds pronunciado con el
compuesto RhCI(Cp’)(phbzlm) (Fig. 35) que con el compuesto
IrCI(Cp*)(phbzIm) (Fig. 34). En aquellas cepas donde se observo una
inhibicion del crecimiento bacteriano, se comprobd que el efecto
producido por el compuesto IrCl(Cp*)(phbzlm) era bacteriostatico,
mientras que en el caso del RhCI(Cp”)(phbzIim), era bactericida,
corroborandose la tendencia mostrada en la aproximacion inicial con E.
coli DH5a.

131



160 s e s . 160 .
1o Eschirichia coli (ATCC 25922) 140 Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
120 120
100 100
&0 &0
60 60
40 40
20 20
0 0
S o@“&‘&“&"@“é"@” S & @"‘é’”«"é’”
F T e o 0
c Enterococcus hirae (ATCC 9790) D Staphylococcus aureus (atcc 29213)
160 160
140 140
120 120
100 100
20 80
&0 60
40 40
20 20
o L
g@@@@@g T PR LT ES
& «o & 3 9 ¢ S
& & T FIF IS E
‘EO Staphylococcus aureus (Tee 292138) 1:0 Staphylecoccus aureus® meticilin-
140 140
120 120
100 100
80 80
60 60
40 40
20 20

1]
® S &
LS LIS PSS

Figura 34. Efecto del compuesto de iridio en el crecimiento bacteriano. Diferentes
cepas de bacterias: E. coli (A), S. aureus subsp. aureus (B), S. aureus (C), S. aureus
resistente a meticilina * (D), E. hirae (E), E. faecalis (F), se trataron durante 1 h con
concentraciones decrecientes de [IrCl(Cp*)(phbzim)]: 1,34 mM; 0,67 mM; 0,335 mM;
0,167 mM; 0,084 mM; 0,042 mM; 0,021 mM; 0,011 mM y 0,005 mM. Se dejaron crecer
durante 24 h a 37 °C. Se midi6 el crecimiento espectrofotométricamente a 600 nm,
y el porcentaje de viabilidad se evalué como el porcentaje de absorbancia de las
bacterias tratadas frente al control (vehiculo). Los valores mostrados se
corresponden con las medias de tres experimentos independientes (tres réplicas por
experimento). Las cepas marcadas con * se corresponden con bacterias aisladas de
muestras clinicas.
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Figura 35. Efecto del compuesto de rodio en el crecimiento bacteriano. Diferentes
cepas de bacterias: E. coli (A), S. aureus subsp. aureus (B), S. aureus (C), S. aureus
resistente a meticilina * (D), E. hirae (E), E. faecalis (F), se trataron durante 1 h con
concentraciones decrecientes de [RhCl(Cp*)(phbzim)]: 1,34 mM; 0,67 mM; 0,335 mM;
0,167 mM; 0,084 mM; 0,042 mM; 0,021 mM; 0,011 mM y 0,005 mM. Se dejaron crecer
durante 24 h a 37 °C. Se midi6 el crecimiento espectrofotométricamente a 600 nm,
y el porcentaje de viabilidad se evalué como el porcentaje de absorbancia de las
bacterias tratadas frente al control (vehiculo). Los valores mostrados se
corresponden con las medias de tres experimentos independientes (tres réplicas por
experimento). Las cepas marcadas con * se corresponden con bacterias aisladas de
muestras clinicas.
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Figura 36. Efecto de los compuestos de iridio y rodio en el crecimiento
bacteriano. Diferentes cepas de bacterias: P. aeruginosa (A, E), P. aeruginosa
60568* (B, D) y P. aeruginosa 66479 (C, F), se trataron durante 1 h con
concentraciones decrecientes de [[IrCl(Cp*)(phbzim)] o RhCl(Cp*)(phbzim)]: 1,34
mM; 0,67 mM; 0,335 mM; 0,167 mM; 0,084 mM; 0,042 mM; 0,021 mM; 0,011 mM y
0,005 mM. Se dejaron crecer durante 24 h a 37 °C. Se midi6 el crecimiento
espectrofotométricamente a 600 nm, y el porcentaje de viabilidad se evalué6 como
el porcentaje de absorbancia de las bacterias tratadas frente al control (vehiculo).
Los valores mostrados se corresponden con las medias de tres experimentos
independientes (tres réplicas por experimento). Las cepas marcadas con * se
corresponden con bacterias aisladas de muestras clinicas.
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5.4.1.1 Mecanismo de accidn

Los mecanismos de accion desencadenados por ambos
compuestos parecen ser diferentes, y se determino si eran dependientes
o0 independientes de los niveles de ROS que podrian inducir.

Mientras que RhCI(Cp*)(phbzim) incrementa los niveles de Oz
(Fig. 37B) tal como es esperable de un compuesto que interfiere en la
cadena respiratoria (ver mas adelante), el IrCI(Cp*)(phbzlm) aumenta
los niveles de *OH (Fig. 37C), lo que es chocante con un efecto
bacteriostético, ya que el dafio al DNA deberia producir la muerte
bacteriana. Posiblemente ello sea debido a un efecto de concentracion,
los niveles de <OH producidos por IrClI(Cp*)(phbzlm) no son
suficientes para la muerte de las bacterias. Para comprobarlo, decidimos
establecer si la accién de los compuestos estd mediada por el
incremento de ROS o si su aumento es solo un producto secundario de
la accion del compuesto, como en el caso de RhCI(Cp*)(phbzIm) al
interferir con la ETC. Para aclararlo, se redujeron los niveles de O
presentes en el medio de cultivo de las bacterias, que es la principal
fuente de ROS.
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Figura 37. Determinacion de los niveles de ROS. Niveles intracelulares del Oy tras
tratamiento con [IrCl(Cp*)(phbzIm)] (A) o [RhCl(Cp*)(phbzlm)] (B) a una
concentracion de 0,214 mM. C y D) niveles intracelulares del «OH tras tratamiento
con [IrCl(Cp*)(phbzIim)] (C) o [RhCL(Cp*)(phbzlm)] (D) a una concentracion de 0,214
mM. Las imagenes son representativas de al menos tres experimentos
independientes. Todos los datos se recopilaron usando el citometro de flujo Guava
EasyCyte. Los datos se analizaron empleando el software InCyte.

