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GLOSARIO

GO = Glucosa oxidasa

LDHm = Lactato deshidrogenasa de musculo de conejo

PHD2 = Prolil hidroxilasa

HIF-1a = Factor de hipoxia inducido

PDI = Proteinas disulfuro isomerasas

bpy = 2,2'-bipiridina

phpy = 2-fenilpiridinato

fen = 1,10-fenantrolina

NADH = Dinucleétido de nicotinamida y adenina en su forma reducida
NAD* = Dinucleétido de nicotinamida y adenina en su forma oxidada
Ki = Constante de inhibicion

i 0.5 = Concentracion inhibitoria 50

Kmn = Constante de Michaelis-Menten

Vmax = Velocidad maxima

DMSO = Dimetilsulféxido
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ABSTRACT

Our group has been studying the interactions between ruthenacycles and
osmacycles with oxidoreductases, with emphasis on bio-sensing applications.
In particular, we have prepared series of structurally similar complexes of
the general formula [M(C~N)x(N~N)3>*]™ (M = Ru, Os; C~N = o0-2-
phenylpyridinato; N~N = 2,2'-bipyridine; x = 0 - 3), covering almost a 2 V
potential range. The effects of the successive replacement of nitrogen atoms
by o-bound sp? carbon atoms on the reactivity towards redox-active
enzymes have been explored. The complexes have also displayed cytotoxic
activity, but the mechanism of action remains unknown. Recent publications
have showed a relationship between oxidoreductases and the development of
certain cancers, so it is thought that the route of action of these
cyclometalated derivatives may be due to the interaction with
oxidoreductases. We previously showed that our ruthenium complexes can
act as effectors of glucose oxidase.

In this work, we studied the effects of the cyclometalated complexes on the
activity of lactate dehydrogenase, glucose oxidase, prolil hydroxylase, and
protein disulfide isomerase in order to shed light on how our derivatives can

interact with oxidoreductases.

Vi



RESUMEN

Nuestro grupo de trabajo ha estudiado la interaccién entre rutenaciclos y
osmaciclos con enzimas oxidorreductasas aplicado en biosensores. En
particular hemos preparado una serie de compuestos estructuralmente
similares, con formula general [M(C~N)y(N~N)**]™* (M = Ru, Os; C~N = o-
2-fenilpiridinato; N~N = 2,2’-bipiridina; x = 0 - 3), cubriendo un rango
cercano a 2 V de diferencia, entre los diferentes compuestos. Se ha
explorado el efecto de reemplazar sucesivamente enlaces metal nitrégeno
por enlaces metal carbono, sobre la reactividad hacia enzimas
oxidorreductasas.

Estos mismos complejos muestran actividad citotdxica, desafortunadamente
no se conoce su mecanismo de accidn. Recientes publicaciones han mostrado
la relaciéon entre enzimas oxidorreductasas y el desarrollo del cancer, por lo
que es posible que el mecanismo de accidn de los complejos de rutenio vy
osmio pueda estar relacionado con la interaccién de algunas enzimas
oxidorreductasas. Un trabajo previo ha demostrado que los complejos de
rutenio pueden afectar la actividad catalitica de la glucosa oxidasa.

En este trabajo se estudio el efecto de algunos complejos ciclometalados de
rutenio y osmio sobre la actividad catalitica de glucosa oxidasa, lactato
deshidrogenasa, prolil hidroxilasa y la familia de enzimas proteinas disulfuro
isomerasas, con el objetivo de desvelar el mecanismo de accion de los
complejos y obtener informacion de la interaccion de estos complejos con las

enzimas oxidorreductasas.
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Introduccion

1.0 INTRODUCCION

Los compuestos de los metales de transicidn han sido utilizados desde hace
mas de medio siglo, principalmente como catalizadores [1]. Sin embargo,
con el paso del tiempo el estudio de estos compuestos se fue diversificando,
es asi que numerosos grupos de investigacién se enfocaron en estudiar
compuestos de los metales de transicién en medios bioldgicos, por ejemplo,
en diferentes enzimas oxidorreductasas como las nitrogenasas [2], enzimas
gue contienen hierro y molibdeno para la fijacion de nitrégeno, la vitamina
Bi> [3], un anillo de porfirina modificado que tiene cobalto como atomo
central, la hemoglobina, una proteina con un atomo de hierro coordinado por
un grupo hemo, que sirve para transportar el oxigeno en la sangre [4].

El papel central de los compuestos de los metales de transicion en enzimas o
como farmacos fomentd el estudio de estos complejos en el area de la
medicina. Si bien se tienen datos ancestrales de complejos metadlicos en la
medicina tradicional. Por ejemplo, en China, se tiene registro de compuestos
de oro con fines terapéuticos desde el afo 2500 a.C. En el libro Bencao, un
compendio sobre la medicina tradicional China, se menciona el uso de oro
para diferentes tratamientos [5]. En el quinto y ultimo libro escrito por
Dioscorides, De materia médica, se recomienda usar sales de arsénico como
antiséptico, astringente y cicatrizante, ademas se menciona que se usé como
depilatorio [6]. Los complejos de vanadio han sido utilizados en diversas
terapias; los primeros reportes publicados en la revista La Presse Médicale
datan de 1899, cuando M. B. Lyonnnet, M. Martin y M. Laran, los utilizaron
para disminuir la glucosa en sangre [7]. Pero fue hasta 1971 cuando el
compuesto cis-diamindicloroplatino(II) entré a pruebas clinicas, que comenzd
una nueva area de investigacion, la quimica inorganica medicinal [8].

La historia de los compuestos de los metales de transicién enfocada en la
medicina es extensa, asi como también es amplia la parte negativa. Por
ejemplo, el uso del arsénico como veneno en los siglos XV y XVI [9], los
problemas de intoxicaciones con mercurio conocidos como “enfermedad de
Minamata” en la isla japonesa de Minamata entre 1953 fecha en que se
detectd la enfermedad y 1968 cuando el gobierno Japonés reconocid que el
causante de la intoxicacidén en esta isla eran los desechos de mercurio de la
empresa Chissio Corporation [10]. En México ocurrié un caso severo de
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intoxicacion en Tultitlan, Estado de México, por la empresa Cromatos de
México, por malos manejos de residuos de cromo, afectando a cientos de
personas de la localidad [11].

La dicotomia de los compuestos de los metales de transicion entre su efecto
toxico y su efecto farmacoldgico depende de ciertas condiciones como su
dosis, como diria Paracelso “todas las sustancias pueden ser venenos, su
dosificacién hace la diferencia para que se comporte como un veneno o un
remedio”. La estructura del compuesto metdlico es muy importante debido a
sus propiedades intrinsecas, como el estado de oxidacién del metal o los
ligantes que se encuentran unidos al centro metalico, los cuales modifican las
propiedades del complejo. En conjunto todas estas caracteristicas permiten
modular el efecto que pueda tener el complejo en el organismo.

A pesar de que el uso de metales de transicidon en la medicina data de varios
siglos atrds, el estudio deliberado de estos compuestos como posibles
agentes terapéuticos es reciente. Es asi que enfermedades como la artritis,
la diabetes, o el cancer tienen hoy en dia compuestos de metales de
transicion como farmacos. Uno de los compuestos emblema para el
desarrollo de esta area de la quimica fue el cis-platino, sintetizado por
Peyrone en 1844 [12], pero fue Barnett Rosenberg quien descubrié sus
propiedades anticancerosas en 1960, cuando observd la inhibicion de la
division celular en Escherichia coli por un electrodo de platino cuando
examinaba la influencia de la corriente eléctrica en la divisién celular [13].
Sin embargo, fue hasta diciembre de 1978 después de 18 anos de
investigacién enfocada en sus efectos farmacoldgicos, y después de las
diferentes fases clinicas que fue aprobado por la Administracién de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Unidos [14].

Los complejos de platino son utilizados en diferentes tipos de cancer como el
de mama, el de testiculo, el de ovario, el de vesicula, el de eséfago, el de
pulmén, el de cervix, el de estdmago, el de prostata y los melanomas y
sarcomas, entre otros [14][15]. A pesar de tener ventas por cerca de $500
millones de dodlares, el cis-platino tiene diversos efectos adversos, como son
la toxicidad renal, toxicidad sobre el oido, toxicidad periférica [15]. Algunas
de las complicaciones con las que el paciente tiene que luchar son nauseas,
vomitos, anemia, caida del cabello, falta de apetito y problemas de fertilidad.
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Debido a los problemas adversos que tiene el cis-platino, se estudiaron otros
metales de transicion que tuvieran menos efectos secundarios. Los
compuestos de rutenio y osmio fueron de los mas prometedores, con algunas
ventajas sobre los compuestos de platino, como la capacidad de tener mayor
numero de coordinacidon, usualmente seis sitios vacantes, con diversas
geometrias, como la octaédrica, bipiramide trigonal, medio sandwich, entre
otras. Usualmente tiene los estados de oxidacion 0, +2, +3, +4, aunque se
conocen compuestos en estado de oxidacidn -2 y +8 en [Ru(C0)4]2 y [RuO4]
en configuraciones electronicas d'° y d° respectivamente. Existen casos
similares para los complejos de osmio, abarcando practicamente todos los
estados de oxidacién posibles para los metales de transicion [16].

Tomando en cuenta las ventajas estructurales que representan los complejos
de rutenio y osmio sobre los de platino, nuestro grupo de trabajo desarrolld
una serie particular de complejos de rutenio y osmio con ligantes bidentados
con la 2,2-bipiridina y con el ligante 2-fenilpiridinato. Con este ultimo ligante
se pueden formar hasta dos fragmentos ciclometalados en el caso de rutenio
y hasta tres en el caso de osmio. Cada fragmento ciclometalado consiste en
un enlace metal carbono, un enlace metal atomo electrodonador como N, O,
S y deben formar un ciclo entre estos dos enlaces, ademas el enlace carbono
metal reduce el potencial redox de los complejos [17][18].

Al estudiar esta serie de compuestos ciclometalados de rutenio y osmio, se
observd que tienen una mejor actividad anticancerosas que el cis-platino y
con una disminucidn en la toxicidad hacia células sanas [19][20].

Gran parte de este trabajo es comprender el mecanismo de acciéon celular
para explicar el efecto citotéxico de los complejos organometalicos de rutenio
y osmio. En una primera aproximacion, pensamos que podria alterar algunas
enzimas oxidorreductasas involucradas en procesos cancerigenos, es por ello
que es muy importante controlar el potencial redox, por medio de los enlaces
carbono metal, ya que cada uno de éstos enlaces disminuye el potencial
redox del complejo. Por otro lado, los ligantes 2,2-bipiridina y 2-
fenilpiridinato sdlo se diferencian en la forma de coordinacidon, mientras que
la 2,2-bipiridina se coordina por medio de dos atomos de nitrégeno, el 2-
fenilpiridinato utiliza un atomo de nitrégeno y uno de carbono, siendo asi que
los compuestos formados tienen practicamente la misma estructura,
permitiéndonos estudiar la influencia de algunos pardmetros importantes de
los complejos como el potencial redox o el estado de oxidacion.

4
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2.1 CANCER

Dentro de las enfermedades que mas afectan a la sociedad se encuentra el
cancer, tanto asi, que la Organizacidon Mundial de la Salud declar6é que era la
primera causa de muerte en el mundo, con cerca de 14.1 millones de
personas diagnosticadas con esta enfermedad en 2012, de las cuales
murieron cerca de 8.2 millones en ese mismo afo [21].

Las estadisticas acerca del cancer son preocupantes, el nimero de pacientes
diagnosticados con esta enfermedad incrementa dia con dia. En el ano 2012
los tipos de cancer con mayor incidencia en el mundo fueron el de pulmén,
pecho y préstata con 1.82, 1.67 y 1.09 millones de nuevos casos
diagnosticados respectivamente [22]. En México los tipos de cancer con
mayor incidencia son el de préstata, el de colon y el de testiculo en hombres,
y el de mama y el cervicouterino en mujeres [22].

Tabla 1. Casos diagnosticados en el afo 2012 para los principales tipos de cancer [21].

Cancer Diagnoésticos 10°
Pulmédn 1.82
Pecho 1.67
Prostata 1.09
Estémago 0.95
Higado 0.78

A pesar de que en ocasiones se piensa en el cancer como una sola
enfermedad, en realidad son un amplio grupo de enfermedades. Segun la
Organizacién Mundial de la Salud hay mas de 100 tipos diferentes de cancer,
ya que cualquier parte del cuerpo puede desarrollar cancer. Las diferencias
entre cada uno es en sus requerimientos metabdlicos, los cuales dependen
del tipo de célula y del tipo de tejido en donde se localicen. Existen dos tipos
de tumor, el benigno y el maligno. El primero se caracteriza por no invadir
tejidos cercanos ni extenderse a otros tejidos. Por otro lado el tumor maligno
invade tejidos cercanos y se desarrolla en otros tejidos diferentes al de
origen. Este proceso se genera cuando una célula cancerigena se traslada a
un tejido distante por el torrente sanguineo y se desarrolla en este nuevo
tejido, a este proceso se le conoce como metastasis.
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Figura 1. Proceso de la formacién de un tumor cancerigeno.

A pesar de que son numerosos los diferentes tipos de cancer tienen ciertas
caracteristicas en comun. El crecimiento descontrolado de las células es el
mas evidente. Bajo estas circunstancias se pierde el control a las respuestas
normales de crecimiento, por lo que las células se dividen hasta aglomerarse
en una masa dentro de un espacio delimitado, formando un ambiente
diferente al de las células sanas. Como consecuencia se necesita mayor
cantidad de nutrientes y requerimientos energéticos conforme se desarrolla
el tumor. Sin embargo, conforme crece el tumor disminuye la formacién de
vasos sanguineos, los cuales llevan oxigeno y nutrientes a las células, por lo
que disminuye considerablemente la cantidad de nutrientes, se crea un
ambiente reductor por la baja concentracion de oxigeno. Usualmente la
concentracion de oxigeno en el tumor sélido es menor a 3 uM, mientras que
en una tejido normal es alrededor de 14 uM [23]. Otro factor importante es
el pH, el cual disminuye aproximadamente de 7.4 en células sanas a 6.0 en
tumores sélidos, esto por la formacion de acidos como el acido lactico.
Aunque recientemente se demostrd que la hidrélisis del ATP en la respiraciéon
oxidativa contribuye en gran medida a disminuir el pH extracelular, ya que
genera diéxido de carbono y acido carbdénico que no son facilmente
removidos por la disminucién de los vasos sanguineos, los cuales se
encargan de transportar nutrientes y oxigeno a los diferentes tejidos del
organismo [24].



Antecedentes
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Figura 2. Medio ambiente dentro de un tumor cancerigeno [25].

El tratamiento para los diferentes tipos de cancer no es sencillo debido a las
particularidades de cada uno de ellos, por lo que podriamos dividirlos en tres
grandes areas:

> Las cirugias. El tumor sélido es fisicamente removido, usualmente se
combinan las cirugias con la radioterapia y la quimioterapia.

> La radioterapia. Se usa entre el 45 y 60% de las terapias. Esta terapia
utiliza energia como rayos X o rayos gama para reducir el tumor
cancerigeno al dafiar el ADN y producir la muerte celular.

> La quimioterapia. El uso de cualquier sustancia quimica con un efecto
farmacoldégico puede ser considerada como quimioterapia. Sin
embargo, usualmente se refiere sélo a las terapias en tratamientos
cancerigenos. La quimioterapia se utiliza en un 22% de los pacientes.

Mientras que las cirugias y las radioterapias son tratamientos considerados
como locales, debido a que se enfocan en una sola regién, la quimioterapia
es considerada un tratamiento sistémico, ya que las sustancias viajan a
través del sistema sanguineo hasta donde se localiza el tumor.

Existen diversos compuestos que han sido utilizados para combatir el cancer
y alrededor de 400 actualmente han sido aprobados para utilizarlos en
quimioterapia, terapias hormonales, terapias bioldgicas [21].
Desafortunadamente, presentan efectos adversos, tales como resistencia y
altas toxicidades. Es por ello que es deseable tener compuestos que tengan
menos efectos secundarios, pero sobre todo que sean menos toxicos y que
no presenten resistencia, es decir que no se necesite incrementar la dosis
una vez que se empieza la terapia.
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2.2 COMPUESTOS DE LOS METALES DE TRANSICION
COMO AGENTES ANTICANCEROSOS

En la busqueda de farmacos que puedan ser utilizados como agentes
anticancerosos, las investigaciones han mostrado que no existe una cura
Unica para los distintos tipos de cancer debido a la diversidad de funciones
de las células. Las terapias y medicamentos se adecuan al tipo de cancer
pues el desarrollo de células cancerigenas es diferente en cada tejido. Por
ejemplo, en el caso de las leucemias se utilizan compuestos de arsénico para
combatir la enfermedad [6]. Complejos de oro(I) y oro(III) con ligantes
nitrogenados aromaticos, mostraron efectos citotoxicos importantes vy
actualmente son investigados ampliamente [26]. Compuestos de iridio con
geometria medio sandwich mostraron actividad anticancerosos en células
resistentes al cis-platino [27].

Au/ oF As\o/ As§O IL
N/ \CI ( /7
/ O\ HN ]
1 2 3 4

Ha
IllII|III|IIIN////I \\\\\\O (@]
Pt
‘N/ \O
Ha
5 6

Figura 3. Compuestos de diferentes metales que muestran propiedades citotoxicas.

Precisamente el compuesto cis-diaminodicloroplatino(II) fue el que
revoluciond la perspectiva de los compuestos de los metales de transicién en
la medicina. Desde que fue aprobado en 1978 por la Administracion de

9
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Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos, el cis-platino es uno de los
compuestos mas utilizados en quimioterapias, casi el 70% de los pacientes
que reciben esta terapia utilizan este compuesto de platino [28]. A pesar de
gue el cis-platino es ampliamente utilizado en diversos tipos de cancer, tiene
algunos efectos secundarios que pueden provocar la suspension del
tratamiento o en casos mas severos puede llevar a la muerte al paciente. De
los efectos adversos destacaremos tres que son particularmente nocivos. El
primero es consecuencia del mecanismo de accién del cis-platino el cual se
hidroliza en los enlaces Pt-Cl. Posteriormente sobre el platino puede formar
enlaces covalentes con el ADN (en donde inicialmente estaban los enlaces
con cloro), principalmente con la guanina, aunque también puede formar
enlaces con proteinas [29].

Estas interacciones impiden la replicacion del ADN, desencadenando
seflalamientos para su reparacién, provocando la muerte celular por
apoptosis cuando es imposible la reparacién. El principal mecanismo se
produce por la interaccion intramolecular guanina-guanina o guanina-
adenina dentro de una misma hebra de ADN, con cerca del 85-90% del total
de dafos causados por este compuesto [30]. Este mecanismo es adecuado
en el caso de células cancerigenas, pero el cis-platino no diferencia células
cancerigenas de células sanas, por lo que también lleva a la apoptosis células
sanas.

Interacciones moleculares

Aprox. 65% Aprox25% Resto de interacciones intramoleculares

Otro tipo de aductos

Monoaducto Aducto intermolecular < 1% Aducto intermolecular

. .
\\Protema

Figura 4. Interaccion del cis-platino con el ADN [31].
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El segundo efecto adverso es la resistencia que produce la terapia con cis-
platino, la cual lleva a la disminucion de la apoptosis de las células
cancerigenas, por lo que se requiere de una mayor dosis para lograr el efecto
deseado. La resistencia puede ser a causa de una exposicion prolongada al
platino o en algunos casos la resistencia es un fendmeno inherente al tipo de
cancer. De cualquier forma el aumento en la concentracién del cis-platino
dirige a la tercera adversidad, la bioacumulacidon del compuesto metalico, ya
gue no puede ser removido facilmente del organismo, por lo que se acumula
principalmente en el rindn, causando severos casos de nefrotoxicidad,
aungue en este érgano también es la principal ruta para la excrecidon de este
compuesto [32].

Tratando de mejorar las caracteristicas del cis-platino se sintetizaron en todo
el mundo una gran cantidad de compuestos de platino, probando su
actividad bioldgica, particularmente como anticancerosos. Siendo asi que en
1989 se aprobd el carboplatino por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos, el cual es utilizado en canceres de
cabeza, cuello, testicular, cervical y de ovario. En 2002 se aprobd el
oxaliplatino por la misma agencia en los Estados Unidos, el cual es utilizado
en el cancer de colon. Aunado a estos compuestos, de forma local se utiliza
en Japon el nedaplatino, en China el lobaplatino y en Corea del Sur el
heptaplatino [23]. De cualquier forma de todos los compuestos de platino
probados in vitro, sélo 30 compuestos de platino entraron a pruebas clinicas,
de los cuales se utilizan de forma comercial 3 compuestos a nivel mundial y
3 mas a nivel local.

La mayoria de los compuestos de platino no han superado las fases clinicas
debido a los problemas de alta toxicidad. Incluso los compuestos que han
sido aprobados tienen problemas de toxicidad. Este es un grave
inconveniente para los compuestos de platino, ya que limita su uso como
medicamento debido a que no son aprobados por instancias internacionales.
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Figura 5. Compuestos de platino utilizados en terapias anticancerigenas.

Para tener alternativas a los compuestos ya existentes hay dos opciones, una
seguir sintetizando y probando la actividad bioldgica de nuevos compuestos
de platino, o cambiar de metal y utilizar nuevos compuestos para tener
nuevas alternativas y evitar la alta toxicidad de los compuestos de platino.

De los compuestos de metales de transicion que se han estudiado por sus
propiedades citotéxicas estan el oro, iridio, rodio, hierro, paladio [23], sin
embargo hasta el momento la mejor opcidén para sustituir a los compuestos
de platino en las terapias anticancerosas son los compuestos de rutenio y
osmio, ya que tienen una actividad anticancerosa similar al cis-platino, o
incluso en algunos casos mejor, pero con menores efectos adversos.
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2.3 ACTIVIDAD ANTICANCEROSA DE COMPUESTOS DE
RUTENIO Y OSMIO

Los compuestos de los metales de transicion tienen una gran diversidad de
reactividad dependiendo principalmente del metal, pero que puede
modularse por los ligantes unidos al centro metalico, también puede influir
en la reactividad el estado de oxidacién del metal, su potencial de éxido
reduccion, incluso si el compuesto es idnico o neutro. Siendo asi que los
compuestos de platino son muy diferentes a los de rutenio y osmio en cuanto
a las estructuras que pueden formar. Por ejemplo, los compuestos de
platino(II) tienen una geometria cuadrada con cuatro ligantes, mientras que
los compuestos de rutenio(II), rutenio(II), osmio(II) y osmio (III)
usualmente tienen seis sitios de coordinacidn con geometrias octaédrica y
tipo medio sandwich, por lo que incrementa el niumero de ligantes con
respecto a los de platino, que podrian modular la reactividad del complejo,
asi como una mayor diversidad en las geometrias, ya que también puede
encontrarse el rutenio y osmio con cinco sitios de coordinacién con
geometrias bipiramide trigonal o piramide base cuadrada. Tratando de
aprovechar las diferencias entre estos metales se han sintetizado
compuestos de rutenio y osmio con un promisorio futuro para ser aprobados
como medicamentos en terapias anticancerosas.

Existen diferentes grupos alrededor del mundo que han probado la actividad
bioldgica de compuestos de rutenio. Por ejemplo, el grupo de Paul Dyson ha
estudiado una serie de complejos de rutenio(II), con un arreglo tipo medio
sandwich, [Ru(n®-areno)(PTA)CI] (PTA = 1,3,5-triaza-7-
fosfatriciclo[3.3.1.1]decano), los cuales han mostrado efectos
antimetastasicos importantes frente a lineas celulares resistentes al cis-
platino de cancer humano de ovario A2780 [33]. Otra serie de complejos de
rutenio con una estructura de tipo “piano-stool”, [Ru(n®-areno)(azpy)I]+
(azpy = N,N-dimetilfenil azopiridina), estudiada por Peter Sadler, ha tenido
una muy alta citotoxicidad contra células de céncer humano de ovarios
A2780 y de pulmones A549 [34]. Actualmente existen dos complejos de
rutenio estudiados por los grupos de (Gianni Sava y Enzo Alessio) y Bernhard
K. Keppler, llamados NAMI-A y KP1019 respectivamente, que han superado
la primera fase de pruebas clinicas [35].
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Figura 6. Compuestos de rutenio con propiedades citotdxicas.