Se trataron bacterias E. coli en condiciones de hipoxia (0,2 % de Oy).
Con el IrCI(Cp*)(phbzlm) se obtuvo una inhibicion del crecimiento
similar a la obtenida en condiciones de normoxia (Fig. 38), lo que
parece descartar que el *OH sea el mediador final de la accion de
IrCI(Cp*)(phbzIm). Resulta de interés, que con RhCI(Cp*)(phbzIm) la
inhibicién obtenida en condiciones de hipoxia es mayor que en
normoxia (Fig. 38), lo que incrementa su interés terapéutico. Por ello
decidimos caracterizar mejor su mecanismo de accion. Teniendo en
cuenta que el RhCI(Cp*)(phbzIm) deprime la respiracion en células
tumorales (Mabel Acufia, tesis doctoral) se decidio estudiar su efecto
sobre el metabolismo bacteriano.
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Figura 38. Efecto de los niveles de O; sobre la accion antibiética. Bacterias E. coli
se trataron durante 1 h con concentraciones decrecientes de [IrCl(Cp*)(phbzim)]
(izquierda) o [RhCL(Cp*)(phbzIm)] (derecha): 1,34 mM; 0,67 mM; 0,335 mM; 0,167
mM; 0,084 mM; 0,042 mM; 0,021 mM; 0,011 mM y 0,005 mM, usando como control el
vehiculo en el que se encuentran (DMSO), poniendo tres réplicas por condicién. Se
dejaron crecer durante 24 h a 37 °C y se midi6 su crecimiento
espectrofotométricamente a 600 nm. Se diferencian dos condiciones
experimentales: hipoxia (0,2 % de Oz) y normoxia (21% de 0;). Los resultados
mostrados son las medias de tres réplicas experimentales.
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Se estudiaron los efectos de RhCI(Cp*)(phbzIm) sobre el consumo de
oxigeno (OCR) y la glucdlisis, medida esta Gltima a través de la
acidificacion del medio (ECAR) (Fig. 39). Se trataron bacterias E. coli
con RhCI(Cp*)(phbzim), siendo la concentracion inhibitoria minima
(MIC) 0,214 mM, y testando diferentes dosis a partir de la misma. Se
comprobd que el compuesto de rodio tiene un efecto marcado, tanto
sobre la OCR (Fig. 39A), como sobre la ECAR (Fig. 39B) que se eleva
para compensar el efecto depresor sobre la respiracion.
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Figura 39. Valoracion de la afectacion del metabolismo. Se evalud la funcion
mitocondrial de bacterias E. coli tratadas con el complejo [RhCl(Cp*)(phbzim)]
mediante el Kit XFp Cell Mito Stress Test. Los tratamientos anadidos fueron
concentraciones superiores e inferiores de la concentracion inhibitoria minima
(0,214 mM). A) Modificacion de la OCR en respuesta al tratamiento. B) Modificacion
de la ECAR en respuesta al tratamiento.
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Dado que RhCI(Cp*)(phbzIim) esta afectando a la respiracion, debiera
afectar también al potencial de membrana. El potencial de la membrana
bacteriana es dinamico: puede actuar como una herramienta para la
sefializacion y el procesamiento de la informacion. El potencial de
membrana regula una amplia gama de comportamientos bacterianos,
como por ejemplo, la homeostasis del pH, el transporte de membrana,
motilidad, la resistencia a antibiéticos o la division celular.*'? Es
fundamental para la proliferacion bacteriana, ya que proporciona la
fuerza impulsora esencial para la sintesis de ATP y es crucial para la
division celular. Una estimacion cuantitativa basada en el consumo de
energia medido de Escherichia coli sugiere que el mantenimiento del
potencial de membrana representa aproximadamente la mitad del
consumo total de energia y, por lo tanto, estd intrinsecamente
relacionado con la capacidad proliferativa.*®

Para valorar el efecto de RhCI(Cp*)(phbzim) sobre el potencial de
membrana se empleé el acido 1,3-dibutilbarbitirico trimetino oxonol
(DiBAC4), que actia como un fluoréforo que entra en las células
despolarizadas provocando un cambio de color, detectandose el cambio
de fluorescencia a través de citometria de flujo. Con las bacterias
tratadas con IrCI(Cp*)(phbzim) no se detectdé ningin cambio en la
fluorescencia en comparacion con las muestras control (Fig. 40A), lo
que confirma su falta de efecto sobre la viabilidad bacteriana;'!* cuando
se trataron con RhCI(Cp*)(phbzlm) se observo una disminucion de la
misma (Fig. 40B). Esto se corresponde con una hiperpolarizacion de la
membrana, que hace que entre menos cantidad del colorante anidnico.
Esto se puede explicar con los datos obtenidos en las células eucariotas,
donde se vio que el compuesto de rodio afecta al metabolismo
energético, alterando el estado redox de las células a través de su efecto
sobre los grupos tioles, asi como las variaciones en los niveles redox
detectados en bacterias y la afectacion en la respiracion mitocondrial.
Todo esto va acompafiado de un incremento en el potencial de
membrana para contrarrestarlo.
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Figura 40. Determinacion de cambios en el potencial de membrana. La intensidad
de la fluorescencia de bacterias E. coli se determind usando citometria de flujo
basada en fluorescencia. DiBAC4 (10 pg/ml) estaba presente en el medio de
crecimiento para detectar cambios en el potencial de membrana tras haber tratado
a las bacterias con [IrCl(Cp*)(phbzIim)] (izquierda) o [RhCl(Cp*)(phbzIim)] (derecha) a
una concentracion de 0,214 mM. Las imagenes son representativas de al menos tres
experimentos independientes. Todos los datos se recopilaron usando el citometro de
flujo Guava EasyCyte. Los datos se analizaron empleando el software InCyte.