Nuestro grupo en el Instituto de Quimica de la UNAM en México y de Michel
Pfeffer y Christian Gaiddon de la Universidad de Estrasburgo en Francia han
estudiado complejos ciclometalados de rutenio y osmio, teniendo efectos
citotdxicos similares al cis-platino, con una menor toxicidad hacia los tejidos
sanos, probablemente debido a que los complejos de rutenio y osmio pueden
utilizar los mecanismos de transporte del hierro como la albumina y la
ferritina [36][20]. También se demostré que estos compuestos pudieron
eliminar lineas de células resistentes al cis-platino [19].
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Figura 7. Complejos ciclometalados de rutenio probados con la linea celular HCT116 (cancer
de colon) [37].
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Figura 8. Complejos ciclometalados de osmio probados con la linea celular A172
(gliobastoma humano), con efectos antitumorales similares a los de rutenio [20].

Los compuestos de rutenio y osmio probados con lineas celulares
cancerigenas son muy diversos. El éxito obtenido es parcial, ya que, varios
de estos compuestos tienen actividad anticancerosa en lineas celulares que
son resistentes a los compuestos de platino, la actividad antitumoral supera
la de algunos compuestos utilizados en la actualidad y los efectos
indeseables son menores comparados con los compuestos de platino. Sin
embargo, no se ha logrado avanzar en las pruebas clinicas, en parte, debido
a que no se sabe con exactitud el mecanismo de accion de estos
compuestos.

Evidentemente no todos reaccionan de la misma forma, pero se piensa que
los compuestos tipo medio sandwich pueden tener reacciones de hidrolisis
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intercambiando ligantes cloro por ligantes acuo, ya que el areno es
generalmente estable frente a reacciones de hidrdlisis. La hidrdlisis se
presenta principalmente de forma intracelular ya que la concentracién de
iones cloruro es relativamente baja [CI'] = 4-25 mM, mientras que la
concentracion extracelular es [CI'] = 100 mM. El pK, juega un papel
importante, ya que los compuestos [Ru(n®areno)(en)(H.0)]** (en =
etilendiamina) tienen un pK, entre 7 y 8, por lo que a pH fisiolégico el
compuesto se encuentra preferentemente desprotonado, como lo muestra la
figura 9 [23].

+ 2+ +
" o
- —
/RU _ /RU
NHz /~ NH3 ?U\OHZ NHz / OH
NH, </NH2 </NH2
1 2 3

Figura 9. Mecanismo de hidrélisis de los compuestos de rutenio [23].

En el caso de los compuestos estudiados por Sadler se cree que el principal
blanco es el ADN formando aductos con el N7 de la guanina, los compuestos
de rutenio son estabilizados por ligantes bidentados nitrogenados como la
etilendiamina [34].

Por otro lado los compuestos medio sandwich con el ligante RAPTA también
sufren reacciones de hidrodlisis. En algunos casos se ha visto la pérdida del
areno y se observa un enlace fuerte entre Ru-PTA (PTA = 1,3,5-triaza-7-
fosfatriciclo[3.3.1.1]decano). Estos compuestos tienen una baja actividad
citotdxica. Sin embargo, presentaron actividad antimetastasica frente a
cancer de mama, inhibiendo la metastasis en pulmén, aunque también tiene
efecto antimetastasico sobre las lineas celulares MDA-MB-231, MCF-7 y HBL-
100. El mecanismo de accién de estos compuestos no es del todo claro, una
hipétesis es que sufran hidrodlisis en los enlaces cloro y este sea el detonante
de su mecanismo de accién. Para confirmar esto se sustituyd los ligantes
cloro por ligantes dicarboxilato para formar compuestos menos propensos a
tener reacciones de hidrolisis, sin embargo la actividad fue similar en los
compuestos con cloro y con dicarboxilatos [23].
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El compuesto KP1019 estudiado por Keppler tiene actividad citotoxica con
alrededor de 50 lineas celulares diferentes [23]. Desafortunadamente, su
mecanismo de accién aun no es del todo claro. Se sabe que puede tener
reacciones de hidrodlisis, y que dentro de la célula tiene una activacidon por
reduccidon, ya que sufre una reaccion de oxidorreduccién con agentes
reductores como el acido ascorbico o el glutatiéon, para pasar de Ru(III) a
Ru(II). Uno de los blancos moleculares mas importantes para estos tipos de
compuestos son las proteinas, otro es el ADN, aunque este ultimo no es el
blanco molecular principal. Por ejemplo, en las lineas celulares de cancer de
colon SW480 y HT29 la principal via de la apoptosis es por procesos
mitocondriales en la generacién de especies reactivas de oxigeno. Aunado a
esto la formacion de especies reactivas de oxigeno pueden dafiar el ADN y
llevar a la muerte celular programada. La baja toxicidad de este compuesto
comparado con el cis-platino puede deberse a la alta afinidad hacia proteinas
como la albumina o la transferrina, las cuales pueden transportar a este
compuesto hasta el tumor sélido. Debido a la gran variedad de blancos
moleculares y la diversidad de reacciones que puede sufrir este tipo de
compuestos es dificil establecer el mecanismo de reaccion. Un caso muy
parecido es el compuesto NAMI-A, el cual es estructuralmente similar al
KP1019, sin embargo mientras que este ultimo tiene efecto sobre el tumor
sOlido, el NAMI-A actua principalmente en la metastasis. Aun hoy en dia el
mecanismo de accion del NAMI-A es desconocido y aunque interactua con el
ADN no es la principal via de accién, y al igual que el KP1019 se une a
proteinas como la albumina y la transferrina. Los estudios sobre este
compuesto han mostrado que puede tener multiples mecanismos al tener
efecto sobre la membrana celular y de forma intercelular [23][33][34][35].

Los compuestos estudiados por Gaiddon y Pfeffer son muy diferentes, al
menos tienen un fragmento ciclometalado, ademas de ligantes nitrogenados
como la bipiridina y la fenantrolina unidos fuertemente con enlaces rutenio-
nitrogeno. Este tipo de compuestos llamados RDC (Ruthenium Derived
Compounds) u ODC (Osmium Derived Compounds) tienen reactividad
diferente a los casos anteriores, ya que se piensa no sufren reacciones de
sustitucién. En el caso de los compuestos ciclometalados la hidrélisis no es
viable ya que los ligantes bidentados asi como el fragmento ciclometalado
son menos sensibles a este tipo de reacciones. Se ha visto que hay
interaccién con el ADN pero no es la principal via para explicar la actividad
citotdxica de estos compuestos [37][38].
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Tratando de desvelar la incégnita que se cierne sobre el mecanismo de
acciéon de los compuestos de rutenio, trabajamos de manera conjunta desde
hace varios afos con los grupos de trabajo del Dr. Christian Gaiddon y del
Dr. Michel Pfeffer. Esto se debe a que nuestro grupo de investigacion ha
estudiado diversos complejos ciclometalados de rutenio y osmio
particularmente en reacciones de oxidorreduccién como en bioelectrocatalisis
y polimerizacion viviente. Hemos puesto en evidencia que complejos de
rutenio(II), rutenio(III), osmio(II) y osmio(III) son particularmente activos
para intercambiar electrones con enzimas oxidorreductasas. Es decir, los
complejos organometalicos actian como acarreadores de electrones entre el
sitio activo de una enzima y un electrodo [39][17][40]. Asi, complejos de
rutenio y osmio en estado de oxidacion 2+ pueden reducir las formas
oxidadas de la peroxidasa de rabano (HRP). Los mismos complejos en estado
de oxidacidon 3+ pueden a su vez oxidar los sitios activos de otras enzimas.
Algunas enzimas oxidadas estudiadas fueron la glucosa oxidasa de
aspergillus niger (GO), la glucosa deshidrogenasa pirroloquinolina quinona
(GDH-PQQ) vy la alcohol deshidrogenasa (ADH) [39][40]. Se puso en
evidencia que el fragmento ortometalado con un enlace o metal-carbono es
un elemento crucial para brindar rigidez al complejo y asi favorecer el
proceso reversible de regeneracion del mediador. Ademas, el enlace o metal-
carbono reduce de manera importante los potenciales de oxidorreduccion de
los complejos organometalicos [40].
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Figura 10. Disminucion del potencial redox de los complejos de rutenio, en funcion del
numero de atomos de C y N enlazados a Ru [41].

18



Antecedentes

Analizando en la literatura las investigaciones realizadas a los complejos
ciclometalados de rutenio por un lado como mediadores en biosensores
amperomeétricos y por otro su actividad anticancerigena, aparentaban ser dos
temas completamente distintos. Sin embargo, pensamos que podria existir
un puente entre ambas, debido a que en el organismo existen varias
enzimas oxidorreductasas que pudieran reaccionar con los compuestos de
rutenio y osmio y probablemente activar mecanismos que fueran los
responsables de la citotoxicidad de los compuestos.

Dado este panorama tratamos de resolver dos cuestiones fundamentales
¢Qué compuestos podriamos utilizar para entender el papel que juega la
estructura de los compuestos ciclometalados en su actividad citotéxica? vy
¢équé enzimas podriamos utilizar que nos brindaran informacién para saber la
influencia de los compuestos sobre la actividad catalitica de algunas enzimas
oxidorreductasas relacionadas con procesos cancerigenos?

Para responder la primera pregunta elegimos una serie de compuestos con
practicamente la misma estructura, donde lo Unico que cambiara fuera
sustituir un enlace M-N por un enlace sigma M-C, como se muestran en los
compuestos 1-4 de la figura 11. Estos compuestos se utilizaron pensando en
tratar de relacionar cdmo influyen algunas caracteristicas de los complejos
como el estado de oxidacion, el potencial de 6xido reduccidén con su actividad
anticancerosa, basandonos en el estudio de la interaccion con enzimas
oxidorreductasas.
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M:a=Ru; b=0s

Figura 11. Compuestos de rutenio y osmio con similar estructura, cambiando el numero de
atomos de nitrégeno y carbono que se enlazan al metal, utilizados con diversas enzimas
oxidorreductasas.

Los complejos 1 y 2, 5 y 6 tienen un estado de oxidacién 2+, mientras que
los complejos 3 y 4 tienen un estado de oxidacién 3+. El potencial redox
M3*/M2* de los complejos varia desde 1.46 V en el complejo 1a, hasta 0.220
V en el complejo 3a y de 0.888 V en el complejo 1b hasta -0.958 V en el
complejo 4 utilizando acetonitrilo como disolvente, referidos al electrodo de
Ag/AgCl, como se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Potencial de oxidorreduccién de los complejos de rutenio y osmio que contienen
la estructura basica [M(C~N),(N~N)3,]™" (M = Ru, Os; C~N = 2-fenilpiridinato; N~N =
2,2’-bipiridina; x = 0 - 3). Se midieron los potenciales redox utilizando 1x103M de
compuesto, 0.1M de N(Bu)4PFs, a una velocidad de barrido de 100 mV/s en acetonitrilo
como disolvente. Electrodo de referencia Ag/AgCl [40][41].

La segunda pregunta nos llevd a elegir enzimas que estan directamente
relacionadas con el cancer. La glucosa oxidasa fue la primera enzima que
elegimos porque es facil de utilizar, no contiene cofactor y su estructura esta
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bien definida. En otros ensayos esta oxidorreductasa nos ha servido como
modelo para estudiar nuestros sistemas de intercambio de electrones, por lo
gue pensamos que pudiera servir como guia, para comprender la relacion
entre las enzimas oxidorreductasas y los complejos organometalicos.
También utilizamos la enzima lactato deshidrogenasa enzima que cataliza la
conversion de piruvato a L-lactato con la conversion de NADH a NADY, y que
se le relaciona con el efecto Warburg, donde las células cancerosas obtienen
energia de la conversidon de piruvato a L-lactato en vez de que el piruvato
entre al ciclo del &cido citrico y obtener energia de la fosforilacién oxidativa.

Se decidid utilizar la enzima PHD2 por controlar una gran cantidad de
procesos, algunos fundamentales y a su vez contradictorios como Ila
proliferacion celular y la apoptosis. Ademas de que el sustrato natural de la
enzima PHD2 es el Factor de Hipoxia Inducido (HIF-1a), una proteina que
regula la expresidn de una gran variedad de genes, cuyos productos
participan en procesos como la angiogénesis, el metabolismo energético, la
eritropoyesis y la proliferacion celular. Dada la gran cantidad de procesos
gue se pueden controlar por la enzima PHD2 y la proteina HIF-1a pudieran
ser la clave para entender el mecanismo de accién de los complejos
organometalicos. Por ultimo estudiamos la familia de las enzimas Proteina
Disulfuro Isomerasas (PDI) encargadas de formar o romper enlaces disulfuro
en la conformacién tridimensional de las proteinas, proceso vital para casi
todos los procesos celulares. En los recientes anos con el descubrimiento de
mas enzimas PDI se ha demostrado la relacidn entre las enzimas PDI y
diferentes tipos de cancer.

A pesar de lo anteriormente descrito no hay suficiente informacién de la
influencia de los complejos organometalicos con enzimas redox. Es por ello
que se pretende estudiar por diferentes métodos las reacciones
correspondientes con las enzimas lactato deshidrogenasa, prolil hidroxilasa y
la familia de las proteinas disulfuro isomerasas. Este grupo de enzimas ha
sido relacionado con diferentes procesos cancerigenos y la intencion es
observar el efecto de nuestros compuestos sobre la actividad catalitica de las
enzimas.
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2.4 CINETICA ENZIMATICA

Todos los compuestos que aceleran la velocidad de una reaccidn son
llamados catalizadores. En particular los catalizadores en medios bioldgicos
son llamados enzimas (proteinas que llevan a cabo reacciones especificas
dentro de las células). La catalisis tiene lugar en una parte definida de la
enzima y es lo que les permite tener una gran especificidad hacia sus
sustratos, ya que solo permite el paso de moléculas de tamafio adecuado en
el sitio donde se lleva a cabo la reaccién. A esta regidon se le conoce como
sitio activo. En algunos casos para que la enzima lleve a cabo la catalisis es
necesario de un compuesto adicional llamado cofactor, que puede ser un
metal o pequenas moléculas organicas llamadas coenzimas [42][43].

Para explicar la catalisis por enzimas generalmente se recurre al modelo de
llave-cerradura, donde el centro activo de la enzima es complementario al
sustrato sobre el que se llevara a cabo la reaccion.

S La enzima cambia su forma Productos
S““'am cuando se une el sustrato E+P
Smo activo r
El sustrato accede Complejo Complejo Los productos salen
alsitio activo del enzima  enzima/sustrato enzima/productos del sitio activo

Figura 13. El modelo de llave-cerradura explica la formaciéon del intermediario enzima-
sustrato y la formacién de productos.

En el modelo de llave-cerradura la enzima (E) se une al sustrato (S) con una
constante de velocidad k;, formando el complejo ES. El complejo ES tiene
dos opciones, regresar a los reactivos E y S con una constante de velocidad
k.; o llevar a la formacion del producto (P) y la regeneracion de la enzima
libre [44].
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k; k>
E+S‘—k—‘ ES —» E + P
-1

Ecuacion 1. Equilibrio para la reaccién enzimatica. E = enzima, S = sustrato y P =
producto, k, = constantes de velocidad.

Podemos monitorear la formacién de producto o la desaparicion de sustrato
en tiempos cercanos a cero, es decir la velocidad inicial (Vo). En este caso la
reaccion no es reversible y el equilibrio esta desplazado hacia la formacién de
producto. Durante este intervalo se considera que la concentracion de
sustrato no varia con el tiempo, por lo que podemos medir la dependencia de
la Vo con respecto a la concentracion de sustrato. En estas condiciones la
concentracion de la enzima es mucho menor que la del sustrato y por lo
tanto podemos escribir la ecuacién de velocidad [45]:

v, = P fEs (i T i fents) -k Es) ks =0 i
Si nombramos: K., = k—lk+ ke V.. =K, [El,
[E], = [E]+[ES] (i

Reacomodando (ii) y haciendo el balance de masas para [E] en términos de
[ES] de acuerdo a (iii):

fes) - (ELIEDISL gy

m

Reordenando en términos de [ES]:

_ [EL[S]
[ES] = K_+[9] (v)

Sustituyendo (v) en (i) obtenemos la ecuacién de Michaelis-Menten:

_d[P]_ Vi [S]

A Ecuacion de Michaelis-Menten
dt K, +[S]
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Donde Vmax representa el numero de sitios activos de la enzima y se define
como la velocidad cuando toda la enzima se encuentra unida al sustrato. Por
otra parte K, es una medida de la afinidad de la enzima por el sustrato, su
valor representa la concentracion a la cual se alcanza la mitad del valor de la
velocidad maxima [45].

Existen dos casos importantes en esta ecuacion, cuando [S]»K, la velocidad
se transforma en V = k;[E]o de manera que la cinética es de orden cero
respecto al sustrato. Por otra parte cuando Ky»[S] la velocidad se
transforma a V =(Vmax[S])/Km, Y la cinética es de primer orden respecto al
sustrato [44].
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Figura 14. Representacion grafica de la ecuacidon de Michaelis-Menten.

La curva de la ecuacién de Michaelis-Menten es asintética y el valor de Vmax
nunca se alcanza, solo se aproxima. Por ello se transforma esta ecuacién
para obtener una funcion linear, si se expresa en su forma reciproca

obtenemos:
1 K., 1
= +
V Vmax [S] Vmax

Ecuacion de dobles reciprocos.

Una representacién grafica de la ecuacion de los dobles inversos o también
conocida como grafica de Lineweaver-Burk 1/V vs 1/[S] generara una linea
recta cuya interseccion con el eje y tendra el valor de 1/Vmax Y la interseccion
en el eje x sera -1/Kn,. En la pendiente tendremos el valor de Km/Vmax-
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Figura 15. Representacion grafica de la ecuacion de dobles inversos.

Existen moléculas que son capaces de modificar la velocidad de las
reacciones catalizadas enzimaticamente, sin sufrir un cambio en su
estructura. Si la actividad de la enzima se incrementa entonces estamos
frente a un activador. Sin embargo, si la actividad de la enzima disminuye
haciendo menos efectiva la catalisis se considera un inhibidor. Existen dos
tipos de inhibidores: irreversibles y reversibles.

En la inhibicidon irreversible los compuestos se unen a la enzima o al
complejo enzima-sustrato, modificando la estructura de la enzima vy
provocando la pérdida de la actividad enzimatica. La disociacidon del complejo
enzima-inhibidor o enzima-sustrato-inhibidor es muy lenta. Este tipo de
inhibicion es dependiente del tiempo y para su estudio se utiliza el parametro
Kobs/[I] que se obtiene a través de graficos de actividad en funcidon del
tiempo a diferentes valores de la concentracion del inhibidor [I] [46].

ki k>
E + S =——— ES — E + P
k-1
TL kl ‘L ki’
EI ESI
kinact
Einact

Ecuacion 2. Reaccién enzimatica con un inhibidor irreversible. E = enzima, S = sustrato y P
= producto, I = inhibidor, k, = constantes de velocidad.
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En la inhibicidn reversible, el inhibidor se une a través de interacciones
débiles a la enzima o al complejo enzima-sustrato, permitiendo una
disociacion del complejo enzima-inhibidor o enzima-sustrato-inhibidor.

Principalmente existen tres tipos de inhibidores reversibles.

1) Inhibidor Competitivo: Interactua en el centro activo de la enzima y
compite con el sustrato por unirse a este sitio. De este modo reduce la
proporciéon de moléculas de enzima unidas al sustrato. El efecto de un
inhibidor competitivo consiste en aumentar el valor aparente de K. Es decir,
para obtener el mismo valor de K, se necesita una mayor cantidad de
sustrato. De aqui que K = Kn(1+([I]/K;)). Mientras menor sea el valor de
la constante de inhibicidn K;, mayor sera el efecto de inhibicidn competitiva.
Ki = [E][1]/[EI] [46].

kl kZ
E + S =~—= ES —» E + P
k.
“ ki G- [E] K= Kn(LH(T/K))
[EI]

EI

Ecuacion 3. Equilibrio para la reaccidon enzimatica con un inhibidor competitivo. E = enzima,
S = sustrato y P = producto, I = inhibidor, k, = constante de velocidad. K, = constante de
equilibrio.

En presencia de un inhibidor competitivo la pendiente de la recta en una
grafica de Linewaver-Burk aumenta en un factor de (1+[I]/Ki). Si
aumentaramos la concentracién del inhibidor veriamos que Vmax permanece
constante y el valor de K., varia a las diferentes concentraciones del
inhibidor.
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Figura 16. Grafica de dobles inversos para diferentes concentraciones de un inhibidor
competitivo.

2) Inhibidor mixto. La union de un inhibidor mixto puede ser con la enzima
libre o con el complejo enzima-sustrato. En este caso la unién con la enzima
puede ser tanto en el sitio activo como en un sitio distante, por lo que
modifica los parametros de Kmy Vmax [46].

K1 K>
E + S =—— ES — E + P
K-1
K;'

K, i !
“ | ks Ki = K
EI - ESI

k-3

Ecuacion 4. Equilibrio para la reaccion enzimatica con un inhibidor mixto. E = enzima, S =
sustrato y P = producto, I = inhibidor, k, = constante de velocidad. K, = constante de
equilibrio.

Si aumentaramos la concentracion del inhibidor e hiciéramos el grafico de los
dobles inversos, veriamos que Vmax disminuye y el valor de K., aumenta a las
diferentes concentraciones del inhibidor. Las pendientes en este caso
intersectan sobre el cuadrante, es decir, fuera de los ejes.
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Figura 17. Grafica de dobles inversos para diferentes concentraciones de un inhibidor
mixto.

En este caso el calculo de K; podria ser confuso, por lo que se recurre a
graficar la concentracion inhibitoria 50 (ig.5), que se obtiene de graficar la
concentracion del inhibidor contra la velocidad maxima. El valor de iy 5 seria
la concentracién del inhibidor a la cual Vimaxy = V2 Vmax por lo tanto ips =
Vmax®/2a. Dado que Vimax = Vmax® — a[I]. Donde a es un valor adimensional y
Vimax® €s el valor de Vmax"" obtenido por la grafica de Michaelis-Menten.

3) Inhibidor no competitivo. La union con la enzima libre o con el complejo
enzima-sustrato es en un sitio diferente al catalitico. En este caso el valor de
Km permanece sin cambio. Mientras que, el valor de Vmax disminuye debido a
que la enzima se encuentra menos disponible, dando la impresién de una
dilucion de la enzima [46].

E + S =——— ES — E + P
K-1
K;'

K. i .
u | ks Ki = K
EI - ESI

K-3

Ecuacion 5. Equilibrio para la reaccién enzimatica con un inhibidor no competitivo. E =
enzima, S = sustrato y P = producto, I = inhibidor, k, = constante de velocidad. K,
constante de equilibrio.

Si aumentaramos la concentraciéon del inhibidor e hiciéramos el grafico de los
dobles inversos, veriamos que Vmax disminuye mientras que el valor de K,
permanece constante a las diferentes concentraciones del inhibidor. Las
pendientes en este caso intersectan sobre el eje de las x.
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Figura 18. Grafica de dobles inversos para diferentes concentraciones de un inhibidor no
competitivo.

Para estudiar la interaccién de los complejos organometalicos de rutenio y
osmio con las diferentes enzimas redox utilizaremos los graficos de
Michaelis-Menten, por el método de la velocidad inicial.
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2.5 ENZIMAS OXIDORREDUCTASAS

El organismo estd conectado por diversas rutas metabdlicas, donde una
pequena alteracion en un lado puede generar cambios notables en otro.
Siendo que las enzimas encargadas de promover numerosas reacciones del
organismo, pueden ser activadas o desactivadas por diversos factores, como
las concentraciones de los metabolitos o el pH. La alteracién de los procesos
normales dentro de la célula puede llevar a diferentes escenarios. Uno de
ellos es el cancer, enfermedad de la cual se desconoce aun varios procesos,
y es que la complejidad del organismo sélo permite el estudio de esta
enfermedad paso a paso.