139



5.4.2 Clusteres atémicos cuanticos depositados sobre
superficies de interés industrial

La plata (Ag) es un conocido metal con propiedades bactericidas
empleado desde la antigiiedad, aunque los mecanismos subyacentes a
su efectividad todavia no son bien conocidos, encontrdndose bajo
debate si su citotoxicidad se debe a las nanoparticulas de Ag, a los iones
de Ag, o a la combinacion de ambos. Ademas, Neissa y col.””"’® han
demostrado la capacidad bactericida de clUsteres atdbmicos cuanticos de
plata (Ag-AQCSs). Como posible aplicacion industrial de los mismos, se
evalud la capacidad biocida de diferentes formulaciones de Ag-AQCs
empleadas como recubrimiento de superficies. Para ello se llevo a cabo
el estudio en dos superficies fisicas diferentes que se adaptarian a
distintas realidades industriales: portaobjetos y placas de 24 pocillos.
Ambas se habrian recubierto con un revestimiento de resina
conteniendo AQCs, con varias concentraciones de Ag, depositado
mediante diferentes técnicas por el personal de NANOGAP SUB-NM-
POWER S.A.

5.4.2.1 Efecto bactericida de AQCs depositados sobre
portaobjetos

Sobre los portaobjetos, donde se habian depositado mediante
spin-coating diversas resinas cuya eficacia se va a valorar conteniendo
Ag-AQCs, se sembraron bacterias E. coli DH5a y 24 horas después se
estim6 el efecto del revestimiento sobre el crecimiento bacteriano
mediante la observacion de las mismas a simple vista. En todos los
casos, en aquellas zonas donde las bacterias estaban en contacto con los
Ag-AQCs se obtuvo una inhibicion del crecimiento bacteriano,
quedando patente el efecto bactericida de los mismos, como se muestra
en la Fig. 41, que se corresponde con una muestra representativa de las
pruebas de esta aproximacion experimental, habiéndose estudiado un
total de 75 muestras.
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Figura 41. Estudio del efecto de Ag-AQCs sobre portaobjetos. E. coli sembradas
en portaobjetos de revestidos con una resina con Ag-AQCs, expuestas durante 1 h'y
crecidas durante 24 h a 37 °C. Se observa crecimiento (zonas con mayor turbidez y
aspecto punteado (*) correspondiente con la presencia de colonias) en aquellas zonas
donde las bacterias no entraron en contacto con el tratamiento.

5.4.2.2 Efecto bactericida de AQCs sobre placas de cultivo

Se prepararon resinas con concentraciones crecientes de plata
(0 ppm, 714 ppm, 2.000 ppm, 2.857 ppm y 3.937 ppm) que fueron
depositadas en placas de 24 pocillos para medir su posible efecto sobre
el crecimiento bacteriano bajo diferentes condiciones. Se sembraron
bacterias E. coli que se expusieron al tratamiento durante 10 o 60
minutos y se dejaron creciendo durante 24 h, cuantificando su
crecimiento  espectrofotométricamente. A mayores, tras esta
incubacidn, se sembraron las bacterias en placas sin Ag-AQCs durante
otras 24 h para diferenciar si el efecto obtenido se correspondia con una
actividad bactericida o bacteriostatica. La exposicion al tratamiento se
realizo a diferentes temperaturas, obteniendo que a 37 ° C el crecimiento
bacteriano sobre las placas de 24 pocillos sufria una inhibicién cercana
al 100% independientemente de la dosis de plata testada. No se detectd
crecimiento en las placas donde se volvieran a sembrar las bacterias,
indicando que se trata de un efecto bactericida (Fig. 42). Para
corroborarlo se llevo a cabo otra aproximacion experimental, en la que
tras la exposicion al tratamiento de las bacterias E. coli durante 10 o 60
minutos, se realizaba un cambio de las mismas a otra placa de 24
pocillos donde se crecieron durante 24 h, tras lo que se midio su
crecimiento espectrofotométricamente y se volvieron a sembrar en
placas Petri incubandose durante otras 24 h. En este caso se obtuvo una
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inhibicion dependiente de dosis de plata cuando la exposicion fue de 10
minutos: con 714 ppm de Ag, la inhibicién obtenida fue del 12,34%,
mientras que, con el resto de dosis, tanto con una exposicién de 10 como
de 60 minutos, la inhibicion fue cercana al 100%; no se observo
crecimiento en las placas donde se volvieron a sembrar las bacterias
(Fig. 43), corroborando mediante estas dos aproximaciones que la
actividad producida por estos Ag-AQCs es bactericida. Con las dosis
mas bajas, la capacidad bactericida estd determinada por el tiempo de
exposicion al tratamiento.