Una de las principales rutas que se ve alterada por las células cancerigenas
es la obtencién de energia, la cual involucra diversas enzimas como la lactato
deshidrogenasa cuando se obtiene L-lactato y 2 moléculas de ATP. Asimismo
se piensa que la enzima PHD2 tiene un papel fundamental dentro de los
procesos cancerigenos, es por ello que en este capitulo se describiran
algunas caracteristicas importantes de estas enzimas, detallando la razén de
su eleccion para estudiarlas junto con los complejos organometalicos.

2.5.1 GLUCOSA OXIDASA

La glucosa oxidasa de Aspergillus Niger es una enzima con un peso molecular
de 160 KDa, cuenta con dos subunidades idénticas, y cada subunidad tiene
en su sitio activo un grupo prostético flavin adenin dinucledtido (FAD), cada
uno de estos grupos se encuentra a 40 A de distancia, en el sitio activo hay
una cavidad con un didmetro de 10 A.

Esta enzima cataliza la oxidacidn de glucosa (B-D-glucopiranosa) en 08-D-
gluconolactona, utilizando oxigeno molecular (O,) como oxidante, el cual se
reduce a perdxido de hidrogeno, de acuerdo a la ecuacion 6.
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GO
B—D-glucosa+ O, ——m  3-D-gluconolactona + H,O,

Ecuacion 6. Reaccion de oxidaciéon de la B-D-glucopiranosa a d-D-gluconolactona en
presencia de glucosa oxidasa y oxigeno molecular.

Diversas reacciones de o6xido reduccion en presencia de enzimas
oxidorreductasas, como la oxidacidon de glucosa a gluconolactona, han sido
estudiadas por nuestro grupo de trabajo. En presencia de un electrodo puede
servir como biosensor para cuantificar la concentracion de glucosa en sangre.
Usualmente se utiliza un compuesto llamado mediador para transportar
electrones entre la enzima y el electrodo. Los complejos ciclometalados de
rutenio y osmio que aqui se presentan son un ejemplo de mediadores, estos
se encargan de trasladar los electrones provenientes de la oxidacion de la
glucosa, es decir los complejos interactian con la enzima y llevan los
electrones al electrodo.

OH

on ©

OH

MEDred

OH
OH OH

Figura 19. Esquema de un biosensor. Se oxida la glucosa por medio de la enzima GO,
donde el mediador (MED) puede ser un complejo ciclometalado, el cual transporta electrones
entre la enzima y el mediador.

El interés de esta reaccidon en procesos cancerigenos es debido a que varias
de las alteraciones genéticas que causan el desarrollo de tumores afectan la
via metabdlica de la glucdlisis. Al menos en 24 diferentes tipos de cancer se
ha observado que hay una sobreexpresion de los genes de esta via
metabdlica [47].
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La alteracion de la glucolisis modifica diversos factores, como algunos
transportadores de glucosa como GLUT-1 y GLUT-4, o la hexoquinasa-2 vy la
6-fosfofructocinasa-1. Sin embargo, uno de los mayores efectos es la
disminucion de la concentracién de oxigeno, ya que para el crecimiento del
tumor en condiciones de hipoxia se requiere un alto flujo glucolitico (el cual
se observa en una gran cantidad de tumores). Esto a su vez provoca la
alteracion del factor de hipoxia inducido HIF-1a, esta proteina controla una
gran cantidad de enzimas glucoliticas, como la fructuosa bifosfato, enolasa-
1, piruvato cinasa [47].

En el afio 2013 nuestro grupo publicd un articulo en donde se estudiaba por
primera vez la interaccion de los complejos organometalicos de rutenio con
la enzima glucosa oxidasa, monitoreando la velocidad de reaccién en
ausencia y presencia de los complejos ciclometalados [48]. Si bien el efecto
sobre la velocidad de reaccién no es muy grande, si es un punto de partida
para estudiar enzimas oxidorreductasas en presencia de los complejos
organometalicos. Ademas se observan diferentes modos de interaccion entre
los complejos y la enzima. Por ejemplo, el complejo 1a (ver figura 11) se
comporta como un inhibidor competitivo, es decir, inhibe la velocidad de la
reaccion al interactuar en el sitio activo de la enzima. Por otro lado, el
complejo 2a se comporta como un inhibidor no competitivo, la interaccion
con la enzima es en un lado distinto al sitio activo. Esto se demostrd
utilizando la velocidad inicial de la reaccion, en la que se realizan las graficas
de Michaelis-Menten y posteriormente la grafica de los dobles inversos.

El complejo 3a interactia con la enzima de forma diferente a los dos casos
anteriores, ya que primero activa la reaccién y posteriormente la inhibe. En
este caso el complejo esta en un estado de oxidacién +3, por lo que puede
reducirse a +2 y regenerar la forma inactiva de la enzima (forma reducida),
que se forma cuando la glucosa oxidasa reacciona con la glucosa.

Este proceso de oxidacidon de glucosa normalmente lo hace el oxigeno, pero
la constante de velocidad de regeneracién de la enzima es mayor con el
complejo organometdlico. Por ello primero se observa la activacién de la
reaccién, hasta que el complejo organometalico se reduce totalmente,
posteriormente como en los casos de los complejos 1a y 2a se observa la
inhibicion de la reaccién [48].
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Figura 20. Graficas de Lineweaver-Burk de la oxidaciéon de la glucosa. a) Inhibicidn
enzimatica competitiva de GO del complejo 1a; b) Inhibicidn no competitiva de GO por 2a;
c) activacion de la GO por 3a [48].

De manera complementaria se deseaba obtener los datos de la influencia
que pudieran tener los complejos de osmio sobre la glucosa oxidasa y si era
posible medirlos de la misma forma que los complejos de rutenio. Es por ello
que en este trabajo se muestra el estudio de la interaccion de los complejos
de osmio con la glucosa oxidasa.

2.5.2 LACTATO DESHIDROGENASA

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) se expresa en una gran cantidad de
mamiferos, en humanos tiene un peso aproximado de 140 KDa, con cinco
diferentes isoformas, debido a que es un tetrdmero compuesto de dos
diferentes subunidades, LDH-A y LDH-B también conocidos como LDH-M y
LDH-H respectivamente. Las isoformas que podemos encontrar son LDH(A,),
LDH(AsB), LDH(A2B>), LDH(ABs3), LDH(B4). Todas las isoformas tienen un rol
diferente, por ejemplo LDH(A4) se encuentra principalmente en el musculo
esquelético y tiene una alta afinidad por reducir piruvato en L-lactato,
mientras que LDH(B4) se encuentra principalmente en el corazén vy
preferentemente oxida L-lactato en piruvato, las otras isoformas tienen
caracteristicas de ambas LDH(A4) y LDH(B4) [49].
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Figura 21. Imagen de la Lactato deshidrogenasa, donde se muestran los diferentes
dominios de la enzima. Obtenida del Protein Data Bank.

La LDH cataliza de forma simultdnea y estereoespecifica la reaccion de
reduccion de piruvato a L-lactato, utilizando como cofactor NADH
(nicotinamida adenina dinucledtido, en su forma reducida) que se oxida a
NAD™ (nicotinamida adenina dinucledtido, en su forma oxidada). También
puede catalizar la reaccion inversa, es decir, la oxidacidn de L-lactato a
piruvato, pasando de NAD" a NADH. Esta reaccion puede ser monitoreada
por espectroscopia UV-Vis de forma continua a 340 nm, debido a que el
NADH tiene una banda de absorcion a esta longitud de onda. Esto permite
monitorear la cinética de reaccion en ausencia y presencia de los complejos
organometalicos, y determinar la interaccién de estos con la enzima.

COoO” COO”
LDH
o + NADH + HY —/—~ "”'lI///H + NAD*
HsC HsC OH
Piruvato L-lactato

Ecuacién 7. Reaccion estereoespecifica de conversion de piruvato a L-lactato, oxidando
NADH a NAD* como cofactor. La reaccion puede llevarse a cabo en el sentido inverso.

Esta oxidorreductasa ha sido relacionada con enfermedades como la malaria
[50] y algunos tipos de cancer [51]. Sin embargo, su relacion con procesos
cancerigenos es mas estrecha de lo que se habia pensado. En el afio de 1956
se descubrié el efecto Warburg, el cual consiste en obtener energia por la
rapida conversion de glucosa a L-lactato en condiciones aerdbicas [52]. En
condiciones aerdbicas en una célula sana se obtienen 38 ATP de energia por
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cada molécula de glucosa, siguiendo la via de la fosforilacidon oxidativa,
mientras que, en condiciones anaerodbicas solo se obtienen 2 ATP de energia.
Es decir las células cancerigenas prefieren obtener energia de la conversion
de glucosa en L-lactato por la via de la glucdlisis, que obtener energia de la
fosforilacidon oxidativa.

Se ha visto que la sobre expresién de LDH puede favorecer el desarrollo de
ciertos tumores [53]. Por otro lado, la disminucidon de la expresion de LDH
estimula la respiracién mitocondrial y de esta forma la capacidad de
reproduccion de las células cancerigenas disminuye [54].

La conversion de glucosa en L-lactato tiene varias aristas, como la alteracion
de los niveles normales de LDH, que dirige a la formacion de especies
reactivas de oxigeno. El medio extracelular se acidifica porque la célula
expulsa acido lactico del interior de las células, esto promueve factores de
respuesta a la inflamacion, que atraen macrofagos (células que degradan
material celular), los cuales secretan sustancias que promueven el desarrollo
celular y la metastasis.

Algunos grupos de investigacion han abordado el tema, tratando de
encontrar inhibidores de Ila LDH para utilizarlos como agentes
anticancerosos. Por ejemplo, el gossypol, un producto natural hallado en la
semilla del algoddn es un inhibidor que bloquea la unién de NADH al sitio
activo, con una constante de inhibicion de 1.9x10° M y de 1.4x10°® M para
LDH-A y LDH-B respectivamente. Un derivado de gossypol, el FX-11, se
sintetizd para actuar como agente anticanceroso teniendo actividad
antitumoral con una constante de inhibicién para LDH de 0.05x10°® M vy
20x10® M para LDH-A y LDH-B respectivamente, siendo mucho mayor la
actividad antitumoral para LDH-A. Otros ejemplos como el galloflavin, el cual
presenta actividad citotdxica induciendo la apoptosis en carcinoma
hepatocelular, el N-hidroxiindol presenta actividad anticancerigena en
diferentes tipos de cancer como el de ovario, colorrectal, pancreatico y
ambos inhiben de manera considerable la LDH, como se muestra en la tabla
2 [55].
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Tabla 2. Inhibidores de la LDH [55].

Compuesto Enzima Constante de inhibicién (uM)
Gossypol LDH-A 1.9
LDH-B 1.4
FX-11 LDH-A 0.05

LDH-B 20

Galloflavin LDH-A 5.4
LDH-B 15.6
N-hidroxiindol LDH-A 5-10

La obtencion de parametros cinéticos, como la constante de inhibicién,
podrian sugerirnos si la actividad anticancerigena estd directamente
relacionada con la LDH y asi poder entender el papel de los complejos
ciclometalados dentro de las células cancerigenas.

2.5.3 PROLIL HIDROXILASA 2 (PHD2)

La enzima prolil hidroxilasa 2 es una enzima de un peso de 40 KDa, con 426
aminoacidos. El sitio activo se localiza entre dos hojas B, y consta de un
atomo de Fe(II), coordinado de forma octaédrica por His-313, His-374, Asp-
315, 2-oxoglutarato (2-0OG) y una molécula de agua [56].

O
O
O
/ w0
O////,l Fle“\\\\\o
His374% | YAsps;s
HiS313
Figura 22. Sitio activo de la PHD2. Figura 23. Estructura cristalina de PHD2

humana, obtenida del Protein Data Bank.

En humanos son conocidas tres enzimas prolil hidroxilasas (PHD's),
PHD1/EGLN2/HPH3, PHD2/EGLN1/HPH2 y PHD3/EGLN3/HPH1. Estas enzimas
regulan los niveles de la subunidad o del factor de hipoxia inducido (HIF-1a),
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ya que catalizan la reaccién de hidroxilacion de los residuos de prolina de
HIF-1a. Para llevar a cabo esta reaccion se necesita O, y 2-oxoglutarato
como cosustratos [56].

OH

0
N + 0, + HO OH PHD2 N +C02 + /“\/\n/
A - “%
o SSSJ © °

Ecuacion 8. Reaccion de hidroxilacion de la proteina HIF-1a por la enzima PHD2, utilizando
oxigeno molecular y 2-oxoglutarato [56].

En la hidroxilacidon de los residuos de prolina del HIF-1a se tienen diferentes
estados de oxidacion del hierro. En la primera parte del mecanismo se
propone la coordinacién del oxigeno al hierro, pasando de Fe(II) a Fe(III),
posteriormente pasa a un estado de oxidacidon Fe(IV) formando un enlace C-
O. En un siguiente paso, se pierde CO; y se rompe el enlace O-O y se reduce
el Fe(I1V) a Fe(III). En un ultimo paso la prolina es hidroxilada, reduciendo el
Fe(III) a Fe(Il), regenerandose asi el sitio activo de la enzima, como se
muestra en la figura 24 [57].

OH, R = (CH,)-(CH)-CO,”
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Figura 24. Mecanismo de reaccion propuesto para la hidrdlisis de residuos de prolina por la
enzima PHD2 [57].
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El HIF-1 es una heteroproteina compuesta de dos subunidades, la subunidad
B (HIF-1B) y la subunidad o (HIF-1a, HIF-2a e HIF-3a). El factor de hipoxia
inducido tiene diferentes dominios cada uno encargado de llevar a cabo
diferentes funciones. Por ejemplo, un dominio encargado de dimerizar las
subunidades a y B, para facilitar la union hacia ADN cuando el HIF-1a no es
degradado y entra al nucleo. Tiene un dominio que sirve como sensor de
sefal, en este caso hacia el oxigeno. Ademas HIF-1a e HIF-2a contienen el
dominio ODD que es donde se hidroxila la prolina para regular la
concentracion de oxigeno en las células. Tiene dominios encargados de la
regulacién de diversos genes [58]. Asi como un dominio encargado de unirse
a la maquinaria celular que lleva a cabo la degradacion de proteinas.

En normoxia (condiciones normales de O;) el HIF-1a tiene una vida media de
aproximadamente 5 minutos [59] debido a que rapidamente es hidroxilado
en las prolinas 402 y 564 en el dominio dependiente de oxigeno por la PHD2.
Posteriormente el HIF-1a hidroxilado es reconocido por el sistema de
degradacion de proteinas, el cual degrada el HIF-1a hidroxilado para evitar
su acumulacion dentro de la célula.

Sin embargo, en condiciones de hipoxia (baja concentracion de 0)) se
retarda la degradacion de HIF-1 o, acumulandose para formar wun
heterodimero en el nucleo con HIF-1B, uniéndose a los elementos de
respuesta de la hipoxia, afectando la transcripcion de una gran cantidad de
genes (figura 25) [60].
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Figura 25. Esquema de las posibles vias metabdlicas del factor de hipoxia inducido, HRE
(elementos de respuesta de la hipoxia), VHL (proteina von Hippel-Lindau) [60].

El factor de hipoxia inducido tiene un papel fundamental en la respuesta a la
baja concentracion de O,, ya que regula la expresion de una gran variedad
de genes, cuyos productos participan en procesos como la angiogénesis, el
metabolismo energético, la eritropoyesis y la proliferacién celular [61].
Diversos estudios indican que existe una relacidén estrecha entre el cancer y
el HIF-1a, debido a que los mecanismos que regulan su expresién se
encuentran alterados en las células tumorales [60][61][62].

La baja concentracion de O, altera la homeostasis de la célula, lo que
conduce a la activacion HIF-1a. En la mayoria de los tumores primarios de
cerebro, pancreas, mama, colon, ovario, pulmén y préstata, y sus
metdastasis, se detectan altos niveles de HIF-1o. comparados con los tejidos
normales o tumores benignos [62].

Hay diversos genes que pueden ser activados por el factor de hipoxia
inducido, y que participan en diversos procesos, siendo mas de 150 genes
que pueden ser activados por HIF-1a.

La proteina HIF-1a controla el metabolismo de la glucolisis, también de la
enzima LDH, por lo que el estudio de la enzima PHD2 y la proteina HIF-1a,
podria ser la clave para entender y complementar el estudio de estas
enzimas oxidorreductasas en la busqueda del mecanismo de accién de los
complejos ciclometalados. Ademas por la gran cantidad de genes que pueden
ser modificados por PHD2 e HIF-la se especula que los complejos
organometalicos pudieran afectar de forma directa en la actividad de la
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enzima y asi de forma indirecta modificar una gran cantidad de procesos,
algunos de los cuales estan relacionados con el cancer y que son de vital
importancia en la célula como la apoptosis, la proliferacion celular,
supervivencia celular.

Las vias metabdlicas estan relacionadas en una compleja red de enzimas y
metabolitos, por lo que un pequefo cambio en una ruta metabdlica podria
significar un gran efecto en otra ruta distante. Por ello se desea obtener los
parametros cinéticos Vmax Y Ku, para poder relacionar de qué forma pueden
afectar los complejos organometalicos de rutenio y osmio a las reacciones de
oxidorreduccién que llevan a cabo las enzimas oxidorreductasas dentro de la
célula.

2.5.4 PROTEINAS DISULFURO ISOMERASAS (PDI)

La familia de enzimas conocidas como proteinas disulfuro isomerasas (PDI)
comprende alrededor de 21 enzimas, que varian en expresion, localizacion y
funcion. Estas 21 enzimas pertenecen a una superfamilia llamada
tiorredoxinas la cual incluye a las enzimas glutarredoxinas, TRXs,
ferrorredoxinas y peroxirredoxinas. La caracteristica que une a la familia de
las enzimas PDI es la presencia del dominio tiorredoxina [63]. Estas enzimas
tienen un dominio catalitico a y un dominio inactivo b [64][65].
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Figura 26. La estructura tridimensional de la enzima P4HB (PDI). En rojo se muestran las o
helices, en amarillo las hebras B y en verde los bucles. Los sitios activos de los dominios a y
a’ se muestran como esferas en color azul [65].

Tabla 3. Listado de enzimas PDI.

Enzima Otros nombres Sitio activo AA
AGR2 XAG-2, HAG-2, AG2, PDIA17 CPHS 175
AGR3 HAG3, hAG-3, BCMP11, PDIA18 CQYs 166
CASQ1 PDIB1 na 396
CASQ2 PDIB2 na 399
ERdj5 MTHr, DNAJC10 CSHC, CPPC, CHPC, CGPC 793
ERP27 FLJ32115, ERp27, PDIA8 na 273
ERP29 ERp28, ERp31, ERp29, PDI-DB, PDIA9 na 261
ERP44 KIAA0573, PDIA10 CRFS 406
PDI P4HB, DIA1, PROHB, DSI, GIT, PO4HB, P4Hb CGHC, CGHC 508
PDIA2 PDA2, PDIp CGHC, CTHC 525
PDIA3 P58, ERp61, ERp57, ERp60, GRP57, PI-PLC, CGHC, CGHC 505
HsT17083
PDIA4 ERP70, ERP72 CGHC, CGHC, CGHC, 645
PDIAS PDIR, FLJ30401 CSCM, CGHC, CPHC 519
PDIAG6 P5, ERp5 CGHC, CGHC 440
PDILT PDIA7, ERp65 SKQS, SKKC 584
TMX1 TMX, PDIA11 CPAC 280
TMX2 PDIA12 SNDC 296
TMX3 FLJ20793, KIAA1830, PDIA13 CGHC 454
TMX4 DJ971N18.2, KIAA1162, PDIA14 CPSC 349
TXNDC5 MGC3178, FLJ21353, FL1J90810, EndoPDI, Hcc- CGHC, CGHC, CGHC 432
2, ERp46, PDIA15
TXNDC12 TLP19, ERP18, ERP19, hAG-1, AGR1, PDIA16 CGHC 172

AA = aminoacidos; n.a. = no aplica [63][65].

Las PDI son una familia de enzimas oxidorreductasas con multiples funciones
en el cuerpo humano, entre las que se encuentran la formacion y ruptura de
enlaces disulfuro, la isomerizacién de enlaces disulfuro y tienen la capacidad
de plegar proteinas como una chaperona. Es una familia de enzimas muy
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versatil que se encuentran en el reticulo endopldasmico [64]. Una de las
funciones primordiales de las enzimas PDI es la formacién de enlaces
disulfuro (S-S), estos enlaces se forman entre dos grupos tiol (-SH) de dos
residuos de cisteina en las proteinas recién formadas [64]. Este proceso es
vital para el adecuado plegamiento de las proteinas.

SH SH S——S

Ecuacion 9. Reaccion de la formacion de un enlace disulfuro entre los grupos tiolato de dos
cisteinas [65].

Para la correccion de enlaces S-S, puede darse de dos formas. Una es como
isomerasa, donde existe un reacomodo en los enlaces S-S por medio de un
ataque nucleofilico de un tiol a un enlace disulfuro. La segunda opcién es por
medio de un proceso redox utilizando un donador de electrones. Cabe
mencionar que la familia de las PDI tiene una gran semejanza con la enzima
tiorredoxina tanto en la secuencia como en la estructura, ambos grupos de
enzimas tienen dominios tiorredoxina involucrados en reacciones de
intercambio de enlaces disulfuro.

A

S—5§ SH S—S S—S
J_y_‘_'i J_’_‘% é'_'_‘_ — ’ | | + R-SH

—S

R-SH

g S—S SH SH

| | Thioredoxin reductase
R
NADPH NADP*

Ecuacion 10. A) Isomerizacion del enlace S-S. B) Reduccion del enlace azufre utilizando un
donador de electrones [66].
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Una de las causas de varias enfermedades es el incorrecto plegamiento de
proteinas, lo cual dirige a enfermedades como la diabetes, el sindrome de
Alzheimer, el mal de Parkinson y enfermedades en el higado [63]. De forma
mas reciente se ha relacionado a esta familia de enzimas con el cancer
[67][68][69][70]. Por ejemplo se sabe que PDIA6 promueve la separacion
de tumores asociados a proteinas por la reduccidon de enlaces disulfuro en la
superficie del tumor [70]. Kullman y colaboradores estudiaron el efecto de
PDIA1 y PDIA3 sobre la resistencia del cis-platino en cancer de ovario,
aunque es un estudio preliminar, PDIA1 surge como un nuevo blanco
molecular en quimioterapia [68]. Se estudid la expresion genética de PDI en
diferentes tipos de cancer, comparando con los tejidos sanos. Se observéd
gue hay una sobreexpresién en cancer de cerebro, linfoma, rifidn, ovario,
prostata, pulmodn. La relacion de la enzima en el cancer fue confirmada por
expresion proteica, encontrando la sobreexpresién de proteina en
adenocarcinoma de prostata, carcinoma de pecho en mujer y hombre, en
metastasis de cancer gastrico y de pecho [69].

Es por ello que surge el interés de estudiar el efecto de esta familia de
enzimas con algunos complejos organometalicos dentro del reticulo
endoplasmico que es el organulo alberga la familia de enzimas PDI [71]. En
este caso es de particular interés relacionar el potencial de 6xido reduccién
de las enzimas PDI con el potencial redox de los complejos organometalicos.
Por ejemplo el potencial de oxidorreduccion de la enzima PDI es de -180 mV
[72], mucho mas alto que los péptidos o proteinas sin plegar sobre los cuales
lleva a cabo las reacciones de éxido reduccion.
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Figura 27. Tabla de potenciales de 6xido reduccién de diferentes enzimas y cofactores.

Una de las principales funciones del reticulo endoplasmico, organulo donde
se encuentran las enzimas PDI, es la sintesis de proteinas. Sin embargo, en
ocasiones surgen algunos problemas con este proceso y se activan
mecanismos de degradacion de proteinas. Se ha descrito que cuando la
capacidad de los mecanismos de degradacion de proteinas se ve superada
existe la posibilidad de formar cuerpos de inclusibn en agregados de
proteinas llamados agresomas [73]. Estos pueden generarse por diferentes
situaciones. Una de ellas es el estrés celular, asociado a la formacién de
especies reactivas de oxigeno. La formacién y acumulacion de agresomas
puede dirigir a la muerte celular, lo cual podria ser una de las vias de accion
de los complejos organometalicos al ser generadores de especies reactivas
de oxigeno. Los agresomas pueden moverse a través de microtlubulos para
formar conglomerados mas grandes, es decir, agregados de agregados de
proteinas.
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Figura 28. Se muestra la formacion de un agregado de proteina en el reticulo
endoplasmico, causado por fallas en la formacidon de proteinas y como éste puede formar un
agregado de agregados de proteina.

Debido a que por diversas investigaciones se ha demostrado el impacto que
tienen las enzimas dentro de los procesos cancerigenos, es deseable estudiar
el efecto de los complejos organometadlicos frente a enzimas redox. El
anadlisis cinético de las diversas enzimas permitiria conocer el grado de
interaccion que hay entre los complejos y las oxidorreductasas, para asi
determinar la importancia que tiene determinada enzima en la actividad
anticancerosa de los complejos ciclometalados polipiridinicos de rutenio y
osmio.
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3.0 HIPOTESIS

Dada la alta capacidad de los complejos ciclometalados de rutenio y osmio
en intercambiar electrones con varias enzimas redox, se puede esperar que
estos compuestos interactuen con oxidorreductasas involucradas en procesos
cancerigenos. El estudio de estas interacciones permitira obtener datos
importantes sobre la actividad de los complejos de rutenio y osmio en
sistemas bioldgicos.
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4.0 OBJETIVOS

El objetivo general del presente proyecto es evaluar de qué manera los
derivados de rutenio y osmio pueden interactuar y regular la actividad de
enzimas asi como, determinar cuales son los factores fisicoquimicos que
controlan la actividad bioldgica de los complejos ciclometalados.

Los objetivos particulares son:

- Estudiar por diferentes métodos (espectroscdpicos, electroquimicos) la
interaccion de complejos ciclometalados de rutenio y osmio con enzimas
redox.

- Evaluar una relacion estructura/reactividad entre las propiedades
fisicoquimicas de los complejos (por ejemplo el potencial redox) y su
actividad bioldgica.
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccidon se analizaran los resultados obtenidos al estudiar el impacto
de los complejos organometalicos de rutenio y osmio sobre las enzimas
oxidorreductasas GO, LDH, PHD2 y la familia de las enzimas PDI. Para ello
primero se analizd la estabilidad de los complejos organometalicos en
diferentes disolventes, utilizando un espectrofotémetro de UV-Vis. También
se realizaron ensayos sobre la linea celular HCT116 utilizando diferentes
compuestos organometalicos de rutenio y osmio.

Se decidio analizar el estudio de cada enzima por separado, empezando por
la glucosa oxidasa, posteriormente la lactato deshidrogenasa, la prolil
hidroxilasa y al ultimo el analisis de las enzimas proteinas disulfuro
isomerasas. Cabe mencionar que los ensayos en células cancerigenas se
realizaron como parte de una estancia de investigacion en la Universidad de
Estrasburgo en Francia, bajo la tutela del Dr. Christian Gaiddon y su grupo
de trabajo dedicado a estudiar mecanismos de respuesta molecular hacia el
estrés celular.
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5.1 ESTABILIDAD COMPLEJOS ORGANOMETALICOS

En la figura 29 se muestran los compuestos de rutenio y osmio con los que
se trabajo en este proyecto. Los compuestos 1a, 2a y 3a se prepararon con
rutenio y los compuestos 1b, 2b y 3b, se prepararon con osmio, los
compuestos 4, 5 y 6 solo se prepararon con osmio y los compuestos Ru-29,
Ru-34 y Ru-43 sélo se prepararon con rutenio.

Ru-29 Ru-34 Ru-43

Figura 29. Estructuras de rutenio y osmio utilizadas en este proyecto.
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Se estudié la estabilidad de los complejos organometalicos de rutenio y
osmio 1a, 2a, 3a, 1b, 2b, 3b, 4, 5 y 6 en H,O y DMSO durante 48 horas
utilizando 1x10™* M de los compuestos.

Los complejos presentan estabilidad al menos hasta las 48 horas como se
muestra en la figura 30, debido a que los espectros de UV-Vis son
practicamente los mismo, indicativo de que el compuesto no reacciona.
Excepto el complejo 3a, el cual presenta descomposicidn en ambos
disolventes antes de las 48 horas, debido a que los espectros de UV-Vis
cambian con el tiempo, como se muestra en la figura 31. Debido a esto se
monitored hasta las 72 horas para obtener el orden de reacciéon de la
descomposicidn, asi como el tiempo de vida media del compuesto. Para ello
se utilizd el método de la integral, obteniéndose que para ambos disolventes
la ecuacién de segundo orden ([A]'-[Ao]'=kt) [45] es la que mds se ajusta
a la descomposicion del compuesto. Cuando se utiliza H>O el tiempo de vida
media es 6.6x10°> s y cuando se utiliza DMSO el tiempo de vida media es
5.3x10° s.

0.6

0.4 4

0.2 4

0.0

T T T
300 400 500 600 700

L (nm)

Figura 30. Espectro de UV-Vis donde se muestra la estabilidad del complejo [Os(bpy)s]Cl,
1b en DMSO durante 48 horas.
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Figura 31. Espectro de UV-Vis donde se muestra la estabilidad del complejo
[Ru(phpy).(bpy)]Cl 3a en a) agua; b) DMSO.
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Figura 32. Grafica para obtener el tiempo de vida media del complejo 3a para una cinética
de segundo orden por el método de la integral, utilizando los disolventes H,0 y en DMSO.

En la tabla 4 se resume el estudio de la estabilidad de los compuestos en
H,O y en DMSO, asi como la longitud de onda para cada maximo de
absorciéon (€) para los diferentes compuestos. En el caso del compuesto 3a
se obtuvo la constante de velocidad de descomposicién para H,O kK = 0.016
M1sly DMSO k = 0.019 M'1s™!, para una cinética de segundo orden.

Debido a la baja solubilidad de los compuestos de rutenio y osmio en agua,
se disuelven primero en 10% de metanol, para posteriormente agregar agua
para completar el volumen deseado. Para el compuesto 4 se agregé DMSO
(10%) para solubilizar el complejo. Sin embargo, no se pudo medir la

55



Resultados y Discusion

estabilidad en H,O debido a la poca solubilidad del compuesto en este
disolvente, disminuyendo la absorbancia del compuesto por la precipitacidon
en la celda de trabajo. A pesar de esto, en DMSO es soluble y es estable a
las 48 horas.

El Unico compuesto que presenta descomposicién en disolucion es el 3a,
aungue en solido es estable al aire. Debido a que la estructura del complejo
es con ligantes bidentados no es muy factible una reaccion de sustitucién de
ligante. Este es un compuesto de rutenio(III) a 17 electrones, por lo que
pudiera reaccionar consigo mismo en una reaccion de o6xido reduccion de
forma 2Ru - P, acorde con lo obtenido para una reaccion de segundo orden.

Tabla 4. Estabilidad de los complejos de rutenio y osmio en agua y DMSO.

Estabilidad
Complejo H,O DMSO
1a <48 h <48 h
2a <48 h <48 h
3a® k =0.016 Ms? k = 0.019 M1s?
1b <48 h <48 h
2b <48 h <48 h
3b <48 h <48 h
4 * <48 h
5 <48 h <48 h
6 <48 h <48 h

& = Constante de velocidad de descomposicion de segundo orden.
*Problemas de solubilidad (precipita).
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5.2 ACTIVIDAD CITOTOXICA

Se midié la actividad citotéxica de los compuestos de rutenio y osmio en
diferentes lineas de células cancerigenas, HCT116 cancer de colon vy
adenocarcinoma humano AGS, obteniendo la concentraciéon a la cual un
compuesto puede inhibir la proliferacion celular en un 50%, usualmente
[lamada ICsp.

En la figura 33 se muestra una imagen tomada en el microscopio de las
células HCT116 a diferentes grados de confluencia (espacio entre células).
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Ru-34 Ru-43 Ru-29

Figura 34. Complejos ciclometalados de rutenio utilizados con la linea celular HCT116
cancer de colon y adenocarcinoma humano AGS [74].

Se utilizaron de forma adicional los compuestos Ru-34, Ru-43 y Ru-29
debido a que contienen un enlace ciclometalado pero con una modificaciéon
en su estructura comparado con los anteriormente mencionados.
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Podemos observar las similitudes y diferencias en su actividad citotoxica,
mientras que los compuestos que tienen ligantes polipiridinicos Ru-34 y Ru-
43 tienen una actividad anticancerosa similar a los compuestos 1-6, el
compuesto tipo piano stool Ru-29 con ligantes labiles tiene una actividad
citotéxica mucho menor a los demas.

Los compuestos Ru-34 y Ru-43 son estables hasta las 48 horas, el
compuesto Ru-29 descompone antes de las 12 horas en DMSO y H)0,
probablemente por los ligantes labiles, en donde puede sufrir reacciones de
sustitucidon de ligante. En el caso de los complejos Ru-29 y Ru-34 podemos
observar tienen coordinado el ligante 2,6-difenilpiridinato, la reactividad es
muy diferente a pesar de tener coordinado el mismo ligante. Esto nos
demuestra la importancia de toda la esfera de coordinacién, la cual le
proporciona diferente mecanismo de accién de citotoxicidad al compuesto, lo
cual se pone en evidencia ya que Ru-34 es casi 30 veces mas citotoxico que
Ru-29.

Los potenciales redox cambian significativamente, mientras que para Ru-29
es 830 mV vs Ag/AgCl, para Ru-34 es 520 mv vs Ag/AgCl [74], utilizando
acetonitrilo como disolvente. Entre los complejos Ru-34 y Ru-43 también
hay modificaciones estructurales, pero a pesar de esto no tienen un gran
impacto sobre la citotoxicidad ya que sus valores son muy cercanos. Ambos
son estables en H,O y DMSO, y sus valores del potencial redox son
relativamente cercanos Ru-34 520 mV y Ru-43 570 mV vs Ag/AgCl
respectivamente, utilizando acetonitrilo como disolvente. En este caso la
modificacién de los ligantes no es tan significativa, ambos con ligantes
bidentados polipiridinicos y en el caso de Ru-43 con un ligante nitrogenado
monodentado. El fragmento ciclometalado también cambia pero no afecta a
la citotoxicidad.

Por otro lado, los compuestos tipo piano stool, han sido estudiados por
Dyson y Sadler en diferentes lineas celulares, algunos de estos compuestos
tienen un ICso cercano a los valores para cis-platino [75]. Recientemente
Gaiddon y colaboradores han trabajado en este tipo de compuestos de
rutenio llamados RAS [76][77]. El compuesto RAS 1 (figura 35) un andlogo
estructural de Ru-29, con ligantes nitrogenados bidentados, ademas de
cloro y un areno coordinado n° donde el centro metdlico se encuentra en un
estado de oxidacion 2-. En el caso de Ru-29 es un complejo neutro a 18
electrones mientras que RAS 1 es catidnico. Una de las diferencias es que el
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ciclo que se forma con el ligante bidentado no es ciclometalado. Cuando
comparamos su actividad anticancerosa observamos que Ru-29 tiene un
ICsp de 108 uM mientras que para RAS 1 es de 288 uM, el compuesto Ru-29
es 3 veces mas citotoxico que RAS 1. Cuando a este Ultimo compuesto se le
modifica el areno, introduciendo grupos alquilo como el p-cimeno,
hexametilbenceno etc, mejora sensiblemente la citotoxicidad. Cuando hay
modificaciones sobre el ligante bidentado también mejorar la actividad
anticancerosa, asi como estabilizar el compuesto frente a reacciones de
intercambio de ligante. Es asi que para el compuesto Ru-29 se puede variar
tanto el areno como el ligante bidentado, tratando de mejorar su
citotdxicidad.

RAS 1
Figura 35. Estructura del compuesto de rutenio RAS1 [77].

El ICso se obtuvo utilizando el ensayo de metil tiazol tetrazolio o MTT, el cual
es de color amarillo y se reduce por la accién de la enzima sucinato
deshidrogenasa en células vivas a formazan de color morado. La viabilidad
celular se mide por la absorbancia del formazan siendo este una medida de
las células vivas, usualmente cuantificado entre 500-600 nm. Para estos
ensayos se utilizaron cajas con 96 pozos y conteniendo 1x10° células/mL.

En la figura 36 se muestran la viabilidad celular obtenida utilizando las lineas
celulares HCT116 y AGS en tratamiento con el compuesto Ru-43, midiendo
la absorbancia de formazan a diferentes concentraciones del compuesto
organometalico.
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Figura 36. Viabilidad celular para el complejo Ru-43 utilizando HCT116 cancer de colon y

adenocarcinoma gastrico humano AGS.

En la tabla 5 se compara la actividad anticancerosa de los compuestos 1a,
2a, 2b, Ru-34, Ru-43 y Ru-29 utilizando las lineas celulares HCT116
cancer de colon, adenocarcinoma humano AGS, utilizadas en su forma
silvestre y adenocarcinoma gastrico KATOIII y cancer de colon SW480,
utilizadas con una modificacién en la proteina p53 para inhibir su expresion.

De esta tabla se pueden observar que los compuestos que tienen ligantes
polipiridinicos con un fragmento ciclometalado tienen una concentracién de
ICsp cercano a 1 uM, contrario al compuesto 1a, el cual no tiene un enlace
ciclometalado a pesar de tener enlaces polipiridinicos. Por otro lado, la
geometria también juega un papel importante. En el caso del compuesto Ru-
29 donde tiene una geometria diferente a los demas, con sélo tres ligantes,
dos de ellos labiles, tiene un ICsg con la linea celular de HCT116 cancer de
colon muy diferente y casi 100 veces mas grande que los ya mencionados.
Comparando el complejo Ru-29 con el complejo 1a, observamos que el
fragmento ciclometalado mejora la actividad citotéxica del compuesto.
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Tabla 5. ICsy para diferentes lineas celulares utilizando complejos ciclometalados de rutenio y

osmio.
ICso [HM]
Compuesto AGS KATOIII HCT116 Sw480

1a > 200 > 200 > 200 > 200
2a 1.4 £ 0.06 0.7 £ 0.04 0.3 £ 0.61 1.3 £ 0.42
2b 0.5 + 0.03

Ru-34 0.2 £ 0.03 3.2+0.1

Ru-43 0.8 = 0.04 1.8 £ 0.1

Ru-29 108.2 £ 0.6

Los valores de citotoxicidad fueron similares en las lineas celulares silvestres
HCT116 y AGS, que en las lineas celulares mutadas KATOIII y SW480. La
supresiéon de la expresion de p53, una proteina capaz de causar la
interrupcién de la proliferacion celular cuando hay un dano en el ADN.
Promoviendo la muerte celular por apoptosis y que en diferentes tipos de
cancer se encuentra con mutaciones, siendo una de las principales causas de
resistencia a la quimioterapia.

Este resultado de forma preliminar podria indicarnos que los compuestos
probados con estas lineas cancerigenas pudieran tener otra via alternativa a
la expresion de p53, es decir, detener la proliferacion celular por otro tipo de
muerte celular. Sin embargo, para confirmar esta hipdtesis se necesitan
realizar experimentos adicionales que puedan confirmarlo, uno de ellos seria,
mediante un inmunoensayo observar la relacién que hay en la expresion de
la proteina p53 en las lineas celulares HCT116 y AGS. Algunos compuestos
de rutenio tienen mecanismos de muerte celular independiente de la proteina
p53 [77][71], lo cual en parte podria explicar la disminucidon del fendmeno
de resistencia en compuestos de rutenio, comparandolo con el cis-platino.
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5.3 GLUCOSA OXIDASA

Se midid la variacidén en la concentracién de oxigeno utilizando un sensor de
oxigeno DO166MT pO, probe Shelfscientific, para monitorear la reaccién de
glucosa con la GO, agregando a la celda de reaccién diferentes
concentraciones de los compuestos de osmio 1b, 2b, 3b, 4, 5y 6.

La reaccion se mide de 0 a 480 segundos, tomando la parte lineal de la
grafica, de acuerdo al método de las velocidades iniciales. En la ecuacién 11
podemos ver que la disminucion en la concentracion de oxigeno nos indica
gue la reaccién se esta llevando a cabo.

—D-glucosa + O, L d-D-gluconolactona + H,O,

Ecuacion 11. Reaccién de oxidacion de la glucosa.

Se puede observar un efecto inhibitorio de la reaccién por parte de los
compuestos ciclometalados de osmio. Conforme la concentracion de osmio
aumenta dentro de la celda, la velocidad decrece de forma monotodnica. Los
graficos de Michaelis-Menten y de Lineweaver-Burk nos indican el tipo de
inhibicidn que existe en la reaccidon por parte de los diferentes complejos de
osmio.

Podemos observar para el complejo 1b hay una inhibiciédn mixta, debido a
gue las pendientes del grafico de los dobles inversos se cruzan fuera de los
ejes, pero muy cercano al eje de las abscisas, indicativo de una inhibicidon no
competitiva. La dependencia de Vmax sobre la concentracién de 1b es
aproximadamente

Vimax = Vmax® - OL[:I-b]
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Figura 37. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk obtenidos por el método del
estado estacionario. La reaccion de oxidacién de la glucosa se realizd en presencia de
[1x10®] M de GO, (0.31 - 10)x102 M de glucosa, (0, 2.5, 5, 10)x10™> M, de 1b (a-d
respectivamente), utilizando un buffer de acetatos 0.1 Ma pH = 5 a 25°C.

La interaccidon del complejo 2b es diferente a la del complejo 1b, debido a
que se observa que la interseccién de las pendientes en la grafica de
Lineweaver-Burk es sobre el eje de las abscisas, indicativo de una inhibicidon
no competitiva, es decir, el complejo no interactia directamente en el sitio
activo de la enzima glucosa oxidasa.
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Figura 38. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk obtenidos por el método del
estado estacionario. La reaccion de oxidacion de la glucosa se realizd en presencia de
[1x10®] M de GO, (0.31 - 10)x102 M de glucosa, (0, 2.5, 5, 10)x103 M de 2b (a-d
respectivamente), utilizando un buffer de acetatos 0.1 M a pH = 5 a 25°C.

La inhibicion del complejo 3b sobre la reaccion de oxidacidon de la glucosa es
similar a la del complejo 2b, las pendientes del grafico de los dobles inversos
muestra que las pendientes se cruzan sobre el eje de las abscisas, indicativo
de la inhibicion no competitiva.
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Figura 39. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk obtenidos por el método del
estado estacionario. La reaccion de oxidacién de la glucosa se realizd en presencia de
[1x10®] M de GO, (0.31 - 10)x102% M de glucosa, (0, 2.5, 5, 10)x1023 M de 3b (a-d
respectivamente), utilizando un buffer de acetatos 0.1 Ma pH = 5 a 25°C.

La interaccion del complejo 5 con la enzima glucosa oxidasa, en la reaccion
de oxidacion de la glucosa es claramente una inhibicion mixta. La estructura
del complejo 5 tiene dos ligantes acetonitrilo, ligantes monodentados que no
hay en los demas complejos, por lo que la forma de interaccionar con la
enzima también es diferente, mientras que los complejos ciclometalados 2b
y 3b inhiben de forma no competitiva, el complejo ciclometalado 5 inhibe de
forma mixta, de forma similar al complejo de coordinaciéon 1b.
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Figura 40. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk obtenidos por el método del
estado estacionario. La reaccion de oxidacién de la glucosa se realizd en presencia de
[1x10®] M de GO, (0.31 - 10)x10? M de glucosa, (0, 2.5, 5, 10)x103 M de 5 (a-d
respectivamente), utilizando un buffer de acetatos 0.1 M a pH = 5 a 25°C.

La inhibicidon del complejo 6 es muy similar a la que presenta el complejo 5,
ambos coinciden en tener un fragmento ciclometalado con la fenilpiridina y
un ligante fenantrolina. En el caso del complejo 6 es muy similar al complejo
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2b, con un fragmento ciclometalado y dos ligantes polipiridinicos. Sin
embargo, la inhibicidon de los complejos con ligantes fenantrolina es mixta.
En este caso podemos observar la importancia de la estructura del complejo,
ya que ademas del fragmento ciclometalado, el tipo de ligante polipiridinico
influye en la interaccion con la enzima.
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Figura 41. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk obtenidos por el método del
estado estacionario. La reaccion de oxidacion de la glucosa se realizd en presencia de
[1x10®] M de GO, (0.31 - 10)x10 M de glucosa, (0, 2.5, 5, 10)x103 M de 6 (a-d
respectivamente) utilizando un buffer de acetatos 0.1 M a pH = 5 a 25°C.

En el analisis del estudio cinético con el complejo 4 se observa una inhibicion
mixta como en los casos anteriores, sin embargo después de un tiempo la
concentracion de oxigeno comienza a incrementarse, este fendmeno sdlo se
presenta con el complejo 4. Ninguno de los complejos anteriores presenta
este comportamiento, el cual se analiza en la pagina siguiente.
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Figura 42. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk obtenidos por el método del
estado estacionario. La reaccion de oxidacién de la glucosa se realizd en presencia de
[1x10®] M de GO, (0.31 - 10)x10 M de glucosa, (0, 2.5, 5, 10)x10> M de 4 (a-d
respectivamente) utilizando un buffer de acetatos 0.1 Ma pH =5 a 25°C.
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Las valores de Ky, Y Vmax obtenidos sin adicionar ninglin complejo de osmio
son acordes con lo reportado en la literatura en similares condiciones [48].
Cuando se tiene una inhibicion mixta los valores de Kn, Yy Vmax cambian para
las diferentes concentraciones de los compuestos de osmio. EI compuesto
1b, es decir [Os(bpy)3]Cl., genera una inhibiciédn mixta, pero los valores de
Km se mantienen casi constantes. Esto probablemente debido a que el cruce
de las pendientes de las diferentes concentraciones de osmio, es muy
cercano al eje de las abscisas, dando la impresién de una inhibicién no
competitiva, la Vmax para este compuesto disminuye de 5.6x107 hasta
3.4x107 (M s'). Para los compuestos 2b y 3b la Vmax disminuye
practicamente de la misma forma, es decir el efecto de inhibicién es muy
similar en ambos compuestos, mientras que la K, permanece constante,
debido a que es una inhibicién no competitiva.

Tabla 6. Velocidad méxima Vmay (M s'1)de la reaccion de oxidacidn de glucosa.

Compuesto 1b 2b 3b 4 5 6
[Os] 10" XVmay (M s71)
0 5.6+0.1 5.6+0.1 5.6+0.1 5.6+0.1 9.9+0.3 9.9+0.3
2.5 4.2+0.09 4,8+0.2 4,6+0.2 4.1+0.09 9.0+0.1 9.6+0.1
5 3.8+0.1 4,3+0.09 4,2+0.1 3.8+0.1 8.6+0.2 9.0+0.1
10 3.4+0.1 3.6+0.04 3.6+0.1 3.3+0.06 8.7+0.2 9.2+0.2

Tabla 7. Constante de Michaelis-Menten K., (M) de la reaccion de oxidacién de glucosa.