La temperatura a la que se encuentran las superficies recubiertas
por estos Ag-AQCs, podria ser determinante para su efecto, con lo que
se llevaron a cabo exposiciones a 5 y 15 °C para estudiarlo. Como se
muestra en la Fig. 44A, el crecimiento bacteriano es menor a 5 °C;
ademas, las propiedades bactericidas son menores, observandose
crecimiento en las placas donde se volvieron a sembrar las mismas (Fig.
44A). En cambio, cuando la exposicion se realiza a 15 ° C, el
crecimiento bacteriano se ve inhibido de la misma forma que cuando la
temperatura del proceso era de 37 ° C, determinandose también que la
actividad de estos Ag-AQCs es bactericida (Fig. 44B).
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Figura 42. Viabilidad de E. coli DH5a sembradas en placas de 24 pocillos revestidas
con diferentes concentraciones de Ag (0 ppm, 714 ppm, 2.000 ppm y 2.857 ppm) tras
10 y 60 minutos de exposicion al tratamiento. Se resembraron en placas Petri sin Ag-
AQCs y se dejaron crecer durante 24 h a 37 °C.
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Figura 43. Viabilidad de E. coli DH5a sembradas en placas de 24 pocillos revestidas
con diferentes concentraciones de Ag (0 ppm, 714 ppm, 2.000 ppm y 2.857 ppm) tras
10 y 60 minutos de exposicion al tratamiento. Se realizo un cambio a placas de 24
pocillos sin Ag-AQCs y se dejaron creciendo durante 24 h. Se resembraron en placas
Petri sin Ag-AQCs y se dejaron crecer durante 24 h a 37 °C.

De esta manera, el efecto de los clusteres de plata estudiados sobre el
crecimiento bacteriano es bactericida y dependiente de la temperatura a
la que se encuentren. Estos datos corroboran el mecanismo de accion
de los AQCs ya que catalizan irreversiblemente la oxidacion de tioles
presentes en cisteinas de proteinas sensores de la homeostasis redox. La
oxidacion de tioles es dependiente de la temperatura y, por tanto, a
temperaturas bajas (5 ° C) la eficacia de los AQCs disminuye.
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Figura 44. A) Viabilidad de E. coli DH5a sembradas en placas de 24 pocillos revestidas
con diferentes concentraciones de Ag (0 ppm, 714 ppm, 2.000 ppm y 2.857 ppm) tras
60 minutos de exposicion al tratamiento a 5 °C y 37 °C. Las muestras provenientes
de la incubacion a 5 °C se resembraron en placas Petri sin Ag-AQCs y se dejaron
crecer durante 24 h a 37 °C. B) Viabilidad de E. coli DH5a sembradas en placas de 24
pocillos revestidas con diferentes concentraciones de Ag (0 ppm, 714 ppm, 2.000
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ppm, 2.857 ppmy 3.937 ppm) tras 10 y 60 minutos de exposicion al tratamiento a 15
°C. Se realiz6 un cambio a placas de 24 pocillos sin Ag-AQCs y se dejaron creciendo
durante 24 h. Se resembraron en placas Petri sin Ag-AQCs y se dejaron crecer durante
24 ha 37 °C.

5.4.2.3 Liberacion de Ag-AQCs de las resinas

Para establecer el grado de liberacién de AQCs desde la resina,
ya que de ser elevada va a afectar a la vida efectiva del filtro, se llevo a
cabo un experimento en el que se emplearon unas membranas de dialisis
Spectra/Por®7. Se introdujeron muestras de diversas resinas con Ag-
AQCs con una concentracion de plata de 3.937 ppm en una membrana
de diélisis junto a bacterias E. coli DH5a, como control positivo de la
eficacia bactericida de la resina; las resinas en el interior del cartucho
de dialisis, que es permeable al paso de los Ag-AQCs, pero no de las
bacterias, se depositd sobre una superficie que albergaba también una
solucion con E. coli (Fig. 45); pudiendo valorar asi si se liberan los Ag-
AQCs, ya que de ser asi migran a través de la membrana y van a afectar
a las bacterias que se encuentran al otro lado de la misma. Tras el tiempo
de exposicion de 10 y 60 minutos, se recogieron muestras de las
soluciones bacterianas y se sembraron en placas de 6 pocillos,
dejandolas crecer durante 24 h; valorando espectrofotométricamente el
crecimiento obtenido. Se pudo observar que la inhibicion del
crecimiento se produce unicamente en el interior de las membranas de
diélisis donde se encontraba el tratamiento con [Ag] = 3.937 ppm (Fig.
46). Esto demostré que los Ag-AQCs no se liberan de forma apreciable
de los revestimientos bajo estudio. Resultados similares se obtuvieron
cuantificando Ag en el medio por ICP.

CONTROL [Ag]=0 1 [Ag)=3937ppm

=

Figura 45. Montaje del
experimento de migracion.
Cuatro condiciones
diferenciadas: bacterias en el
exterior y en el interior de la
membrana, en contacto con
muestras control o con AQCs.
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Figura 46. Experimento de migracion. E. coli DH5a sembradas en placas de 6
pocillos que se habian expuesto a una muestra solida de Ag-AQCs ([Ag]=0 ppm y [Ag]=
3.937 ppm) durante 10 o 60 minutos: se diferencian 4 grupos, segiin la muestra con
la que hayan estado en contacto y segln su disposicion espacial en las membranas
de dialisis Spectra/Por®7 (en el interior o en el exterior de la membrana). Se dejaron
creciendo durante 24 h y se determiné su crecimiento espectrofotométricamente a
600 nm. El porcentaje mostrado se corresponde a los valores medios de las muestras
sembradas por triplicado.

Debido a las grandes exigencias que a las que estan sometidos los
recubrimientos en las condiciones industriales, se decidié continuar
estudiando la liberacion de los Ag-AQCs bajo otros supuestos. Se
estudio si su incubacion previa con ciertas disoluciones podria influir;
concretamente se seleccioné una solucion de cloruro de sodio con una
concentracion de 80 g/L. Se prepararon resinas con concentraciones
crecientes de plata (0 ppm, 714 ppm, 2.000 ppm, 2.857 ppm y 3.937
ppm) que fueron depositadas en placas de 24 pocillos, y se pusieron en
contacto con una solucién de NaCl (80 g/L) durante 72 h a 150 rpm y
60 °C, usando como control placas expuestas a agua Mili-Q. A
continuacion, se sembraron bacterias E. coli que se incubaron al durante
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10 0 60 minutos a 37 °C. Después se valor6 el efecto dejandolas crecer
durante 24 h. Se cuantificé su crecimiento espectrofotométricamente y
los resultados confirman la inhibicion del crecimiento
independientemente de la dosis testada (Fig. 47A). Esto nos indico que
los revestimientos de Ag-AQCs no perdieron actividad a pesar de haber
estado en contacto con la solucién de NaCl. Sin embargo, cuando en
vez de una se realizan tres incubaciones seriadas, de 72 horas cada una,
con la solucién de NaCl (80 g/L) a 60 °C y 150 rpm, se obtuvo una
inhibicion dependiente de dosis y del tiempo de exposicion: con la
concentracion mas baja de plata (714 ppm), tras 10 minutos de
tratamiento se obtuvo una inhibicién del 31%, y del 71% tras 60
minutos, mientras que con las dosis mas concentradas (2.000 ppm,
2.857 ppm y 3.937 ppm), la inhibiciéon obtenida fue del 100% (Fig.
47B). Esto parece indicar que los revestimientos si se ven afectados por
haber estado en contacto prolongado con otra solucion ionica, lo que
habra que tener en cuenta una vez que se estudien las posibles
aplicaciones que pueden tener los mismos.

A Exposicion de 10 minutos Exposicion de 60 minutos
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Figura 47. A) Viabilidad de E. coli DH5a sembradas en placas de 24 pocillos revestidas
con diferentes concentraciones de Ag (0 ppm, 714 ppm, 2.000 ppm, 2.857 ppm y
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3.937 ppm) tras 10 y 60 minutos de exposicion al tratamiento. Las placas se habian
expuesto previamente durante 72 h y a 150 rpm a una solucion de NaCl (80 g/L) o
bien agua Mili-Q. B) Viabilidad de E. coli DH5a sembradas en placas de 24 pocillos
revestidas con diferentes concentraciones de Ag (0 ppm, 714 ppm, 2.000 ppm, 2.857
ppm y 3.937 ppm) tras 10 y 60 minutos de exposicion al tratamiento. Las placas se
habian expuesto previamente a tres incubaciones seriadas con una solucion de NaCl
(80 g/L), de 72 h y a 150 rpm cada una.

En resumen, a través de todas estas aproximaciones experimentales, se
ha demostrado el interés que los revestimientos con Ag-AQCs pueden
tener en diferentes procesos industriales. Su marcado efecto bactericida
se manifiesta con tiempos cortos de exposicion, y a 15 © C ya son
completamente activos. Ademas, se ha demostrado que no se produce
una liberacién sustancial de los Ag-AQCs hacia el medo en el que se
Ilevan a cabo los tratamientos, por lo que la actividad con el paso del
tiempo es buena.
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6 DISCUSION






Durante el desarrollo de esta tesis doctoral se han llevado a cabo una
serie de trabajos con los que se pretende determinar la potencialidad
terapéutica de tres compuestos organometélicos. Para ello nos basamos
en el mecanismo de accidén que desencadenan sobre lineas celulares
tumorales, asi como el estudio de su accion bactericida.

Fueron empleados tres compuestos organometalicos que presentan
la estructura “half-sandwich” o “taburete de piano”, y que se
sintetizaron siguiendo la tendencia en el desarrollo de nuevos
compuestos metalofarmacos, atendiendo a las caracteristicas definidas
por Sadler y col. La principal diferencia entre ellos es su centro
metalico, distinguiendo entre rutenio, rodio, e iridio. Como
caracteristicas comunes nos encontramos su grupo saliente (Cl), y su
ligando  quelato (phbzim). Los identificamos ~ como
RuCl(cym)(phbzim), RhCI(Cp*)(phbzIm) e IrCI(Cp”)(phbzIm).

Después de haber comprobado, en trabajos previos, su efecto
citotoxico sobre diferentes lineas celulares tumorales establecidas,
Ilevamos a cabo una serie de aproximaciones experimentales con las
que tratamos de establecer el mecanismo de accion a través del que
desencadenan la muerte celular, paso previo necesario para determinar
su potencial como agentes terapéuticos.