Compuesto ib 2b 3b 4 5 6
[Os] 10°xKy, (M)
0 2.0+0.2 2.0+0.2 2.0+0.2 2.0+£0.2 2.5+0.3 2.5+0.3
2.5 1.9+0.1 2.0+0.1 1.9+0.1 2.1+0.1 3.1+0.2 2.9+0.1
5 1.9+0.1 1.9+0.1 2.0+£0.2 2.3+0.2 3.1+0.2 3.1+0.2
10 2.0+0.2 1.9+0.08 1.9+0.1 2.3+0.2 3.4+0.2 3.5+0.2

En las cinéticas realizadas con el compuesto 4 se observo algo diferente, en
la figura 43a se muestra primero la disminuciéon de la concentracién de
oxigeno, siendo normal debido a que se necesita oxigeno molecular para
oxidar la glucosa en presencia de glucosa oxidasa. Sin embargo, después de
un tiempo de equilibrio en el que la concentracién de oxigeno no varia con
respecto al tiempo, la concentracién de oxigeno incrementa hasta llegar a su
punto inicial. Normalmente para medir la interaccion de los demas complejos
con la enzima se hacia en un intervalo de 0 a 480 segundos, en el estudio
con el complejo 4 se incrementd el tiempo de reaccidn hasta los 3600
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segundos. Lo que se puede observar en la figura 43b es que cuando no hay
complejo la concentracion de oxigeno disminuye conforme la glucosa se
oxida, y después de un tiempo de estabilizacion, aproximadamente 1500
segundos incrementa ligeramente la concentracion de oxigeno. Cuando se
afiade a la celda de reaccidon el complejo 4, la concentracion de oxigeno
disminuye, pero a un tiempo alrededor de los 200 segundos comienza a
incrementarse, hasta regresar casi a la concentracidon inicial de oxigeno,
manteniéndose en esta concentracion después de los 1500 segundos. La
diferencia cuando se afade el complejo y cuando estd ausente es
considerable. En un ensayo adicional se agregé mas enzima alrededor de los
200 segundos pero el efecto es el mismo, un incremento de la concentracion
de oxigeno hasta llegar a un punto de equilibrio cuando se alcanza la
concentracion inicial. Se pudieron obtener los valores de Vmax Y Km para este
compuesto debido a que se considera solo la parte lineal de la pendiente de
la grafica.
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Figura 43. Grafica de la concentracion de oxigeno con respecto al tiempo.
a) (0.31 - 10)x102 M de glucosa, [1x10®] M de GO, 5x10°> M de 4, pH = 5 a 25°C, durante
480 segundos. b) Se muestran tres diferentes ensayos, simbolo (A) 10x10? M de glucosa,
[1x10®] M de GO sin complejo de osmio. Linea continua en color negro 10x102 M de
glucosa, [1x10®] M de GO, 5x103 M de 4, pH = 5 a 25°C, durante 3600 segundos. Linea
punteada en color gris: mismas condiciones que linea continua, se agregé [1x10%] M de GO
a los 180 segundos.

En la oxidacién de la glucosa se reduce oxigeno molecular para generar
peréxido de hidrogeno, posteriormente esta especie puede reoxidarse y
generar de nuevo oxigeno y agua debido a que el H,0, es muy inestable
termodindmicamente, con un AG° = -119.2 kJmol!. No obstante, su
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descomposicién es muy lenta, por lo que se requiere de un catalizador para
que la reaccidén se lleve a cabo [78].

B-D-glucosa + O, ﬂ» 8-D-gluconolactona + H,0,

t
2 H202 L» 2 Hzo + 02

Ecuacion 12. Reaccién de oxidacion de glucosa para formar peréxido de hidrégeno y la
regeneracion de oxigeno al oxidar el perdxido de hidrégeno.

Es un poco desconcertante este fendmeno, porque con los analogos en
estado de oxidacion 3+ solo se observa la disminucion de la concentracion de
oxigeno. Si bien son inhibiciones diferentes debido a que en el caso del
compuesto de rutenio 3a [Ru(phpy).(bpy)]Cl, primero se observa una
activaciéon de la reaccidn y posteriormente se observa inhibicion de la misma
[48], no asi para sus analogos de osmio en estado de oxidacidon 3+. En el
caso del compuesto de osmio 3b sdélo se observa una inhibicién no
competitiva, en el caso del compuesto 4 se observa una inhibicién mixta y
con una segundo mecanismo al tener un incremento en la concentracion de
oxigeno.

Para el caso del compuesto 4, es el Unico compuesto sin contraién al ser
neutro. También es el Unico que se disuelve en 10% de DMSO, por lo que se
realizaron pruebas para ver el efecto del DMSO en la reaccién de oxidacién
de la glucosa. Se afiadido 10% de DMSO a una reaccion sin complejo, pero no
se observé el fendmeno antes descrito del incremento de la concentracién de
oxigeno, es decir, el DMSO no es el responsable directo del incremento en la
concentracidon de oxigeno.

Una de las hipétesis es que el complejo 4 [Os(phpy)s] reduzca peréxido de
hidrogeno, el cual se produce en la reaccién de la oxidacién de la glucosa,
por ello se realizd un ensayo adicionando a una celda de reaccién, el
complejo 4, peréxido de hidrégeno, utilizando un buffer de acetatos 0.1 M a
pH = 5 a 25°C, es decir, en las mismas condiciones de reaccion. Sin
embargo, no se observa una variacién en la concentracién de oxigeno. La
reaccion no se lleva a cabo, por lo que se piensa que debe generarse un
intermediario del complejo 4 que active el perdxido de hidrogeno para
reducirlo.
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Si partimos del hecho de que los compuestos interactian con la enzima
intercambiando electrones por el mecanismo de esfera externa, como en el
caso del mediador en el biosensor, en el que sélo hay intercambio de
electrones pero que no entran en contacto mutuo entre las moléculas,
pudiera el complejo 4 ganar un electron, para formar una especie reactiva a
19 electrones con el osmio en estado de oxidacidon 2+, de esta forma podria
reducir el peréxido de hidrogeno al oxidarse el complejo y regenerarse a 18
electrones con el osmio en un estado de oxidacién 3+.

En la tabla 8 se muestra un comparativo de la constante de inhibicién K; o la
concentracion inhibitoria para el 50% de inhibicion (ip.5) y potencial de 6xido
reduccidén, entre los diferentes complejos de rutenio y osmio. La ip5 se
calcula cuando hay una inhibicidn mixta y es igual a la K; calculada cuando la
inhibicion no es mixta. Para este particular caso de inhibicién mixta la ip.5 es
calculada de los valores de Vmax Obtenidos para cada caso. De esta forma el
valor de ip s es la concentracién del complejo a la cual Vimax = ¥2Vmax®. Por lo
tanto, ip.5s = Vmax®/2a.

Tabla 8. Valores de K; e ip5s (M) x10? medidos a pH = 5.5, a 25°C.

Inhibidor Compuesto x102 E° (V) Ag/AgCl
1ib 1.9+0.1™ 0.888
2b 1.8+0.1™ 0.271
3b 1.9+0.1" -0.356
4b 1.2+0.2™ -0.958
5b 1.6+0.1™ 0.299
6b 3.0+£0.2™M 0.282
1ad 1.840.6° 1.396
2a’ 3.6+0.5" 0.578
6a’ 1.7+0.2"° 0.584

9 inhibicidon competitiva; ™ inhibiciéon mixta, ips; " inhibicidon no competitiva.
§ Publicado por Saavedra-Diaz [48]. a = rutenio; b = osmio.

A pesar de que el valor de los potenciales redox cambia de manera
considerable desde 1.39 V en el complejo [Ru(bpy)s3]Cl,, hasta -0.12 V en
[Os(phpy)s], el valor de las constantes de inhibicién es muy similar, por lo
que en este primer ensayo observamos que el potencial redox no afecta de
manera significativa a las constantes de inhibicidn. Por otro lado, el valor de
la inhibicion no es muy grande. A pesar de esto se observd una diferencia en
cuanto a la forma de interaccion complejo-enzima debido a que el
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mecanismo de inhibicidn es diferente entre los complejos estudiados. Estos
resultados muestran que la interaccion con la glucosa oxidasa, y los
complejos de rutenio y osmio es a través de una inhibicién de la actividad
catalitica de la enzima.
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5.4 LACTATO DESHIDROGENASA

Estudiamos la interaccidon de los complejos de rutenio y osmio con la enzima
lactato deshidrogenasa LDH cuando esta enzima cataliza la reduccidon de
piruvato a L-lactato y la oxidacién de L-lactato a piruvato, con la
concomitante conversion de NADH en NAD". Se estudid la cinética de
reaccion midiendo el maximo de absorcion del NADH a 340 nm con un
equipo de UV-Vis. En experimentos independientes se modificaron las
concentraciones de piruvato, L-lactato, NADH y NAD™.

Este analisis se llevd a cabo por el método de las velocidades iniciales, es
decir, se toméd en cuenta la parte lineal de las curvas de [NADH] vs tiempo.
De esta forma se construyeron las graficas de Michaelis-Menten vy
Lineweaver-Burk, para de igual manera que en el estudio con glucosa
oxidasa obtener los parametros Vmax Y Km. Se observan distintas formas de
inhibicién de los complejos con la enzima, es decir, inhibicidn mixta, no
competitiva y competitiva. Para saber el tipo de inhibicion se realiz6 el
grafico de Lineweaver-Burk. Por ello se muestran los datos de los complejos
1a y 2a cambiando las concentraciones de todos los sustratos.

En el proceso reductivo cuando se utiliza NADH vy piruvato a una
concentracion variable, afadiendo al medio el compuesto 1a se observa de
la grafica de Lineweaver-Burk que hay una inhibicién mixta, debido a que las
pendientes cruzan sobre el cuadrante. Del mismo modo que con la glucosa la
dependencia de Vmax Sobre la concentracién de los complejos es
aproximadamente:

Viax = Vmax® - OCl:j-a]
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Figura 44. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk para obtener los datos cinéticos
de Vimax Y K por el método del estado estacionario. La reaccién de reduccién de piruvato a
L-lactato utilizando como cofactor NADH, se realizd en presencia de [1x107'°] M de LDHp,
(0.03 -2.0)x107 M de piruvato, (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0)x10™ M de 1a (a-d, respectivamente),
1.2x10*M de [NADH] a pH = 7.5y 37 °C.

La diferencia de interaccidén con la enzima entre el complejo 1a y el complejo
2a cuando se utiliza NADH y piruvato a concentraciones variables es notable.
Mientras que en el primer caso es mixta, en el segundo es no competitiva,
debido a que las lineas cruzan sobre el eje de las abscisas. En este caso
como en los anteriores se observa un decremento en la velocidad de la
reaccién cuando se incrementa la cantidad del complejo 2a.
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Figura 45. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk para obtener los datos cinéticos
de Vmax Y Km por el método del estado estacionario. La reacciéon de reduccién de piruvato a
L-lactato utilizando como cofactor NADH, se realizd en presencia de [1x107'°] M de LDHpc,
(0.03 - 2.0)x103 M de piruvato, (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0)x10™ M de 2a (a-d, respectivamente),
1.2x10*M de [NADH] a pH = 7.5y 37 °C.
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Cuando se reduce el piruvato utilizando diferentes concentraciones de NADH,
observamos que al afadir el complejo de coordinacién 1a genera una
inhibicion competitiva en la actividad catalitica de la enzima LDH,, debido a
gue en la grafica de los dobles inversos las pendientes se cruzan sobre el eje
de las ordenadas. Es decir el complejo interactia en el sitio activo de la
enzima.
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Figura 46. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk para obtener los datos cinéticos
de Vmax Y Km por el método del estado estacionario. La reaccion de reduccidén de piruvato a
L-lactato utilizando como cofactor NADH, se realizd en presencia de [1x107'°] M de LDHpc,
(0.03-2.0)x10™* M de NADH, (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0)x10™* M de 1a (a-d, respectivamente),
1.2x1073M de piruvato a pH = 7.5 y 37 °C.

Cuando se utiliza el complejo 2a empleando una concentracién de NADH
variable, el comportamiento es el mismo que utilizando piruvato variable. En
este caso la interaccién con la enzima es en un sitio diferente a donde se da
la catalisis de reduccién de piruvato.
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Figura 47. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk para obtener los datos cinéticos
de Vimax Y K por el método del estado estacionario. La reaccion de reduccion de piruvato a
L-lactato utilizando como cofactor NADH, se realizd en presencia de [1x107°] M de LDH,,
(0.03-2.0)x10™* M de NADH, (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0)x10™ M de 2a (a-d, respectivamente),
1.2x1073M de piruvato a pH = 7.5y 37 °C.

También se llevé a cabo el analisis del proceso oxidativo, se muestran los
resultados para la reaccion de oxidacion de L-lactato a piruvato utilizando en
dos experimentos independientes primero L-lactato variable y después NAD™
a una concentracion variable.

Cuando se utiliza el complejo 1a con L-lactato variable, nuevamente se
observa una inhibicion mixta. Se puede observar las pendientes que se
cruzan entre los ejes. También podemos observar de la tabla 9 que mientras
que los valores de Vmax disminuyen, los valores de K, aumentan, debido a la
inhibicion mixta.
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Figura 48. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk para obtener los datos cinéticos
de Vmax Y K por el método del estado estacionario. La reaccion de oxidacion de L-lactato a
piruvato utilizando como cofactor NAD*, se realiz6 en presencia de [4x1071°] M de LDHp,
(0.003-0.1) M de L-lactato, (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0)x10™* M de 1a (a-d, respectivamente),
1.0x10>M de [NAD*] a pH = 7.5y 37 °C.

Cuando se utiliza en las mismas condiciones el complejo 2a, es decir, la
oxidacion de diferentes concentraciones de L-lactato observamos
nuevamente que las pendientes en el grafico de dobles inversos cruzan sobre
el eje de las abscisas, mostrandonos una inhibicion no competitiva, por lo
que el complejo interactua en un sitio diferente al sitio activo.
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Figura 49. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk para obtener los datos cinéticos
de Vmax Y Km por el método del estado estacionario. La reaccion de oxidacién de L-Lactato a
piruvato utilizando como cofactor NAD", se realizd en presencia de [4x107°] M de LDHpm,,
(0.003-0.1) M de L-lactato, (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0)x10™“* M de 2a (a-d, respectivamente),
1.0x103M de [NAD*] a pH = 7.5y 37 °C.

En el Gltimo ensayo que se realizd variando la concentracion de NAD" se
observa un comportamiento similar a los anteriores cuando se utiliza el
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complejo 1a, ya que al agregar el complejo a la reaccion muestra una
inhibicion mixta, Unicamente en el caso donde se varia la concentracién de
NADH se observa una inhibicion competitiva.
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Figura 50. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk para obtener los datos cinéticos
de Vmax Y K por el método del estado estacionario. La reaccion de oxidacion de L-lactato a
piruvato utilizando como cofactor NAD*, se realiz6 en presencia de [4x1071°] M de LDHp,
(0.03-1.0)x103 de NAD", (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0)x10™* M de 1a (a-d, respectivamente), 0.1 M
de L-lactato a pH = 7.5y 37 °C.

Cuando se utiliza el complejo 2a se observa el mismo comportamiento que
en los casos anteriores para este complejo. La inhibicidn no competitiva es la
forma de interactuar del complejo organometdlico 2a con la enzima LDHpnc.
En este caso la inhibicidon es en otro sitio de la enzima diferente a donde se
lleva a cabo la reaccidn.
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Figura 51. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk para obtener los datos cinéticos
de Vmax Y K por el método del estado estacionario. La reaccion de oxidacion de L-lactato a
piruvato utilizando como cofactor NAD", se realizd en presencia de [4x107°] M de LDHpmc,
(0.03-1.0)x103 de NAD", (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0)x10™* M de 2a (a-d, respectivamente), 0.1 M
de L-lactato a pH = 7.5y 37 °C.
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Tabla 9. Valores de V. (M s1) y K, (M) para el complejo 1a en las reacciones de oxidacion
de L-lactato y piruvato y en la reduccion de piruvato a L-lactato.

Oxidacion Reduccion

[1a]/ 5 . 5

\ L-lactato ? NAD™P Piruvato © NADH?
10%%Vpey  10°%xKy | 10°%Viex  10°xKy | 10°%Vie  10%xKy | 10%%Viex  10°xKy
0 1.9+0.06 1.0+0.1 |0.79+0.03 6.7+0.6 | 10.7+0.1 5.6+0.1 | 5.6+0.1 2.240. 2
5x10° | 1.3+0.07 1.8+0.1 | 0.72+0.02 7.8+0.5 | 10.1+0.9 5.9+0.6 | 5.7+0.1 2.7+0.1
1x10* | 1.1+0.04 2.7+0.1 | 0.68+0.01 7.9+0.5 | 10.1+0.7 6.3+0.5 | 5.9+0.1 3.7+0.2
2x10* | 0.9+0.04 3.1+0.2 | 0.59+0.01 8.8+0.5 | 9.2+0.4 6.8+0.9 | 5.7+0.4 4.2+0.4

mc. X 1 . X | mc. X 1 aCtatO . y mc. X 1
9 [LDHpc] 4%x107° M, [NAD'] 1.0x10° M; ® [LDHpo] 4x10° M, [l 10.1 M; 9 [LDHp] 1x10° M, [NADH]
1.2x10* M; 9 [LDH ] 1x10™° M, [piruvato] 1.2x107° M.

Tabla 10. Valores de Vma (M s) y Km (M) para el complejo 2a en las reacciones de
oxidacion de L-lactato y piruvato y en la reduccion de piruvato a L-lactato.

241/ Oxidacién Reduccion
a
\ L-lactato ? NAD"™P Piruvato © NADH?
10%% Ve 102Ky | 10%%Vim  10°xKy | 10°%xVim  10°xKy | 10%% Ve 10°%xK)y,

0 2.1+0.2 1.3+0.1 |[0.79+0.03 6.6+0.5 | 13.1+0.5 4.0+0.2 | 5.1+0.3 2.9+0.2
5x10° | 2.0#0.1  1.3+0.1 |0.73+0.02 6.5+0.5 | 9.5+0.6  3.84+0.3 | 4.4+0.3  2.9+0.3
1x10®* | 1.6+0.1  1.2+0.1 | 0.68+0.01 6.7+0.4 | 7.9+0.1 3.9+0.2 | 3.9+0.3 3.1+0.3
2x10* | 1.24¢0.3  1.3+0.1 | 0.63+0.01 6.8+04 | 6.6£0.1 3.840.2 | 3.0£0.1  2.8+0.2

) [LDHpe] 4x10™° M, [NAD'] 1.0x10° M; ® [LDHpo] 4x107° M, [lactato] 0.1 M; @ [LDHpe] 1x107° M, [NADH]
1.2x10* M; 9 [LDH ] 1x10™° M, [piruvato] 1.2x107° M.

En este caso se muestra primero el esquema para el proceso reductivo es
decir, la reduccion de piruvato a L-lactato variando la concentracién de

piruvato y de NADH en dos ensayos independientes.
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Tabla 11. Constantes de inhibicidon K; o ips (M) para el proceso reductivo. Es decir la
reaccion de reducciéon de piruvato a L-lactato.

Proceso reductivo

Inhibidor
Piruvato NADH

1a (2.0£1)x10™™ | (2.2+£0.6)x10™*9
2a (2.0£0.5)x10™*") | (6.0£3)x10™"
3a (4.9£0.2)x10*" | (5 540.2)x10%"

ib (1.8:|:0.2)X10_4 mi) (1_8:|:0_2)x10-4 mi)

2b | (1.8+0.1)x107" | (32+0.1)x10™"

En la tabla 12 se muestran los datos de la constante de inhibicion o ip.s para
el proceso oxidativo, es decir, la reaccién de oxidacién de L-lactato a
piruvato. Se utilizaron dos condiciones de reaccion diferentes, L-lactato

variable y NAD™ variable.

Tabla 12. Constantes de inhibicidn K; o0 iy 5 (M) para el proceso oxidativo.

Proceso oxidativo

Inhibidor
L-lactato NAD*

1a (2.2£0.8)x10*™ | (4.0£0.4)x10™“ ™
2a (1.7£0.2)x10™*") | (8.5+0.7)x10™ "

Se evalud la cinética de la reaccion de reducciéon de piruvato a L-lactato,
utilizando la enzima LDH y anadiendo a la celda de reaccion dos inhibidores:
oxamato y los complejos de rutenio 1a y 2a.

En las figuras 52 y 53 se muestran las graficas de Michaelis-Menten y de
Lineweaver-Burk, con los cuales se determiné la ip.5 es decir la inhibicion del
50% de la reaccién, debido a que en ambos casos, con oxamato se observa
una inhibicidon mixta tanto para el complejo 1a como para el complejo 2a.
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Figura 52. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk para obtener los datos cinéticos
de Vmax Y Km por el método del estado estacionario. En la reaccion de reduccidon de piruvato
a L-lactato se utilizd como cofactor NADH, se realizd en presencia de [4x107'°] M de LDH,,
(0.03 -1.0)x1073 M de piruvato, 3x10™* M de oxamato (linea b), (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0)x10™“ M
de 1a (a, ¢, d, y e respectivamente), 1.2x10*M de [NADH] a pH = 7.5y 37 °C.
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Figura 53. Graficas de Michaelis-Menten y Lineweaver-Burk para obtener los datos cinéticos
de Vmax Y Km por el método del estado estacionario. En la reaccién de reduccion de piruvato
a L-lactato se utilizé como cofactor NADH, se realizé en presencia de [4x107'°] M de LDH,,
(0.03 -1.0)x107® M de piruvato, 3x10™ M de oxamato (linea b), (0.0, 0.5, 1.0 y 2.0)x10™* M
de 2a (a, ¢, d, y e respectivamente), 1.2x10*M de [NADH] a pH = 7.5y 37 °C.

Debido a que el la interaccién de los compuestos de rutenio y osmio con la
enzima genera una inhibicidon, decidimos utilizar otro inhibidor de la LDHmc.
En este caso utilizamos oxamato, el cual genera una inhibicién competitiva
de la actividad catalitica de la enzima LDH. La similitud estructural entre el
piruvato y el oxamato permite que el oxamato interactie en el sitio activo de
la enzima.
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El estudio del oxamato con los compuestos de rutenio nos permitira observar
el efecto de dos inhibidores dentro de la misma celda de reaccidn,
importante si consideramos que en el las células puede haber distintos
inhibidores de la reaccion.

CoO TOO'

yd (,:\ - C\
HsC \o HoN o}
Piruvato Oxamato

Figura 54. Estructuras de piruvato y del inhibidor competitivo oxamato.

Cuando se tienen dos inhibidores, es decir, oxamato y los complejos de
rutenio en la misma celda de trabajo, se genera un efecto sinérgico, que se
ve reflejado en el valor de la constante de inhibicion, y en el grafico de
Michaelis-Menten se observa una disminucion en la velocidad de la reaccién
cuando estan presentes los dos inhibidores. Sin embargo, el efecto no es tan
grande, las constantes de inhibicién de 1a y 2a cuando sélo hay el complejo
de rutenio es 2.0x10* M y cuando se agrega oxamato la constante de
inhibiciéon es 1.8x10™* y 1.5x10™ M respectivamente, cuando se agrega sélo
oxamato la constante de inhibicidén reportada es de 5x10™* M [79].

Tabla 13. Constantes de inhibicidn jy,s para el proceso reductivo. Es decir la reaccion de
reducciéon de piruvato a L-lactato agregando el inhibidor oxamato.

Inhibidor Proceso reductivo
M Piruvato (M)
oxamato Y
1a (1.8+£0.2)x10™%™)
2a (1.5+£0.1)x10™*™

Los datos de las cinéticas con la enzima LDHn nos indican que
efectivamente los complejos de rutenio y osmio interactian con la enzima
lactato deshidrogenasa. Se comprobd que la interaccién que existe entre la
enzima y el complejo es una inhibicién. Sin embargo, los valores de las
constantes de inhibicion son menores comparados con otros compuestos que
inhiben la LDH, como el gossypol y el FX-11 con constantes de inhibicién de
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1.9 y 0.05x10°® M [55]. Ademds los resultados en cuanto a la inhibicién son
muy similares, como en el caso de la glucosa oxidasa, estos valores no
explican la diferencia observada en cuanto a la citotoxicidad de 1a y 2a. Es
por ello que se decidid hacer un estudio tedrico para comprender la relacidn
estructural que existe entre la enzima, los complejos de rutenio, el cofactor y
el oxamato (inhibidor de la LDH). Los sitios de unién del complejo, asi como
las distancias de enlace podrian darnos informacion de la interaccidon enzima-
complejo, para comprender el mecanismo de inhibicidon sobre la enzima.

5.4.1 SIMULACION DE SITIOS DE UNION DE LOS
COMPLEJOS CON LA LDH

Debido a los resultados de inhibicién de la reaccién de la LDHq por parte de
los complejos organometalicos se decididé estudiar el sitio de interaccion de
los complejos sobre la enzima, por medio de calculos de acoplamiento
molecular. Por otro lado se estudid la interaccidon de oxamato, un inhibidor
competitivo de la enzima LDH, en presencia y ausencia de los complejos de
rutenio 1a y 2a. El trabajo fue realizado en colaboraciéon con el Dr. Longzhu
Q. Shen del Departamento de Quimica en la Universidad de Carnegie Mellon,
en Pittsburgh, Estados Unidos.