Los complejos con base de Ru se han presentado como los agentes
anticancerigenos con base metalica mas prometedores, estando ligado
su mecanismo de accion a la clasica union al ADN, por lo que
constituirian una buena alternativa al cisplatino.” Esta es la razén por
la que investigamos la accion desencadenada al tratar lineas celulares
tumorales con RuCl(cym)(phbzim). Dentro de las perturbaciones que
suelen aparecer en los procesos de muerte celular, nos encontramos con
alteraciones en el ciclo, produciéndose en este caso un arresto en la fase
GO/G1 en la linea celular A549, y en la fase G2/M en la linea celular
MCEF-7; esta ultima carece de caspasa 3, cuya inhibicién provoca un
arresto en la fase G2/M como el que detectamos®, lo que explicaria el
efecto diferencial provocado por el RuCl(cym)(phbzim). Otra
caracteristica comdn asociada a los diferentes procesos de muerte
celular, es la variacion en los niveles de ROS de las células,®® que no se
vieron modificados al tratar a las células con este complejo; otras vias
de muerte celular que fueron investigadas son la ferroptosis®®®® y la
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necroptosis®*®®, para ello se utilizaron inhibidores especificos de las
mismas®®8892 con los que no obtuvimos ningun resultado diferencial,
descartando inicialmente que estos mecanismos de muerte sean los
responsables  principales del efecto provocado por el
RuCl(cym)(phbzlm), ya que no debemos olvidar que la falta de efecto
de estos inhibidores ha sido descrita en otras ocasiones.® 1% También
se investigaron otros mecanismos que pudieran desencadenar el
proceso apoptotico, centrandonos en la via que se activa al producirse
una situacioén de estrés del RE, la UPR; ésta puede activarse a través de
tres mecanismos diferentes, encontrando que el RuCl(cym)(phbzim)
produce un aumento en los niveles de ATF6 a las pocas horas del
tratamiento, siendo este factor de transcripcion uno de los activadores
de esta via®°®. Debido a que con el paso del tiempo no se detectan
niveles elevados de este factor de transcripcion, pensamos que podria
estarse compensando el estrés producido y no llegando a
desencadenarse el proceso apoptotico a través de este mecanismo, por
lo que nos centramos en el estudio de uno de los efectores finales del
mismo, CHOP%1%:  cuando se trataron las células con
RuCl(cym)(phbzIm), no se detectd su activacion, por lo que ésta no
debe ser la via de muerte desencadenada por el mismo, lo que se
corroboré al comprobarse que la inhibicion en la sintesis proteica,
relacionada con la via UPR, tampoco era muy pronunciada.

De esta manera, las alteraciones que detectamos en las células
cuando las tratamos con RuCl(cym)(phbzim) no son lo suficientemente
pronunciadas como para poder determinar el mecanismo de muerte
desencadenado por este complejo, por lo que son necesarias mas
aproximaciones experimentales que nos ayuden a determinarlo.

En el caso del RhCI(Cp”)(phbzIim), debido a las diferencias
estructurales que presenta con el RuCl(cym)(phbzIm), tanto el centro
metalico como el ligando areno, el mecanismo de accion
desencadenado seria diferente, ya que estas caracteristicas son las que
lo determinaran.®045102116 En este caso se detectd que, cuando las
células se trataban con este complejo, se producia la activacion de
CHOP, por lo que se estaba activando la via UPR asociada al estrés del
RE y llegandose al final de la via promoviéndose la apoptosis. Debido
a que se descarto la activacion de ATF6 como responsable de este
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proceso, ya que no se observaron niveles elevados del mismo, se
exploraron modificaciones que pudieran estar afectando al proceso de
plegamiento de proteinas y que estarian activando esta via a travées de
PERK®%, En este plegamiento, la formacion de puentes disulfuro es
una parte fundamental, viéndose afectada por la oxidacion generalizada
de los tioles libres. Empleamos el [B-mercaptoetanol, un agente
antioxidante que actia como catalizador en el proceso de
reorganizacion de las proteinas, en combinacion con
RhCI(Cp”)(phbzIm), obteniendo una recuperacion parcial de la
viabilidad, por lo que este complejo estaria produciendo su efecto a
través de la oxidacion de los grupos tioles. Esto se corrobord a través
del rescate parcial obtenido cuando combinamos el tratamiento de
RhCI(Cp”)(phbzIim) con DTT y NAC, agentes que actdian restaurando
la accion de los tioles®.

La alteracion del estado redox de las celulas a través de la oxidacion
de los grupos tioles, afecta a multiples dianas con las que se puede
corroborar el proceso apoptotico, tales como el arresto del ciclo celular
que se obtuvo con este complejo en la fase GO/G1, asi como el dafio en
el ADN. Ademas, en estudios previos se vio que este complejo afectaba
al funcionamiento general de las mitocondrias, pudiendo deberse a
estos cambios en el estado redox, por lo que decidimos corroborar la
afectacion de estos organulos. La falta de aspartato se vuelve un factor
limitante en la proliferacion celular y esta producida por la falta de NAD
que deberia regenerarse a través de la ETC,% por lo que al suplementar
a las células con el mismo y ver una recuperacion parcial de la
viabilidad en el tratamiento con RhCI(Cp”)(phbzlm), corroboramos el
efecto de este complejo sobre las mitocondrias.%®

De esta manera, a través del efecto sobre los grupos tioles, el
RhCI(Cp")(phbzIim) estd afectando al estado redox las células,
alterando a las mitocondrias. Esto nos hizo preguntarnos si se trataria
de un compuesto adecuado como agente antimicrobiano, ya que segun
la hipdtesis de Michael Kohanski y James Collins, los metalofarmacos
con efecto bactericida matarian a las bacterias a través del dafio
oxidativo.”* Después de haber constatado el efecto bactericida de este
compuesto sobre diferentes cepas (E. coli, S. aureus subsp. aureus, S.
aureus, S. aureus resistente a la meticilina (SARM), E. hirae, E.
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faecalis, E. coli DH5a), comprobamos su mecanismo de accion; para
ello tratamos bacterias E. coli con RhCI(Cp”)(phbzlm), obteniendo una
elevacion en los niveles de Oz, y para determinar si el mecanismo de
muerte desencadenado se producia a través de esta alteracion, repetimos
el tratamiento con RhCI(Cp®)(phbzIim) en condiciones de hipoxia.
Sorprendentemente, obtuvimos que en estas condiciones la inhibicion
obtenida con el tratamiento era mayor que en condiciones de normoxia,
por lo que el mecanismo de accién desencadenado por el
RhCI(Cp”)(phbzIm) seria diferente al desempefiado por los antibidticos
actuales, incrementandose su interés terapéutico. Debido al efecto
observado sobre la respiracion en células tumorales, estudiamos cémo
afectaba al metabolismo bacteriano, obteniendo un efecto marcado
sobre el OCR, que se ve compensado por una marcada elevacion de la
ECAR, demostrandose que también esta alterando la respiracion
bacteriana. Comprobamos ademas como afectaba al potencial de
membrana, que es fundamental para la correcta proliferacion
bacteriana.

De esta manera, el RhCI(Cp’)(phbzim) se presenta como un
interesante candidato antimicrobiano debido a que su capacidad
bactericida no estara desempefiada a través del mecanismo mas
habitual,*'' y las bacterias podrian haber desarrollado menos
mecanismos de defensa contra la misma.

El tercer compuesto estudiado es el IrCI(Cp”)(phbzIm), que se
diferencia del compuesto de RhCI(Cp“)(phbzIim) Gnicamente en su
centro metélico, y con los resultados obtenidos se demuestra la
importancia que tiene el mismo en el mecanismo de accion, ya que
encontramos diferencias significativas desde el primer momento: la
ICso asociada al mismo es mucho menor que la de los otros complejos
(16 uM frente a 43 pM del RhCI(Cp*)(phbzim) y 50 uM del
RuCl(cym)(phbzIim)). Estudiando los efectos generales que tiene su
tratamiento sobre células tumorales, encontramos que provoca un
arresto en la fase GO/G1, asi como una fuerte inhibicion en la sintesis
de proteinas, lo que concuerda con el arresto detectado.

Los niveles elevados de CHOP que detectamos al tratar las células
con IrCI(Cp”)(phbzIm) prueban que se esta activando la via apoptotica,
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activandose la UPR a través de la via de PERK, encontrandose la
sintesis de proteinas fuertemente inhibida con este complejo.%-1%

Tanto el estrés del RE como la variacion del estado redox detectado
(niveles de *OH elevados) y el dafio sobre el ADN (modesto pero
significativo), pueden aumentar la fuga de protones hacia las
mitocondrias, pudiendo activar también la via apoptotica a través de
este organulo®>. En estudio previos comprobamos que el
IrCI(Cp”)(phbzlm) esta afectando a la respiracion las mismas, actuando
como un agente protondforo, por lo que la suma de estas vias estaran
activando la muerte por apoptosis.

Con la finalidad de explorar nuevas aplicaciones terapéuticas para
este compuesto, estudiamos su efecto sobre una linea celular no
tumoral, cuyos requerimientos metabolicos son diferentes,®
encontrando que también afecta a la respiracion de las mismas,
actuando como agente desacoplante, pero con un efecto menos marcado
que en las células tumorales. Esta menor toxicidad nos animé a probar
su potencial en el tratamiento de la obesidad, para lo que medimos la
disipacion de la temperatura que se producia en animales tratados con
IrCI(Cp*)(phbzIm) frente a animales sin tratar. Obtuvimos un aumento
de la misma que, aunque no muy elevada, podria servirnos para
comenzar a explorar esta nueva via. Para aumentar el indice terapéutico
del mismo sera necesario reducir su toxicidad, por lo que se nos abre un
nuevo campo pendiente de explorar.

Por ultimo, en esta busqueda de otras aplicaciones, estudiamos su
actividad antimicrobiana, encontrando que presenta un efecto
bacteriostatico sobre numerosas cepas (E. coli, S. aureus subsp. aureus,
S. aureus, S. aureus resistente a la meticilina (SARM), E. hirae, E.
faecalis, E. coli DHS5a); acerca de su mecanismo de accion,
sorprendentemente encontramos los niveles de *OH elevados, lo que
suele relacionarse con el dafio en el ADN que desencadene la muerte
celular, siendo habitual en los compuestos que presentan actividad
bactericida, no bacteriostatica’, pero en este caso los niveles
alcanzados con el tratamiento de IrCI(Cp")(phbzIm) no serédn
suficientes para producir la muerte, no resultando ser un buen candidato
como agente antibiotico.
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Dado el creciente problema de las resistencias bacterianas, hemos
realizado una serie de experimentos con unos complejos diferentes
empleados con finalidad industrial. Se tratan de clusteres atomicos de
plata, metal con conocidas propiedades antimicrobianas, y cuya
capacidad biocida habifa sido probada con anterioridad’"’8. Se usaron
como recubrimiento en diferentes superficies, y sobre las que probamos
el efecto sobre el crecimiento bacteriano bajo diferentes condiciones.
Obtuvimos un marcado efecto bactericida con tiempos cortos de
exposicién, siendo completamente activos a partir de 15 °C, y los
sometimos los recubrimientos a distintas condiciones que demostramos
que no alteraban su efecto, descartando también que se produzca un
desprendimiento sustancial de estos Ag-AQCs al medio, manteniendo
asi una buena actividad con el paso del tiempo, por lo que se presentan
como unos buenos candidatos para evitar el crecimiento bacteriano en
diferentes superficies que podemos encontrarnos en procesos de
produccién industrial.
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7 CONCLUSIONES






La sola diferencia del metal (rodio frente a iridio) es suficiente
para conferir propiedades bioldgicas diferentes a los complejos
de RhCI(Cp™)(phbzIm) e IrCI(Cp*)(phbzIm).