Los sitios de union mas favorables para el complejo de coordinacién
[Ru(bpy)s]Cl, (1a) y su contraparte el complejo organometalico
[Ru(phpy)(bpy)2]Cl (2a) fue el sitio 1. Este modelo de unién se muestra en
la figura 55, utilizando el complejo 2a como ejemplo, aunque el mismo sitio
es utilizado por 1a. Las afinidades de unidén (AG) son -6.8 y -7.1 kcal mol™
para 1a y 2a respectivamente. Estas energias fueron utilizadas para calcular
las constantes de disociacién (-AG = RT(InKs?)) con valores de 0.16x10™ y
0.099x10% M para l1la y 2a respectivamente. Los complejos antes
mencionados se unen en la cercania del sitio activo de la enzima LDHc. En
la figura 55a se observan las posiciones de los complejos de rutenio, asi
como del NADH (en anaranjado) y del inhibidor oxamato (en azul).

Como se puede observar, la similitud del oxamato con respecto al piruvato
es notable, esta molécula inhibe la reaccion de forma competitiva (se une al

81



Resultados y Discusion

sitio activo de la enzima), debido a que se parece mucho el sustrato. Es
importante destacar que los complejos 1a y 2a deberian estar localizados en
la misma regién que el NADH, compitiendo por el sitio activo de la enzima, el
cual consiste de la interaccién del piruvato en el carbono del carbonilo pro L
a las cadenas laterales de arginina 109 e histidina 195 y la interaccidon de los
dos oxigenos del carbono 1 del piruvato con los nitrégenos de la arginina
171.

Por lo tanto, los complejos pueden comportarse como un inhibidor
competitivo, al menos con respecto a NAD*/NADH, el cual es mds cercano al
comportamiento del complejo 1a. Si suponemos que el complejo 2a y el
NADH estan simultdneamente unidos en el sitio activo, la separacion mas
corta entre el carbono mas cercano de 2a y el carbono C4 del anillo de
nicotinamida es igual a 4.5 A (figura 55b). De forma similar la separacién
mas corta entre el carbono mas cercano de 2a y el carbono C2 del oxamato
es igual a 5.4 A (figura 55b).

b

Figura 55. a) Sitios de unidn mas favorable para los complejos 1a y 2a ejemplificado por
2a (en amarillo), el cofactor NADH y el inhibidor oxamato también se muestran. b) Las
lineas punteadas en amarillo hacen énfasis en la mas cercana separacidon entre el compuesto
2a y oxamato (5,4 A) y entre 2a y NADH (4.5 A).

Aunque el modelo de unidon mostrado es el energéticamente mas probable,
existen otros sitios de unién que fueron identificados. En la mayoria de los
casos los compuestos 1a y 2a comparten los mismos sitios de union. Por
ejemplo, la separacion mas corta entre el carbono C2 del oxamato y los
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compuestos de rutenio es de 11.4 A, donde las energias de enlace son -5.1
y -5.8 kcalmol™ para 1a y 2a respectivamente, con constantes de disociacidn
de 2.5x10 y 0.81x10™ M.

Las afinidades de unidn para los sitios 1 y 2 son ligeramente mas favorables
para el compuesto 2a que para el la. Una de las variaciones en los
compuestos es su carga, mientras que para 1a es 2+ en 2a es 1+, por ello
se observd que el AG entre ambos compuestos tiene una diferencia de 0.3
kcalmol™ para el sitio 1, que es el energéticamente mas probable.

Observando el potencial electrostatico de la proteina en la cercania del sitio
activo nos indica que hay una carga ligeramente positiva, es por ello que se
prefiere al compuesto 2a que tiene una carga 1+ que el compuesto 1a que
tiene una carga 2+ que puede generar mas repulsién. Esta hipotesis es
acorde con los calculos de superficie electrostatica de la enzima LDH, para
el sitio 1(figura 56). Observamos que hay diversas areas con potencial
electrostatico positivo, el cual podria causar una mayor repulsién del
complejo de coordinacion [Ru(bpy)s]Cl. que el organometalico

[Ru(phpy)(bpy)2]Cl.

Figura 56. Superficie electrostatica del sitio de unién 1, acoplado al complejo 2a. En azul y
en rojo se muestran las areas negativas y positivas de potencial electrostatico.

Por otro lado, se probd el sitio de uniéon del compuesto 2a con el complejo
enzima-sustrato {LDHc,0xamato} y {LDHn,NADH?}. Se observa que no hay
una modificacién del enlace con el complejo organometalico con la enzima
libre o con el complejo {LDHn,0xamato}, en términos de localizacion y de
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energia. Todos los sitios estan separados del sitio de unidn del oxamato
(figura 57).

Figura 57. Sitios de union preferidos para el compuesto 2a en el complejo enzima sustrato
{LDHm¢,0xamato}. Las esferas en magenta muestran el sitio de union preferido para el
compuesto 2a.

Algo que se observo es que el complejo organometalico no puede ocupar el
sitio 1, porque esta bloqueado por el enlace con NADH (ver arriba). Para el
caso de la enzima libre (sitio 2) el complejo [Ru(phpy)(bpy).]Cl no puede
entrar cuando hay una interaccién {LDH;.,NADH}, debido a que el NADH es
mas proximo a la enzima.

El complejo 2a tiene dos sitios mas de unidn, los sitios 3 y 4, los cuales se
muestran en la figura 58 en color rosa y magenta. Los sitios 3 y 4 son mucho
mas cercanos para unirse con NADH, el carbono mas cercano del compuesto
organometalico 2a y el C4 del NADH tienen una separacién de 10.5y 6.9 &
respectivamente. La union de NADH, el cual tiene una carga de 2-, hace mas
favorable la interaccidn electrostatica con la proteina que el complejo 2a con
carga 1+. Por lo tanto el sitio de enlace de NADH es favorecido sobre el
complejo de rutenio, el cual no puede competir con el cofactor NADH.
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Figura 58. Sitios de union preferidos del compuesto 2a en el complejo enzima sustrato
{LDHmc,NADH} mostrados en rosa y magenta (sitios 3 y 4). La unién del compuesto 2a en
el sitio 2 en ausencia de NADH se muestra en amarillo.

En la tabla 14 se muestran los resultados del analisis tedrico. Para los
complejos 1a y 2a se muestran dos sitios de enlace diferente con la mas
cercana separacion entre el complejo y el NADH o el oxamato, calculando la
energia existente en el enlace (AG) y la constante de disociaciéon Kq4. Para el
caso del complejo 2a, se anadieron dos opciones mas, los sitios 3 y 4 que
son geométricamente cercanos a NADH y oxamato.

Tabla 14. Resumen de resultados de modelado tedrico de las interacciones de 1a y 2a con
LDH,: sitios de union, energias de enlace y constantes de disociacion.

Separacion mas cercana / A

.. . -1
Sitio  Complejo C(1/2)-CA(NADH) C(1/2)--C2(oxamato) AG /kcal mol Ke/M
1 la 45 5.4 6.8 1.6x10°
2a 4.5 5.4 71 9.9x10°®
2 la 13.9 11.4 51 2.5x10™
2a 13.9 11.4 -5.8 8.1x10°
3 2a 10.5 10.9 ~5.35 1.7x10™
4 2a 6.9 5.6 ~5.08 2.6x10™

Lo que podemos observar de los datos experimentales, comparandolo con los
datos tedricos, es que efectivamente existen diferencias de unién y de
energia entre los complejos 1a y 2a. Sin embargo, estas diferencias
podriamos considerarlas no significativas en cuanto al valor de la inhibicién.
Por otro lado estas mismas diferencias en energia, distancia de enlace,
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constante de disociacidon y sitios de union, pueden generar los diferentes
tipos de inhibicion: competitivo, no competitivo y mixto.

De esta forma lo que complementaria el estudio de la enzima LDH con los
complejos de rutenio y osmio seria observar su comportamiento en
organismos mas complejos como los son las células, es por ello que se
trabajé con células de cancer de colon HCT116.

5.4.2 LDH EN HCT116 CANCER DE COLON

Los estudios de las células HCT116 en presencia y ausencia de los complejos
organometalicos se enfocaron en observar la expresion de la enzima LDH
tanto a nivel proteinico como en ARN, es asi que en este capitulo se
describen los experimentos realizados para tal efecto.

En la tabla 15 se muestran los valores de la concentracidon a la cual se inhibe
el 50% de la proliferacion celular ICso y la inhibicion de la proliferacién
celular en un 75%, IC,s, en este ultimo caso debido a que se inhibe la
proliferacidon celular en un 75%, sdélo el 25% de la poblacién se mantiene
viva, por ello el nombre de 1ICys. Se utilizd el compuesto
[Ru(phpy)(fen)(NCMe),]", debido a que es uno de los compuestos de rutenio
mas estudiados y nos puede servir como una referencia.

Tabla 15. Concentracion de los compuestos de rutenio y osmio a la cual se inhibe el 50% de
la proliferacion celular o el 75% de la proliferacion celular, ICso e IC,5 respectivamente.

HCT116
Compuesto ICso uM ICys uM
la >200 >200
ib >200 >200
2a 0.3 2.8
2b 0.5 1.5
3a 0.4 1.4
3b 0.6 2.0
RDC11%* 1 -
cis-platino 8 -

*[Ru(phpy)(fen)(NCMe),]*
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En un primer ensayo, se midié la expresion a nivel proteico en las células
HCT116, con 24 horas de tratamiento de los compuestos 2a, 2b, 3a y 3b.
En este caso se utilizaron como referencia los complejos cis-platino y
[Ru(phpy)(NCMe),(fen)]PFs (RDC11).

El inmunoensayo, que se realizé fue por medio de la técnica de Western Blot
con el anticuerpo LDH (H-160), el tiempo de tratamiento de los compuestos
en las células fue de 24 horas, aislando las proteinas por rompimiento de la
pared celular por sonicacion, de acuerdo a lo ya reportado [80]. En la figura
59 se observa la imagen del inmunoensayo, utilizando actina como proteina
estandar el cual se realizd en dos membranas diferentes, por ello la
diferencia de intensidad de las sefales, cada membrana cuenta con una
muestra control (sin tratamiento del complejo organometalico) que sirve
como referencia. Lo que podemos observar es que el nivel de la expresion de
este anticuerpo no cambia de manera significativa con el tratamiento a
diferentes concentraciones de los complejos de rutenio y de osmio.

I CTRL

J cisPt

! 3bIC25
3b IC50
2b1C25
2b 1C50
3alC25
3a1C50
CTRL
2a 1C50
RDC11

-~ - g
- — — Actina

— e —
W - o e LDH

Figura 59. Western Blot del anticuerpo LDH (H-160) utilizando los compuestos 2a, 3a, 2b,
3b, RDC11 y cis-platino.

La LDH es una enzima que podemos encontrar en el citoplasma en casi todas
las células, y que pasa al medio extracelular cuando hay un dafio en la
membrana celular. Se midio6 la actividad de la LDH en el medio extracelular e
intracelular debido a que el NADH que produce la enzima al oxidar L-lactato
a piruvato, puede utilizarse cuando el NADH reacciona con una sal de
tetrazolio, la reaccidon con estas sales generalmente da productos coloridos
que pueden ser monitoreados por espectroscopia UV-vis, de acuerdo a lo ya
reportado [81].

El estudio se realizé en el interior de las células HCT116 (retirando el
sobrenadante con una micropipeta) y por otro lado midiendo la actividad de
la LDH en el sobrenadante a diferentes tiempos de reaccién, de 1 a 24h.
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Cuando se mide la actividad de la LDH a tiempos de 1 a 4 horas la influencia
de los complejos es apenas perceptible, ya que la actividad es practicamente
la misma del control (sin tratamiento) o cuando tiene el tratamiento con los
complejos. En la figura 60a cuando se tiene un tratamiento de 4 a 24 horas
se puede observar una disminuciéon de la actividad de la LDH en el
sobrenadante, cuando aumenta el tiempo de tratamiento de los complejos
organometdlicos 2a y 2b, asi como una menor actividad cuando se
incrementa la concentracion de los complejos.

Por otro lado, como se muestra en la figura 60b, la actividad de la enzima en
el interior de la célula disminuye alrededor de un 20% a diferentes tiempos
de reaccion y disminuye practicamente de la misma forma para todas las
concentraciones de los complejos. La menor actividad (67%) la observamos
para el complejo 2a a las 24 horas para el ICjs.
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Figura 60. Actividad de LDH en las células HCT116 utilizando los complejos 2a y 2b. a)
sobrenadante. b) dentro de las células. Los ensayos se llevaron a cabo de 4 a 24 horas.

La influencia de los complejos organometalicos 2a y 2b sobre la enzima LDH
es notoria en el ensayo realizado en el sobrenadante a tiempos de 18 y 24
horas, corroborando la interaccion de estos mismos complejos sobre la
enzima purificada cuando se mide la velocidad de la reaccién. En este ultimo
caso se observa una inhibicidon de la reaccién. Es por ello que se decidid
utilizar un inhibidor de la reaccion de la LDH para observar el
comportamiento de ambos, es decir, los complejos organometalicos y el
oxamato, el cual es un inhibidor competitivo de la LDH ya que interactla en
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el sitio activo de la enzima al tener una estructura muy similar a la de los
reactivos.

Se midid la viabilidad de las células HCT116 a 24 y 48 horas variando la
concentracion de oxamato de 0 a 100 mM de acuerdo a lo ya reportado [82],
en presencia de los complejos 2a y 2b usando la concentracion ICsy de
ambos. Se puede observar en la figura 61, una clara diferencia cuando el
tratamiento es a 24 horas, comparandolo con el de 48 horas. En la figura
61a, es decir a 24 horas, se observa que la viabilidad celular alcanza un valor
alrededor del 50% hasta la concentracién de oxamato 50 mM. Mientras que
a las 48 horas de tratamiento se observa que la viabilidad al 50% se obtiene

aproximadamente a una concentracion de oxamato de 25 mM y a 50 mM se
obtiene una viabilidad del 30%.

a 120 b 120
100 T 100 4 T
) I T .
e | T L g
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3 g
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Figura 61. Viabilidad celular utilizando oxamato en la linea celular HCT 116 cancer de colon.
a) 24 horas de tratamiento. b) 48 horas de tratamiento.

También, por otro lado, se puede observar en la figura 62 un efecto sinérgico
de actividad citotdoxica entre el oxamato y los complejos. Cuando se tratan
en una misma celda de reaccion las células HCT116 con los complejos vy el
oxamato se observa el mismo fendmeno sinérgico de disminucién de la
viabilidad celular.
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Figura 62. Viabilidad de las células HCT116, a) viabilidad celular a 24 y 48 horas de

tratamiento con oxamato y el complejo 2b a la concentracion de ICsy, b) diferentes

concentraciones de oxamato (Ox), utilizando los complejos 1a, 2a, 1b y 2b, a la
concentracion de ICsy.
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Figura 63. Viabilidad de las células HCT116. a) Tratamiento durante 48 horas con el
complejo 2a, utilizando Ox1 = 10 mM de oxamato y Ox5 = 50 mM de oxamato. b)

Tratamiento durante 48 horas con el complejo 2b, utilizando Ox1 = 10 mM de oxamato y
Ox5 = 50 mM de oxamato.

Se puede observar que cuando se utiliza una sola concentracion de oxamato
y diferentes concentraciones de los complejos organometalicos existe algun
tipo de sinergia, es decir, cooperacidon entre ambos compuestos para obtener
un mayor efecto. La viabilidad disminuye considerablemente cuando se

utilizan oxamato mas los complejos, que cuando sélo se utiliza oxamato o
sblo el complejo organometalico.
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Cuando hay dos compuestos que presentan actividad citotéxica frente a una
linea celular pueden pasar tres efectos: la pérdida de citotoxicidad de uno de
los compuestos por causa del segundo compuesto; pérdida de la
citotoxicidad de ambos compuestos; aumento de la citotoxicidad por efecto
de ambos compuestos [83][84]. Por lo tanto no es de extranar que el
oxamato y los compuestos de rutenio y osmio presenten una mejoria en su
citotoxicidad cuando estan presentes ambos. Se ha observado su
cooperatividad cuando mejora la constante de inhibicion con la enzima LDH,
cuando se midid su cinética con la enzima purificada. Ademas los estudios
tedricos que se mostraron en la seccion previa demuestran que no se
contrapone el hecho de que estén el oxamato y los compuestos en la misma
region.

Por otro lado, ambos pudieran interaccionar con otras enzimas. En el caso de
los compuestos de rutenio aunque el efecto inhibitorio no es muy grande, si
demuestra que puede interaccionar con varias enzimas, en el caso del
oxamato pudiera ser lo mismo, debido a que puede ser un inhibidor de
diversas enzimas, como pudieran ser las enzimas del acido citrico, debido a
la similitud estructural del oxamato con estos metabolitos.

Para tratar de entender mejor la interaccién de los complejos con las células
HCT116, decidimos observar la expresion del ARN dentro de estas células.
Hasta el momento se habian realizado estudios con la enzima purificada
LDHn, estudios tedricos y estudios a nivel proteico, ademas de medir la
actividad enzimatica en el sobrenadante y dentro de la membrana celular de
la lactato deshidrogenasa en las células HCT116 de cancer de colon.

Los estudios realizados hasta el momento han sido sobre la enzima
purificada, y el estudio de la actividad enzimatica a nivel celular, asi como a
nivel proteinico. El paso que faltaba era estudiar la enzima LDH a nivel de
regulacién en genes.

Se trataron las células HCT116 con los complejos 2a, 2b, 3a y 3b durante
24 horas, se purificd con el reactivo de TRIzol para obtener el ARN celular y
se realizd el ensayo de la reversa transcriptasa para transformar el ARN
mensajero obtenido por medio del reactivo de TRIzol para convertirlo en ADN
complementario, esto se realizé utilizando 2 mg de ARN. Posteriormente se
realizd el ensayo de la reaccién cuantitativa en cadena de la polimerasa,
comunmente conocido como g-PCR, usando como fluoroforo SYBR Green.
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Se utilizaron los genes LDHA y LDHB, y como gen estandar GADPH. Los
resultados del andlisis de la reaccion en cadena de la polimerasa se
referencia al gen GADPH debido a que este no cambia su nivel de expresion.
Se puede observar de la figura 64 que hay una menor expresion de los genes
LDHA y LDHB cuando las células se someten a tratamiento con los diferentes
complejos. Al compararlos con el CTRL (sin tratamiento de ningun complejo)
en todos los casos se observa una disminucidn significativa de su expresion.
También existe una tendencia a un mayor efecto, cuando se utiliza una
mayor concentracion, en este caso el ICys.
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Figura 64. Expresion de los genes LDHA y LDHB con diversos complejos organometalicos.
IC25>IC50.

Este efecto de la disminucidon de la expresidon genética de los genes LDHA y
LDHB que nosotros observamos pudiera estar controlado por el HIF-la
debido a que es una proteina que puede regular la expresidn génica de la
enzima LDH. La proteina HIF-1a a su vez esta regulada por medio de otra
oxidorreductasa, la enzima PHD2 [61]. Recordemos que lo que observamos
en la figura 64 es el efecto de la expresion de los genes, es decir, no es la
interaccion directa de los compuestos con la enzima, mas bien es el efecto
indirecto de los compuestos de rutenio y osmio sobre la expresion de estos
genes. Tampoco podemos descartar que pueda ser otra la causa de la
disminucion de la expresién de los genes LDHA y LDHB, por ejemplo la
generacién de especies reactivas de oxigeno o la influencia sobre otros
genes, que repercuta en la expresion de la LDH. Sin embargo, hay muchos
puntos que interconectan la LDH y la PHD2.

La enzima LDH es controlada genéticamente por la HIF-1a, sus metabolitos
han sido sefialados como puntos clave para entender el metabolismo del
cancer [54][85], el L-lactato se acumula en diversos tipos de cancer debido a
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la glicolisis aerdbica produciendo L-lactato, conocido desde hace mas de
medio siglo como el efecto Warbug [55]. El piruvato que es el metabolito que
se reduce a L-lactato en presencia de la LDH proviene de la glicdlisis, via
metabdlica controlada genéticamente por la HIF-1a.

Se sabe que tanto el piruvato como el L-lactato son metabolitos clave para la
acumulacion de HIF-1a [86]. Por otro lado las enzimas PHD2 y LDH son
oxidorreductasas, esto nos lleva a pensar que los compuestos de rutenio y
osmio pudieran interaccionar con las enzimas como en el caso del disefio de
mediadores para biosensores [39][40], y que el resultado de esta interaccién
sea la actividad citotoxica de los compuestos, via la regulacion del factor de
hipoxia inducido, que como ya vimos controla una gran cantidad de vias
metabdlicas. En la figura 65 se observan algunos de los mecanismos en
células cancerosas, por los cuales se relacionan la glucolisis, la enzima LDH vy
el HIF-1a.

A Reverse Warburg effect

Cancer cell

B Metabolic symbiosis

Hypoxic cancer cell Oxidative cancer cell

C Vascular endothelial lactate shuttle

/ HIF-1a/NE4BAL-8

Hypoxic cancer cell Vascular endothelial cell

Figura 65. Diversos mecanismos celulares, donde se ven involucrados LDH e HIF1-a [55].
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5.5 PROLIL HIDROXILASA

La baja concentracion de oxigeno dentro de una célula, propia de un tumor
cancerigeno (hipoxia =1% [0O.]) es reconocido como uno de los
microambientes con gran influencia sobre el comportamiento de los tumores,
tal que permite adquirir mutaciones en diversos genes, promueve la invasion
de células cancerigenas a tejidos adyacentes o a tejidos lejanos (metastasis).
Los factores de transcripcion (proteinas que participan en la regulacion de la
transcripcion del ADN) que regula el factor de hipoxia inducido son
numerosos, entre los que se encuentra la metastasis, proliferacién celular,
muerte celular, entre otros, que son de vital importancia a considerar en un
tumor cancerigeno. Otro punto a considerar es que el factor de hipoxia
inducido promueve cascadas de sefalizacion para la resistencia a la
guimioterapia. Es por esto y por los factores antes relatados que se vuelve
de vital importancia conocer la interaccién de los compuestos de rutenio y
osmio con el factor de hipoxia inducido y/o con la enzima prolil hidroxilasa,
ya que este pudiera ser la interaccién central que promueva la actividad
cancerigena de los compuestos ciclometalados.

Los ensayos con la enzima humana prolil hidroxilasa (PHD2) se llevaron a
cabo utilizando un sensor de oxigeno para medir la variacion de la
concentracion de oxigeno en una celda de trabajo de 300 pL.

Primero se utilizd L-prolina como sustrato de la enzima PHD2, esto debido a
que es el aminoacido donde se da la hidroxilacion, lo cual permitiria probar
con diferentes concentraciones del aminoacido, ademas de ser mas sencillo
de manipular, comparandolo con la proteina completa. Se adicioné de forma
complementaria a la celda de reaccién 2-oxoglutarato como cosustrato, FeCl,
para mantener un reservorio de hierro 2+ y acido ascérbico para conservar el
hierro del sitio activo de la enzima en un estado de oxidacion 2+ [87]. Sin
embargo, en estas condiciones de reaccidén no se observa una variacién en la
concentracion de oxigeno que nos indique que la reaccién se produce.

Bajo estas mismas condiciones se utilizé de manera independiente D-L-
prolina y alanina-prolina (adquiridas de forma comercial), debido a que es el
aminoacido que se encuentra a lado de las prolinas 402 y 564, pese a haber
cambiado el sustrato no disminuye la concentracién de oxigeno.

94



Resultados y Discusion

Tabla 16. Compuestos utilizados en la celda de reaccidon, asi como el rango de
concentraciones al que fueron utilizados.

Compuesto Concentracion (mol/L) Observaciones
Prolina* 2x107 - 0.1 No disminuye la concentracién de O,.
2-Oxoglutarato 2x107 - 0.1 Excepto cuando la concentracion de FeCl,
PHD2 1x107° - 1x10® es superior a 1x10™* M.
FeCl, 0-0.1
Ac. Ascérbico 0-0.1
Buffer 0.05

* L-prolina; D-L-prolina y alanina-prolina.