El compuesto organometélico de RuCl(cym)(phbzlm), a pesar
de su semejanza estructural con los anteriores, tiene una
actividad biologica muy reducida, lo que indica la importancia
del atomo metélico en la accién farmacoldgica de estos
compuestos.

El compuesto de RhCI(Cp”)(phbzIm) induce la apoptosis a
través de la oxidacion de los grupos tioles, siendo un buen
agente antimicrobiano al producir un efecto bactericida que es
independiente de un incremento de los niveles de ROS.

El compuesto de IrCI(Cp“)(phbzlm) acttia en la mitocondria
como un protondforo y afecta también al crecimiento bacteriano
sin afectar a su viabilidad.
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8 LISTADO DE ABREVIATURAS

ADN (acido desoxirribonucleico)

Ag-AQCs (clusteres atobmicos cuanticos de plata)

AMR (mecanismos de resistencia antimicrobiana)

AQC:s (clusteres atomicos cuanticos)

ARN (4cido ribonucleico)

ATP (Adenosine 5'-triphosphate sodium)

ATF6 (factor de transcripcion activador 6)

BHA (Hidroxianisol butilado)

CDDP (cisplatino, cis-diaminodicloroplatino (I1))

CHX (cicloheximida)

CORMs (complejos liberadores de CO)

Cp* (areno ciclopentadieno)

Cym (cimeno)

DHE (indicador de superoxido dihidroetidio)

DiBAC: (Bis- (Acido 1,3-Dibutilbarbitirico) Trimetino Oxonol)
DMEN (Dulbecco s Modified Eagle Medium low glucose)
DME/F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle s Medium/Nutrient Mixture F-
12 Ham)

DMEM-Hi (Dulbecco s Modified Eagle Medium high-glucose)
DMSO (dimetilsulfoxido)

DO (densidad optica)

DTT (1,4-Dithiothreitol)

EGTA (Ethylene glicol-bis (2-aminoethylether)-N, N, N, N-tetraacetic
acid)

ENT (enfermedades no transmisibles)

ERAD (degradacion asociada al RE)

ETC (cadena transportadora de electrones)

FADD (dominio de muerte asociado a FAS)

FBS (Suero Fetal Bovino)

GPX4 (glutation peroxidasa 4)

GSH (glutation)
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HPF (fluoresceina 3 -(p-hidroxifenilo))

H>0; (peroxido de hidrogeno)

Ir (Iridio)

IRE1a (proteina que requiere inositol-1a)

IRM (Resonancia magnética)

IUPAC (Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada)
KP1019b (indazolio- bis-indazol-tetracloro-rutenato)

LB (Luria Bertani)

LOX (lipoxigenasas)

MIC (concentracion inhibitoria minima)

MDR (Resistencia a multiples farmacos)

MLKL (pseudoquinasa de linaje mixto)

MOMP (permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa)
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
NAD (dinucleétido de nicotinamida y adenina)

NAC (N-acetil-L-cisteina)

NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato)
NAMI-A (trans-imidazol-dimetilsulfoxido-tetracloro rutenato)
NDGA (4&cido nordihidroguaiarético)

NEC-1 (necrostatina-1)

NOXs (NADPH oxidasas unidas a la membrana)

Nrf2 (factor 2 relacionado con NF-E2)

NSA (necrosulfonamida)

OMS (Organizacion Mundial de la Salud)

O (anidn superoxido)

*OH (radical hidroxilo)

PBS (tampodn fosfato salino)

PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

PERK (proteina quinasa ARN como-PKR)

PI (ioduro de propidio)

PTP (poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial)
PUFAs (&cidos grasos poliinsaturados)

RAPTA (ruthenium arene PTA)

RE (reticulo endopldsmico)

Redox (reaccion de reduccion- oxidacion)

Rh (Rodio)
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RIP1 (receptor de serina-treonina quinasa 1)
RIPK1 (serina/treonina-proteina quinasa 1)

ROS (especies reactivas de oxigeno)

rpm (revoluciones por minuto)

RT (temperatura ambiente)

Ru (Rutenio)

SD (desviacion estandar)

SDS (solucion de solubilizacion)

SOD (superoxido dismutasa)

TCA (acidos tricarboxilicos)

TF (transferrina)

TNF (factor de necrosis tumoral)

TRADD (dominio de muerte asociado a TNRF1)
TU (tunicamicina)

TUDCA (é4cido tauroursodeoxicélico)

UPR (respuesta a proteinas mal plegadas)
UO126 (1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4- bis(2-aminophenylthio)
butadiene)

8-OHdG (8-0x0-2'-desoxiguanosina)
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El uso de los metales en el campo de la medicina data de hace mas
de 5.000 anos, y el disefio racional de metalofarmacos ha sido un
area profundamente estudiada desde la inclusion del cisplatino en
clinica, que ha guiado la busqueda de nuevos complejos, abriéndose
camino los compuestos organometalicos. En este trabajo hemos
empleado tres compuestos con estructura “half-sandwich’, cuya
diferencia fundamental es el centro metalico: Ru (II), Rh (III), Ir (III),
presentando todos ellos capacidad antitumoral, desencadenando

alteraciones biologicas diferenciadas que inician el mecanismo
de muerte a través de distintas vias. Se ha estudiado su capacidad
biocida debido al creciente problema asociado a la resistencia
antimicrobiana.
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