Debido a que no disminuyd la concentracién de oxigeno, se decidid utilizar el
fragmento de la proteina donde se da la hidroxilacién, que es el dominio
dependiente de oxigeno que comprende los aminoacidos 401-603. De forma
natural se hidroxilan las prolinas 402 y 564, por ello se sintetizé el fragmento
ODD para los residuos 530-698 expresando en E. Coli el plasmido
mpRSETHisLipoTEV-ODDD, purificando con una columna de Ni*2
Posteriormente se agrega la proteasa TEV y se realizan dos columnas
sucesivas una columna 30S y una columna de filtracidon en gel superdex 200,
de acuerdo a lo reportado [88]. Sin embargo, en estas condiciones tampoco
observamos la disminucién de la concentracion de oxigeno.

Se concentra la fraccidn que contenga la proteina a 10 mL y se realiza una
columna de filtracién en gel superdex 200.

Tabla 17. Compuestos utilizados en la celda de reaccién, asi como el rango de
concentraciones al que fueron utilizados.

Compuesto Concentraciéon (mol/L) Observaciones
HIF-1o (530-698) 5x107°-5x10°° No disminuye la concentracién de O,.
2-Oxoglutarato 2x10™-1x10®
PHD2 5x107°-5x107'°M
FeCl, 1x10™
Ac. Ascdrbico 1x10™
Buffer 0.05

Se llevé a cabo un ensayo adicional, por lo que se compré la proteina HIF-1a
para tratar de observar si se llevaba a cabo la reaccién. Sin embargo, a
pesar de la variacion de concentraciones en los diferentes ensayos, no se
observoé la disminucion de la concentracién de oxigeno.
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Tabla 18. Compuestos utilizados en la celda de reaccién, asi como el rango de
concentraciones al que fueron utilizados.

Compuesto Concentracion (mol/L) Observaciones
HIF-1a 1.2x107%-1.2x107 No disminuye la concentracién de O,.
2-Oxoglutarato 2x10%-1x10®
PHD2 2.5x1078-5x10°M
FeCl, 1x10™
Ac. Ascédrbico 1x10™
Buffer 0.05

El método utilizando un sensor de oxigeno ya habia sido probado con la
enzima glucosa oxidasa y los complejos de osmio, donde se observaba una
disminucidn de la concentracion de oxigeno. A pesar de esto, con la enzima
prolil hidroxilasa en ninguna de las multiples condiciones de reaccidon se
observo este fendmeno de disminucion de la concentracién de oxigeno.

Tratando de comparar con lo ya reportado con los complejos de osmio y la
glucosa oxidasa, observamos que en este caso se utilizd una concentracion
maxima del sustrato de 0.1 M, mismo caso que cuando se utiliza la L-prolina
(2x10”7 - 0.1) M. Sin embargo, en este caso pensamos que la reaccién no se
lleva a cabo por utilizar sélo el aminoacido. Cuando utilizamos el fragmento
de la proteina HIF-1a (530-698) tenemos una variacién de concentracion
entre 5x107-5x10® M, por otro lado cuando se utiliza la proteina completa
HIF-1a se tiene una variaciéon de la concentracion entre 1.2x1078-1.2x1077 M.

En ambos casos suponemos que no es suficiente la concentracion del
sustrato para poder observar una pendiente en la variacion de la
concentracion de oxigeno, que nos indique que la reaccién se lleva a cabo,
debido a la sensibilidad del sensor. Tomando en cuenta la problematica de la
sensibilidad del sensor de oxigeno se pensd en adquirir un sensor de oxigeno
optico, no obstante estos utilizan el complejo [Ru(bpy)s](PFes)> dentro de su
sistema de medicién, lo cual podria tener interferencia con nuestros
compuestos.

Otra cuestion a resolver es tener un protocolo que nos asegure que la
enzima PHD?2 y la proteina HIF-1a se encuentran en dptimas condiciones, es
decir que no se hayan desnaturalizado y por ende que hayan perdido su
actividad. De lo contrario en cualquier intento por observar la reaccién va a
dar un falso negativo, esto es, la reaccidn no podra llevarse a cabo bajo
ninguna circunstancia debido a la inactividad de la enzima o de la proteina.
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Tanto la enzima PHD2, como la proteina HIF-1o se adquieren con el
proveedor Abnova. Se solicitd con el proveedor un protocolo que nos asegure
lo anteriormente mencionado, pero la respuesta fue que los productos salen
de sus instalaciones en las éptimas condiciones, negandonos la informacion.
La incertidumbre de las condiciones de traslado de nuestros productos,
desde las instalaciones de ABnova, hasta las instalaciones del Instituto de
Quimica nos dejan con la inquietud y desconocimiento acerca de las
condiciones reales en las que se encuentran la enzima y la proteina.

Dentro de las opciones que se pueden realizar para observar la cinética de
hidroxilacién de la proteina HIF-1o es desarrollar un método para comprobar
la actividad de la enzima y de la proteina. Esto puede realizarse en una celda
de reaccién de 100 puL con los sustratos y cosustratos necesarios, para
posteriormente por medio de un anticuerpo que sélo detecte HIF-1a o HIF-
1a hidroxilado corroborar por medio de la técnica de Western blot si la
reaccion se lleva a cabo.

Para tratar de aumentar la concentracidn de sustrato podriamos utilizar la
serie de aminoacidos LXXLAP [87], debido a que es esta secuencia que
reconoce la enzima PHD2.

Por Ultimo podriamos adquirir un nuevo sensor de oxigeno con mayor
sensibilidad, capaz de medir concentraciones mas bajas a las utilizadas en el
caso de la enzima glucosa oxidasa.
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5.6 PROTEINAS DISULFURO ISOMERASAS

Se realizd el estudio de cinco diferentes genes de la familia de las proteinas
disulfuro isomerasas, para lo cual se compraron los siguientes
oligonucledtidos: ERP29, PDI3, PDI4, PDI5 y PDI6. Se siguidé el mismo
procedimiento para analizar los genes que en el caso de la LDH, en el cual se
aisla el ARN con el reactivo de TRIzol, para posteriormente medir 2 mg de
ARN vy llevar a cabo la reaccion de la transcriptasa reversa, para finalmente
utilizar de forma cuantitativa la reaccion en cadena de la polimerasa,
comunmente llamada RT-qPCR.

Se puede observar que en las células HCT116 tratadas con los compuestos
2a, 2b, 3a y 3b, hay una disminucion en la expresion de los genes ERP29,
PDI3, PDI4, PDI5 y PDI6. Esto es un indicativo de que hay una fuerte
influencia de los complejos organometalicos con esta familia de enzimas,
localizada en el reticulo endoplasmico. Si bien la interaccion de los complejos
no es directa con las enzimas PDI, si nos indica que los compuestos afectan
la produccion dentro de las células de esta familia de enzimas. Ademas
podemos observar que se tiene una menor expresién en la mayoria de los
genes cuando se aumenta la concentracion del complejo. Podemos ver de la
figura 66 que comparado con el CTRL (sin tratamiento de los complejos), la
respuesta es menor, es decir, la expresién del gen es menor cuando hay una
mayor concentracion del compuesto. Por lo que la expresion de estos genes
es dependiente de la concentracion del compuesto de osmio o rutenio.
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Figura 66. Expresion de los genes ERP29, PDI3, PDI4, PDI5 Y PDI6 con diversos complejos
organometalicos. ICy5>1Csp.

Por otro lado, para complementar el estudio de las enzimas PDI, se observd
la expresién a nivel de proteinas, por medio de la técnica de Western Blot
con el anticuerpo ERP72 (D70D12) (PDI4). Se utilizé actina como proteina
estandar, como se puede apreciar en la figura 67. Esta proteina se expresa
con la misma intensidad para servir de referencia. Una diferencia en la
intensidad de la luminiscencia en la proteina de estudio, nos indica que hay
una modificaciéon en la expresién de esa proteina. En este inmunoensayo
podemos observar que el complejo 2a a la concentracion del IC,s tiene un
impacto fuerte sobre la expresién de esta proteina, debido a que la
intensidad de la sefial es menor comparado con el control (CTRL), lo que nos
indica que hay una disminucién en la expresidon de esa enzima por influencia
del compuesto. También en el complejo 3b a la concentracién del ICys se
observa una disminucién en la expresion de esta proteina, en los demas
casos la expresidon de la PDI4 es similar a la de la proteina estandar.
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Figura 67. Western Blot utilizando el anticuerpo ERP72 (D70D12) (PDI4) con los complejos
2a, 2b, 3a 4 3b. IC25>IC50.

En el inmunoensayo se observa que al menos con dos de los complejos hay
una alteracion en la expresidén de la enzima PDI4, por otro lado, los ensayos
con RT-gPCR nos muestran de forma mas clara la alteracién sobre los genes
ERP29, PDI3, PDI4, PDI5 y PDI6. Por ello decidimos estudiar el organulo en
donde se encuentra la familia de las PDI, para lo cual estudiamos los
agresomas, que son cuerpos de inclusién generados por la formacion de
agregados proteicos, los cuales pueden generarse por estrés celular, lo que
involucra un dafio en el reticulo endoplasmico.

Se realizaron diferentes ensayos, con tiempo de tratamiento de los
compuestos de 6 y 24 horas. Una vez terminado el tiempo, las células se
fijan con paraformaldehido 4%, se lisan con Tritdn 0.1% y se agrega
ProteoStat® Aggresome Detection, el cual dara la fluorescencia con los
agresomas.

Se puede observar que hay diferencias en la intensidad de la senal entre el
control (CTRL) y los complejos 2a y 2b. Ademas se observa fluorescencia
con los compuestos RDC11, MG-132 y tunicamicina (anexos), los cuales
fueron utilizados como control positivo de la reaccidon, ya que se sabe que
causan dafnos en el reticulo endopldsmico. Los canales que se utilizaron en el
software del equipo para observar la fluorescencia fueron DAPI y Cy5.
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TUNICAMICINA

Figura 68. Compuestos utilizados como blanco positivo en dafio al reticulo endoplasmico.

En este caso se usd Hoechst 33342 Nuclear Stain (color azul) como
marcador fluorescente que se une a regiones enriquecidas de adenina y
timina en secuencias de ADN, por lo que nos hace referencia a las células
gue se encuentran presentes en la muestra, al situarse en él nucleo.
Mientras que el canal Cy5 hace referencia a la sefal detectada cuando la
proteina p62 (localizada junto con los agresomas) se une al anticuerpo p62,
el cual presenta una sefal de fluorescencia.

Se observaron sefales de agresomas para el control (CTRL), el compuesto
2b y el compuesto 2a a la concentracién del IC,s. Es evidente que la sefial
de fluorescencia para el agresoma tiene el siguiente orden 2a>2b>CTRL, es
decir, mayor dafo en 2a y 2b que en el control. En este caso la senal del
agresoma se observa con mayor intensidad cuando hubo tratamiento con los
complejos organometalicos que en el control (sin tratamiento de compuestos
organometalicos). Lo cual nos indica que hay un dafio en el reticulo
endoplasmico y este dafio genera la formacién de agregados de proteinas.
Se realizaron otros ensayos con mas compuestos, y a diferentes tiempos de
tratamiento, los cuales se muestran en la seccion de anexos.
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Figura 69. Imagenes de fluorescencia usando los canales DAPI y Cy5. Ensayo a 24 horas de
tratamiento.

La generacién de dafo en el reticulo endoplasmico puede ser como
consecuencia de la generacidén de especies reactivas de oxigeno, este tipo de
especies reactivas han sido detectadas previamente por el grupo de C.
Gaiddon en otros compuestos ciclometalados [71][19]. La consecuencia
directa de esta hipdtesis es la formacién de agregados de proteinas. De
forma indirecta observamos la disminucién en la expresidn de enzimas
proteinas disulfuro isomerasas (PDI), lo cual es acorde con lo observado
anteriormente, cuando en el ensayo con la reaccién en cadena de la
polimerasa (gPCR), observamos la disminucién de la expresién de los genes
de algunas PDI.

102



Resultados y Discusion

5.7 ANALISIS ESTRUCTURAL

A pesar de los esfuerzos que se han realizado, el mecanismo de accién de
complejos citotéxicos de rutenio y osmio no es del todo claro, incluso en
algunos casos es confuso. Lo que pudiera resultar evidente es que el
mecanismo de accidn depende de la estructura de los complejos y que
existen tres factores importantes en el desarrollo de los complejos: i) el
potencial redox del complejo, ii) la lipofilicidad, iii) la carga del complejo, las
cuales analizaremos comparandolo con otras investigaciones.

Recientemente se han publicado articulos de complejos tipo medio sandwich
llamados RAS analogos de Ru-29 o ciclometalados llamados RDC, incluidos
los compuestos 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4, 5, y 6, donde se relacionan
algunas propiedades, como la lipofilicidad y la actividad citotdxica, variando
el areno coordinado al metal o modificaciones a los ligantes polipiridinicos
[77][89].

En el caso de los compuestos RAS cambia de benceno en el compuesto
RAS1, tolueno en RAS2, p-cimeno en RAS3, hexametilbenceno en RAS4 y
1,3,5-triisopropilbenceno para RASS5; mientras que para los compuestos
RDC Ilo que cambia es el ligante polipiridinico, para RDC1 CN =
3-bromo-fenilpiridinato, NN = fenantrolina, N'N’ = ligantes monodentados
acetonitrilo; RDC2 CN = fenilpiridinato, NN = N'N’ = fenantrolina; RDC3 CN
= fenil-(5-espermina)piridinato, NN = N’N’ = fenantrolina. RDC4 = NN =
N’N’ = fenantrolina, ON = 5-hidroxiquinolina. Aunque en este ultimo caso no
hay ningun enlace ciclometalado como en los anteriores RDC, Unicamente es
para resaltar la importancia del enlace carbono metal, las estructuras
generales de RDC y RAS se muestran en la figura 70.

Lo que se observa en el caso de los compuestos RAS es que por debajo del
valor de log Pow de -1.5 la actividad anticancerosa disminuye
considerablemente, cuando aumenta la hidrofobicidad, la actividad citotoxica
aumenta considerablemente, en este caso hay un valor de hidrofobicidad de
-1.5 que sirve como punto de partida para decidir si un compuesto puede ser
hipotéticamente citotdxico. En este caso el benceno es el menos hidrofdbico
y 1,3,5-triisopropilbenceno es el mas hidrofébico. Hay que notar que a pesar
de que para estos compuestos conforme aumenta la lipofilicidad aumenta la
citotdxiciad, son propiamente compuestos hidrofilicos por el caracter del log
Pow-
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Mientras que los compuestos RDC tienen un log Pow mas hidrofébico con
valores alrededor de 2, el compuesto RDC3 es de caracter hidrofilico con el
sustituyente espermina y su valor de ICsp aumenta con respecto a los
demas. El compuesto RDC4 es el Unico que no tiene un enlace ciclometalado
y también se nota en su actividad citotéxica, al disminuir su actividad
citotoxica casi 10 veces con respecto a RAS1 y RAS2.

Nuestros compuestos 1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 4, 5, y 6 tienen un valor de
lipofilicidad propios de los compuestos RDC, los cuales presentan un mejor
valor de citotoxicidad cuando el valor del log P, es por arriba de 2, mientras
que los compuestos que tienen un log P,y mas hidrofilico log Pow < 1 la
actividad citotdxica disminuye [89].

RAS RDC

Figura 70. Estructuras generales de los compuestos tipo medio sandwich R = RAS1
benceno; RAS2 tolueno; RAS3 p-cimeno; RAS4 hexametilbenceno; RAS5
1,3,5-isopropilbenceno o ciclometalados RDC1 CN = 3-bromo-fenilpiridinato, NN =
fenantrolina, N'N’ = ligantes monodentados acetonitrilo; RDC2 CN = fenilpiridinato, NN =
N'N" = fenantrolina; RDC3 CN = fenil-(5-espermina)piridinato, NN = N'N’ = fenantrolina.
RDC4 = NN = N'N’ = fenantrolina, ON = 5-hidroxiquinolina.

Tabla 19. Comparacion entre diferentes compuestos de rutenio de acuerdo a su lipofilicidad
y su actividad anticancerigena [77][89].

Compuesto Log Pow ICso (uM) HCT116
RAS1 -2.32 £ 0.22 288 £ 44
RAS2 -2.01 £ 0.21 175 + 22
RAS3 -1.58 £ 0.12 25.5 £ 4.0
RAS4 -1.40 = 0.15 5.76 £ 1.22
RAS5 -0.85 £ 0.02 1.19 £ 0.12
RDC1 2.05 £ 0.10 1.00 £ 0.5
RDC2 2.35 £ 0.10 0.10 +£ 0.05
RDC3 <0 > 50
RDC4 0.85 15.00 £ 5
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Recordemos que nuestro compuesto Ru-29 tiene una menor ICso (108 uM)
gue su analogo el RAS1 (288 uM). Una de las perspectivas que se tienen es
cambiar el areno como en el caso de los compuestos RAS para observar si
hay una mejoria en la actividad citotoxica, cabe mencionar que hay
diferencias entre los compuestos tipo RAS y el compuesto ciclometalado Ru-
29 debido a que este ultimo es neutro y los compuestos RAS son catidnicos.
Sin embargo, del compuesto Ru-29 hay un analogo que en lugar de tener
cloro como ligante, tiene un acetonitrilo, y el compuesto es catidnico.

AUn con los datos obtenidos en este trabajo y los que han sido publicados en
la literatura, no podemos formular una correlacién directa entre la actividad
citotdxica y el potencial redox, debido a que hay algunas inconsistencias.
Fetzer y colaboradores probaron diferentes compuestos ciclometalados de
rutenio (RDC) y de coordinacién (analogos a los compuestos polipiridinicos
que utilizamos nosotros en este trabajo), frente a la linea celular de cancer
de colon HCT116 y observaron que sus mejores resultados estaban entre
200 y 400 mV vs SCE [89]. Sin embargo, por arriba de 400 mV hay
compuestos con una concentracién de ICsg entre 2-4 uM, es decir, con una
buena actividad citotéxica comparado con el cis-platino con una
concentracion de ICsg de 8 uM.

Para nuestros compuestos existe un rango de potencial redox mucho mas
amplio, ya que para el compuesto 2a con un potencial redox de 800 mv vs
SCE hasta el compuesto 3b con un potencial redox de -316 mV vs SCE y el
valor de la concentracidén de ICsy es practicamente el mismo. La diferencia
estructural en este caso es el ligante polipiridinico, mientras que los
compuestos RDC usan fenantrolinas, los compuestos de rutenio y osmio 1-3
contienen bipiridinas.

Por otro lado, los resultados obtenidos con las enzimas purificadas GO y LDH
no son acordes con los potenciales redox, y la actividad citotéxica, ya que las
constantes de inhibicidn son muy parecidos entre si, mientras que los
potenciales redox son ampliamente diferentes, asi como la actividad
citotoxica de los compuestos de coordinacién 1a y 2a, es muy diferente a los
compuestos ciclometalados. En este caso la relacién entre las enzimas
purificadas GO y LDH y los compuestos ciclometalados indican que es
probable que los compuestos estén interactuando con las enzimas por un
mecanismo de esfera externa, intercambiando electrones con los ligantes del
complejo, debido a la similitud de las constantes de inhibicion.
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Tabla 20. Comparacion del potencial redox de los complejos ciclometalados de rutenio y
osmio vs SCE en NCMe, con 0.1 M de "BusNPFga 100 mV/s.

Compuesto E°(Ru™/™)/mV vs SCE ICso (pM) HCT116

RDC1 620 1.00
RDC2 410 0.10
RDC3 520 > 50
RDC4 530 15
1a 1500 >200
ib 933 >200
2a 800 0.3
2b 311 0.5
3a 260 0.4
3b -316 0.6

Otra causa probable de la diferencia de actividad citotdxica entre los
compuestos de rutenio y osmio 1-4 es la carga en el complejo, mientras que
en los compuestos de coordinacidon se tiene al metal en estado de oxidacion
2+ con una carga del complejo 2+, en los compuestos ciclometalados se
tiene al metal en estado de oxidacién 2+, pero con carga del complejo 1+.
Sainuddin y colaboradores sintetizaron una serie de ocho compuestos de
rutenio polipiridinicos con estado de oxidacién 2+ y carga del complejo 1+ vy
2+ [90]. Para los complejos con carga 1+ se tiene un enlace carbono metal,
es decir se forma un enlace ciclometalado, para los complejos con carga 2+
se utiliza un enlace nitrégeno metal, el resto de la estructura es la misma
para el par de complejo 1+ y 2+ (figura 71). Lo que se observa es que para
los complejos con carga 1+ la actividad citotdxica frente a la linea celular de
melanoma humano SK-MEL-28 es cercano a 1 uM, pero los compuestos con
carga 2+ tienen una actividad citotoxica superior a 300 uM, con el mismo
comportamiento para la linea celular de leucemia promeolitica humana HL60.
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Figura 71. Compuestos de rutenio polipiridinicos con ligantes de organometalicos o de
coordinacion. X = C, carga del complejo 1+; X = N carga del complejo 2+ [90].

Lo que nos hace replantearnos una cuestién équé es mas importante la carga
del complejo o el enlace ciclometalado? (incluyendo la reduccidon del
potencial redox). De momento es una incognita, para resolver esta pregunta
nos planteamos dentro de las actividades experimentales tener dos
complejos con la misma estructura pero con estado de oxidacidn diferente,
esta parte del proyecto se realizd en colaboracién con el Dr. Bernardo
Frontana en las instalaciones del Centro Conjunto de Investigacién en
Quimica Sustentable UAEM-UNAM.

Desafortunadamente este trabajo quedd inconcluso, debido a problemas en
el aislamiento de las especies formadas, es probable que estas especies sean
reactivas y que sufran reacciones de oxidorreduccion para volver al
compuesto original. Otro de los problemas en la purificacion es aislarlo de la
sal hexafluorofosfato de tetrabutil amonio que sirve como electrolito soporte
para conducir las cargas, para ello se ha pensado en utilizar otro electrolito
soporte. Se tiene el reporte de un compuesto ciclometalado de rutenio que
lograron oxidar manteniendo la misma estructura, sélo modificando el estado
de oxidacion del metal, el cual utilizaron para medir la cinética de la glucosa
oxidasa [48].
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El objetivo era establecer un método para oxidar el compuesto
[Ru™(phpy)(bpy)2]Cl a [Ru™(phpy)(bpy):]Cl,, y poder aislar la especie
oxidada.

La culminacion de esta parte experimental es una de las perspectivas que se
tienen de este trabajo, lo cual nos permitiria conocer la importancia tanto del
enlace carbono metal, como de la carga del complejo. La carga del metal es
importante debido a que es probable que no puedan atravesar la membrana
celular y por ende la actividad anticancerigena disminuya considerablemente,
debido a los mecanismos de transporte celular [91].
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6.0 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La propuesta del presente estudio fue obtener informacion sobre el
mecanismo de accidn de una serie de compuestos anticancerigenos
ciclometalados de rutenio y osmio con ligantes polipiridinicos, que permita el
desarrollo de estos complejos como una alternativa a los problemas adversos
de los compuestos de platino actualmente utilizados. Se estudié el
comportamiento con enzimas oxidorreductasas, particularmente tres:
glucosa oxidasa (GO), lactato deshidrogenasa (LDH) y prolil hidroxilasa
(PHD2), ademas de la familia de enzimas proteinas disulfuro isomerasas
(PDI).

Con anterioridad se habian estudiado otros compuestos ciclometalados de
rutenio y osmio, asi como compuestos tipo medio sandwich, o de
coordinacion. Sin embargo, no se habia investigado la interaccion de los
complejos ciclometalados con enzimas oxidorreductasas. Este trabajo es
preliminar y se necesitan de mas estudios con otras enzimas
oxidorreductasas para comprender de manera completa la actividad
citotéxica de los complejos.

Es deseable recalcar los puntos importantes de este trabajo. Primero, el
hecho indiscutible de la interaccion de los complejos con enzimas
oxidorreductasas, con glucosa oxidasa y lactato deshidrogenasa hay
inhibicion de la actividad enzimatica de ambas enzimas, lo cual es un inicio
para seguir investigando con otras enzimas oxidorreductasas involucradas en
procesos cancerigenos. Pudiera ser que alguna de ellas tenga una interaccién
mucho mas fuerte de la que en este trabajo se obtuvo, o que interaccione
con diversas enzimas, y que la suma de todas las interacciones generen la
actividad anticancerigena.

Segundo y no menos importante, la reduccion en la expresion de los genes
de la familia de enzimas PDI, ademas de la formacion de agresomas, lo cual
sugiere un dano en el reticulo endoplasmico, para confirmar esto hace falta
un analisis subcelular de nuestros compuestos. Se sabe que la formacién de
agresomas puede llevar a la muerte celular por autofagia, la cual es
independiente de p53, causante de la resistencia celular. Estos resultados
abren un panorama alentador para estos compuestos, debido a su alta
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citotoxicidad y la posibilidad de evitar la resistencia a la quimioterapia, dos
de los efectos mas deseables en la formacién de nuevos compuestos
anticancerigenos.

Si bien de momento la interaccion de los complejos con las enzimas no
explican la actividad citotéxica tan diferente entre los complejos de
coordinaciéon y los ciclometalados, si es un parametro para tener en cuenta,
debido a que con GO y LDH hay una inhibicidn de la actividad catalitica de la
enzima. Se piensa que los compuestos de rutenio y osmio interaccionan con
otras enzimas, algunas de ellas pueden participar directamente en procesos
cancerigenos.

También hay que tener en cuenta que los compuestos pueden generar estrés
en la célula de tal forma que se creen especies reactivas de oxigeno. El dafio
en el reticulo podria ser causa de estas especies, por lo que se infiere que la
aparicion de agresomas es debido al dafio en el reticulo endoplasmico,
también la disminucién en la expresion de los genes de la familia de enzimas
PDI pudiera deberse a la misma razon.

Aun cuando no esta confirmado que los compuestos estudiados en este
trabajo causen estrés celular, si es factible que la produccién de especies
reactivas de oxigeno dafien el reticulo, como otros compuestos de rutenio se
ha visto que lo hacen [71], y que de corroborarse esta hipdtesis seria de
gran ayuda para desvelar el mecanismo de accion.

Los valores obtenidos de las constantes de inhibicion de los compuestos
estudiados de osmio y rutenio son muy parecidos, asi como su actividad
citotdxica es muy parecida. En los estudios realizados en proteinas y genes
de las células HCT116, no se aprecia ninguna diferencia considerable entre
los compuestos de ambos metales.

A pesar de las diferencias intrinsecas de rutenio y osmio, como el potencial
redox o la dureza del metal, la actividad anticancerigena no se ve afectada,
lo que indica que el metal por si solo no cambia la actividad anticancerigena
y que depende de la estructura completa del complejo.
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7.0 METODOS Y METODOLOGIA

En esta seccidén se describen los siguientes métodos y condiciones:

A\

Y V V

A\

Y

Reactivos
Equipos
Sintesis de los complejos ciclometalados de rutenio y osmio.
Estudio cinético de los complejos ciclometalados con las diferentes
enzimas:

» Glucosa oxidasa (GO)

» Lactato deshidrogenasa (LDH)

» Prolyl hidroxilasa (PHD2)
Estudio de las enzimas PDI
Sintesis y purificacion del fragmento ODD de la proteina HIF-1a.
Mantenimiento celular:

> MTT

> RT-gPCR

» Western Blot

» Actividad de la enzima LDH en las células HCT116.
> Medicién de agresomas.

113



Métodos y Metodologia

7.1 REACTIVOS

Los reactivos pentdxido de fdésforo, 2-fenilpiridina, 2,2'-bipiridina, 1,10-
fenantrolina, 1,3-ciclohexadieno, magnesio, hexafluorofosfato de potasio,
Na,HPO4, NaH,PO4, hidroxido de sodio, acetato de mercurio, piruvato de
sodio, L-lactato de sodio, oxamato de sodio, acido-2-oxoglutarico de sodio,
L-prolina, D-L-prolina, alanina-prolina, glucosa, glucosa oxidasa de
Aspergillus Niger tipo (VII), lactato deshidrogenasa de musculo de conejo
tipo (XI), NADH, NAD®, cloruro de sodio, imidazol, DTT, cloruro de 2-p-
yodofenil-3-p-nitrofenil-5-fenil tetrazolio, metil sulfato de N-metilfenazonio,
acido lactico y los buffers Tris-HCl y HEPES fueron comprados en Sigma
Aldrich. El tricloruro de rutenio, hexacloroosmato de sodio y tricloruro de
osmio se compraron en Strem Chemicals. La enzima PHD2 y la proteina HIF-
la se compraron en Abnova, obtenidas a partir de germen de trigo.

Las células humanas HCT116 cancer de colon, las células humanas de
adenocarcinoma de cancer de colon SW480 y HT-29, las células humanas de
adenocarcinoma gastrico AGS y KATOIII fueron adquiridas con ATCC®
(Manassa, VA). Las células HCT116 se utilizaron en confluencia (espacio total
utilizado por las células) del 80%, para lo cual el conteo inicial de células fue
de: Caja con 96 pozos: 1x10° células /mL, se agregan 100 pL por pozo. Caja
con 24 pozos: 1.5x10° células /mL, se agrega 1 mL por pozo. Caja con 12
pozos: 2.5x10° células /mL, se agrega 1 mL por pozo. Caja con 6 pozos:
4x10° células /mL, se agregan 2 mL por pozo.
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7.2 EQUIPOS

Para la caracterizacion de los productos obtenidos se utilizaron diferentes
técnicas espectroscopicas entre ellas la resonancia magnética nuclear (RMN).
Esta técnica se llevo a cabo en un equipo JEOL GX 300 (300.5296 MHz para
'H y 75.5682 MHz para 3C). Las muestras fueron disueltas en los
respectivos disolventes deuterados CD3CN y CDCls. Se tomé como referencia
el disolvente deuterado utilizado. La espectrometria de masas se llevd a cabo
en un espectrometro JEOL de alta resolucidon modelo JIMS-SX102A mediante
el método de FAB* (bombardeo rapido de dtomo en forma de i6n positivo)
utilizando una matriz de alcohol m-nitrobencilico. La espectroscopia de
infrarrojo se llevé a cabo en un equipo Bruker Alpha-p ATR.

Los estudios electroquimicos se realizaron en un galvanostato potenciostato
AUTOLAB modelo PGSTAT12; el electrodo de referencia fue Ag/AgCl
saturado, el electrodo de trabajo de carbon vitreo (el cual se tiene que pulir y
limpiar cada vez que se utiliza para que esté completamente limpio y asi
evitar cualquier contaminacién en la superficie del electrodo), el electrodo
auxiliar fue de platino.

Se utilizé un equipo UV-Vis 2600 Shimadzu para medir a 340 nm el maximo
de absorcion de NADH con un ¢ = 6220 Mlcm™. Se utilizé un controlador de
temperatura micromulticell positioner, temperature control, para trabajar en
las celdas de reaccion a 37°C.

Para medir la variacion de la concentracion de oxigeno se utilizd un sensor
de oxigeno DO166MT pO, probe Shelfscientific, utilizando 300 pL de volumen
total y un agitador magnético dentro de la celda de trabajo.

Se utilizd el equipo de flujo laminar PSM Flux Laminar Herasafe KS Thermo
Scientific Type KS12 para la manipulacién celular. Para el mantenimiento de
las células a 37°C con 5% de CO, se utilizé una incubadora Thermo Scientific
Serie 800 WJ. El conteo celular se realizé con una camara de Malassez.

Para obtener los valores de supervivencia celular se mide a 590 nm en el
equipo de TrisStar Multimode Reader LB 942. Berthold Technologies.

Para centrifugar se utilizaron los equipos VWR MicroStar 17R, Eppendorf
centrifuge 5810. Para medir la concentraciéon y la pureza del ARN se utilizd
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un espectrofotometro marca Thermo Fisher Nanodrop 1000. Para realizar el
ensayo de reversa transcriptasa se utilizé un equipo BioRad T100 Thermal
Cycler. Para la RT-gPCR se utilizd un equipo Applied Biosystems 7500 Real
Time PCR Systems. Para cuantificar proteina se utilizé un equipo de UV-vis
Biotek Instruments UVlite a 595 nm. Para observar los inmunoensayos se
utiliza un equipo de SynGen PXi GeneSys. Se utilizaron los microscopios
Lavobert Microscope, Zeiss Axio, Apotome Zeiss.
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7.3 SINTESIS DE LOS COMPUESTOS CICLOMETALADOS
DE RUTENIO Y OSMIO

La sintesis de los compuestos de rutenio y osmio se llevaron a cabo bajo las
técnicas de Schlenk utilizando nitrégeno como gas inerte. Los disolventes
fueron secados con su respectivo agente secante de acuerdo a la tabla 21.

Tabla 21. Agentes secantes para los disolventes utilizados

Diclorometano Pentéxido de fosforo
Metanol Metdxido de magnesio
Etanol Etdéxido de magnesio
Acetonitrilo Pentéxido de fosforo

Otros disolventes grado HPLC como éter etilico anhidro, hexano e
isopropanol se utilizaron como se recibieron. También se utilizd agua
desionizada como fue recibida.

Los compuestos 1a, 2a, 3a, 1b, 2b, 3b, 4, 5, 6, Ru-29, Ru-34 y Ru-49
que se informan en esta tesis fueron sintetizados conforme a la referencia
reportada respectivamente para cada compuesto y caracterizados por las
técnicas de IR, *H RMN y espectrometria de masas por la técnica de FAB*, en
todos los casos los datos fueron acordes con lo mencionado en la literatura.

Sintesis del derivado organomercurado [Hg(phpy).] [92]

En un matraz bola se mezclan 2.06 mL (14 mmol) de 2-fenilpiridina (phpyH)
en 30 mL de etanol absoluto, la mezcla se agita por 30 min, mientras que en
otro matraz se mezclan 10.00 g (31 mmol) de acetato mercurico, 2 mL de
acido acético en 150 mL de etanol absoluto, se agita durante el mismo
tiempo. La primera disolucién se agrega a la segunda, y la mezcla se agita
durante 24 horas. Concluido el tiempo de reaccién se calentd a reflujo de
etanol por 6 horas y se obtuvo una suspensién blanca que se filtra en
caliente. Se evaporo el disolvente y el liquido obtenido se enfria y cristaliza.
Los cristales se disuelven en etanol caliente y se filtran, recibiéndolos en 150
mL de una solucion saturada de NaCl. Se agita por 1 hora para formar un
precipitado blanco que se filtra al vacio. El sdlido se disolvié en 150 mL de
CH,CI;,, se agita durante 2 horas y se filtra. Mientras tanto, se prepara una
disolucién de estanito de sodio a partir de 2.70 g (14 mmol) de SnCl, y 5.00
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g (125 mmol) de NaOH en 50 mL de agua. En esta disolucién se agrega el
filtrado anterior y la mezcla permanecié en agitacion por 20 min. Después,
se separan las 2 fases; a la fase acuosa se le hacen 3 extracciones con
CH,Cl, y la fase organica se lava con agua y se seca con MgSQ,, se filtra y
evapora hasta sequedad. Finalmente, se hizo una recristalizacion por par de
disolventes con CH,Cl,/etanol. Se obtuvieron 3.52 g (50%) de cristales color
blanco.

Sintesis del precursor [OsCl(u-Cl)(n°-CsHs)]> [93]

En un matraz de Schlenk se agregan 0.97 g (2.75 mmol) de OsCl;¢3H,0, 3
mL (32 mmol) del 1,3-ciclohexadieno en 50 mL de etanol absoluto, la mezcla
de reaccion se deja a reflujo de 49 horas. Al término del tiempo se observa
un precipitado de color amarillo, el cual se filtra con vidrio poroso y se lava
con 30 mL de dietil éter. Se obtienen 820 mg (95%) de un polvo de color

amarillo.
@\ e /CI

Os Os

AN
CI/ \CI/
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Sintesis del precursor [Os(0-CsHapy-«C,N)(n°-CsHs)(NCMe)]PFs[93]

En un matraz de Schlenk se mezclan 100 mg (0.147 mmol) de
[OsCI(p-Cl)(n®-benceno)]>, 12 mg (0.294 mmol) de NaOH, 91 mg (0.588
mmol) de KPFg, 49 pL (0.294 mmol) de 2-fenilpiridina en 15 mL de
acetonitrilo, la mezcla de reaccidén se deja en agitacion por 48 horas a 40°C.
Al término del tiempo se evapora el disolvente y se purifica en una columna
de alimina eluyendo con CH,Cl,, colectando la fraccion amarilla vy
evaporando el disolvente para obtener 95 mg (54%) de un polvo amarillo.

A2
\\

PF6

\\N

Sintesis del precursor [OsCl(0-CsHspy-xC,N)(n°-CsHs)] [93]

En un matraz de Schlenk se mezclan 100 mg (0.147 mmol) de
[OsCI(p-Cl)(n®-benceno)]z, 49 pL (0.294 mmol) de 2-fenilpiridina en 15 mL
de metanol. La mezcla de reaccidon se deja en reflujo por 24 horas. Al
término del tiempo se evapora el disolvente y se purifica en una columna de
alumina eluyendo con CH,Cl,, colectando la fraccion amarilla, evaporando el
disolvente. Se obtiene 80 mg (59%) de un sdlido color amarillo.

AN

\\N/\

G Cl

Sintesis de [Os(bpy)3]Cl> [94]

En un matraz de Schlenk se mezclan 100 mg (0.235 mmol) de Na[OsClg], en
6 mL de etilenglicol, se deja en agitacion por 15 minutos, para
posteriormente afadir 110 mg (0.705 mmol) de 2,2'-bipiridina (bpy) dejando
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la mezcla de reacciéon 4 horas a reflujo. Se forma un sdélido verde que se
filtra y se lava con éter etilico.

cly

Sintesis de [Os(0-CsHpy-«xC,N)(bpy)>]PFes [95]

En un matraz de Schlenk se mezclan 70 mg (0.114 mmol) de
[Os(0-CeHapy-kC,N)(n®-Ce¢Hg)(NCMe)]PFs, 46 mg (0.254 mmol) de
2,2'-bipiridina en 10 mL de metanol, la mezcla de reaccién se deja a reflujo
por 24 horas. Al término del tiempo se evapora el disolvente y se purifica en
una columna de alumina eluyendo con CH,Cl,-acetonitrilo 90-10, colectando
la fraccidn morada, evaporando el disolvente para obtener 74 mg (68%) de
un sélido morado.
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Sintesis de [Os(0-CsH4py-«xC,N)2(bpy)]PFs [18]

En un matraz de Schlenk se mezclan 100 mg (0.225 mmol) de
[OsCl(0-CgHapy-xC,N)(n®-CsHs)]1, 55 mg (0.110 mmol) de
[Hg(0-CeHapy-«C,N)2], 35 mg (0.225 mmol) de 2,2'-bipiridina y 80 mg
(0.435 mmol) de KPFg en 15 mL de etanol, la mezcla de reaccion se agita
30°C por 48 horas. Al término del tiempo se evapora el disolvente y se
purifica en una columna de alumina utilizando como eluyente CH,Cl,/NCMe
90-10. Se colecta la banda color café, evaporando el disolvente para obtener
85 mg (49%) de un sélido color café obscuro.

Sintesis de [Os(0-CsHpy-xC,N)3] [18]

En un matraz de Schlenk se mezclan 100 mg (0.225 mmol) de
[OsCl(0-CgHapy-xC,N)(n°-CsHe)]1, 275 mg (0.540 mmol) de
[Hg(o-CeHapy-«xC,N)2], en 15 mL de metanol, la mezcla de reaccion se agita
a temperatura ambiente durante 25 horas. Al término del tiempo se evapora
el disolvente. Se purifica en una columna de alumina utilizando como
eluyente CH,Cl,. Se colecta la fraccién roja, evaporando el disolvente para
obtener 150 mg (96%) de un sdlido color café obscuro.
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Sintesis de [Os(0-CgH4py-«xC,N)(fen)(NCMe),]PFs[93]

En un matraz de Schlenk se mezclan 120 mg (0.204 mmol) de
[Os(0-CeHapy-kC,N)(n®-CeHg)(NCMe)]PFs, 45 mg (0.246 mmol) de
1,10-fenantrolina en 10 mL de acetonitrilo, la mezcla de reaccidon se deja a
reflujo por 48 horas. Al término del tiempo se evapora el disolvente. Se
purifica en una columna de alumina utilizando como eluyente CH,Cl>-
acetonitrilo 95-5%. Se colecta la fraccion morada, evaporando el disolvente
para obtener 99 mg (64%) de un sélido color morado.

PFs

Sintesis de [Os(0-CsHapy-«xC,N)(fen),]PFs [93]

En un matraz de Schlenk se mezclan 140 mg (0.228 mmol) de
[Os(0-CeHapy-xC,N)(n®-CeHs)(NCMe)]PFs, 92 mg (0.508 mmol) de
1,10-fenantrolina en 10 mL de metanol, la mezcla de reaccién se deja a
reflujo por 48 horas. Al término del tiempo se evapora el disolvente. Se
purifica en una columna de alumina utilizando como eluyente CH,Cl>-
acetonitrilo 99-1%. Se colecta la fraccion morada, evaporando el disolvente
para obtener 160 mg (82%) de un sélido color morado.

PFs
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Sintesis del precursor [RuCl(u-Cl)(1n°-CeHs)]> [96]

En un matraz bola se disuelven 4.69 g (19.0 mmol) de RuCl;exH>0O en 100.0
mL de etanol absoluto, se agregan 17.0 mL (128.0 mmol) de
1,3-ciclohexadieno y se calienta a reflujo por 4 horas. Al término del tiempo
se enfria a temperatura ambiente. El producto comienza a sedimentarse
formandose un sodlido café, una vez que todo precipita es filtrado, se obtiene
un solido amorfo, el cual se lava con 40.0 mL de dietiléter y es secado al
vacio. Se obtuvo 4.00 g de un sélido color rojo, con un rendimiento del 84%.

@\ A
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Sintesis del precursor [Ru(o-CsH4py-xC,N)(NCMe)4]PFg[97]

En un matraz de Schlenk se mezclan 500 mg (1 mmol) de
[RuCl(p-Cl)(n® benceno)]z, 310 mg (2 mmol) de 2-fenilpiridina, 104 mg (2.6
mmol) de NaOH, 552 mg (3 mmol) de KPFgs, en 30 mL de acetonitrilo. La
mezcla de reaccidn se deja 20 horas a 45°C. Al término del tiempo se
purifica en una columna de alumina, utilizando como eluyente CH,Cl,. Se
colecta la fraccion amarilla, evaporando el disolvente para obtener 750 mg
(65%) de un solido color amarillo.
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Sintesis del precursor [Ru(o-CsH4sCH>NMes-xC,N)(n°-CsHgs)(NCMe)]PFs [97]

En un matraz de Schlenk se mezclan 500 mg (1mmol) de
[RuCl(p-Cl)(n® benceno)],, 270 mg (2 mmol) de dimetilbencilamina, 120 mg
(3 mmol) de NaOH, 736 mg (4 mmol) de KPFs, en 30 mL de acetonitrilo. La
mezcla de reaccidon se deja a temperatura ambiente durante 24 horas. Al
término del tiempo se purifica en una columna de alimina utilizando como
eluyente CH,Cl,. Se colecta la fraccion amarilla, evaporando el disolvente
para obtener 608 mg (61%) de un solido color amarillo.

PF,

Ru

N——
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Sintesis del precursor [Ru(o-CsH4,CH>NMe,-xC,N)(bpy)(NCMe),]PFs [98]

En un matraz de Schlenk se mezclan 395 mg (0.79 mmol) de
[Ru(0-CeH4sCH2NMe-xC,N)(n®benceno)(NCMe)]PFs, 123 mg (0.79 mmol) de
2,2'-bipiridina, en 30 mL de acetonitrilo. La mezcla de reaccién se deja a
50°C durante 24 horas. Al término del tiempo se evapora el disolvente y se
purifica en una columna de alimina eluyendo con CH»Cl,. Se colecta la
fraccion roja obscura, evaporando el disolvente para obtener 404 mg (85%)
de un solido color morado.

\\'E /// PF,
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Sintesis de [Ru(bpy)s]Cl> [99]

En un matraz de Schlenk se mezclan 300 mg (1.4 mmol) de RuCl;, 791 mg
(5mmol) de 2,2’-bipiridina, en 4 mL de etilenglicol, la mezcla de reaccién se
deja a reflujo durante 20 horas. Al término del tiempo se diluye la mezcla de
reaccién con 12 mL de isopropanol, esta mezcla se agrega gota a gota en
éter etilico para precipitarlo sobre las paredes del matraz. Se obtienen 550
mg (60%) de un sélido color anaranjado.

cl,

Sintesis de [Ru(o-CgH4py-xC,N)(bpy)2]PFs[17]

En un matraz de Schlenk se mezclan 500 mg (0.88 mmol) de
[Ru(0-CgH4py-xC,N)(NCMe)4]PFs, 302 mg (1.95 mmol) de 2,2'-bipiridina, en
20 mL de metanol, la mezcla de reaccion se deja a reflujo durante 20 horas.
Al término del tiempo el disolvente es evaporado y se purifica en una
columna de alumina utilizando como eluyente CH,Cl,. Se colecta la fraccién
morada, evaporando el disolvente se obtienen 810 mg (58%) de un sdlido
color morado.
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Sintesis de [Ru(o-CsH4py-xC,N)2(bpy)]PFs [17]

En un matraz de Schlenk se mezclan 120 mg (0.19 mmol) de
[Ru(o-CgH4CH:NMes-kC,N)(bpy)(NCMe),]PFs, 198 mg (0.38 mmol) de
[Hg(phpy)2], en 15 mL de metanol, la mezcla de reaccidon se deja a reflujo
durante 20 horas. Al término del tiempo se purifica en una columna de
alimina eluyendo con una mezcla CH,Cl,/NCMe 95-5%. Se colecta la
fraccion verde, evaporando el disolvente para obtener 66 mg (48%) de un
sdlido color verde obscuro.

Sintesis de [Ru(n°-CsHs)(0-CsH4-2-phpy-xC,N)Cl] [74]

En un matraz de Schlenk se mezclan 94 mg (0.20 mmol) de Hg(phzpy)Cl y
50 mg (0.10 mmol) de [Ru(n6—C6H6)CI2]2 en 10 mL de metanol. Se calienta a
reflujo durante 24 horas. Al término del tiempo se purifica en una columna
de alimina eluyendo con una mezcla CH,Cl,/NCMe 90-10%. Se colecta la
fraccion de color anaranjado, evaporando el disolvente para obtener 48 mg
(53%) de un sélido color anaranjado.
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Sintesis del compuesto [Ru(o-CsH4-2-Phpy-xC,N)(bpy)2]PFs [74]

En un matraz de Schlenk se mezclan 35 mg (0.226 mmol) de 2,2'-bipiridina,
50 mg (0.112 mmol) de [Ru(n®-CsHs)(0-CeHs-2-phpy-xC,N)CI] y 41 mg
(0.226 mmol) de KPFg en 10 mL de metanol. Se calienta a reflujo durante 24
horas. Al término del tiempo se observa una disolucion morada, el disolvente
es evaporado a sequedad. Al término del tiempo se purifica en una columna
de alimina eluyendo con una mezcla CH,Cl,/NCMe 85-15%. Se recupera la
fraccion de color morado, evaporando el disolvente para obtener 46 mg
(52%) de un soélido color morado.

PFs

Sintesis de [Ru[1,3-bis(2-piridil)-CsH3-xNCN](fen)(NCMe) JPFs [74]

En un matraz de Schlenk se mezclan 32 mg (0.0642 mmol) de
[Ru(n®-CeHs)Cl2]o, 60 mg (0.128 mmol) de [Hg(phpy2)Cl], 35 mg (0.385
mmol) de KPFs en 10 mL de acetonitrilo. Se deja a temperatura ambiente en
agitacion durante 2 horas. Al término del tiempo se observa una disolucion
color anaranjado, el disolvente es evaporado hasta tener 2 mL de
acetonitrilo. Se purifica en una columna de alimina eluyendo con una mezcla
CH,CI;/NCMe 50-50% se recupera una fraccidn de color anaranjado, el
disolvente se evapora hasta aproximadamente 10 mL. A esta disolucion se
adicionan 11 mg (0.128 mmol) de 1,10-fenantrolina, la mezcla de reaccién
gueda bajo agitacion a temperatura ambiente durante 24 horas. Al término
del tiempo se observa una disolucidn roja, el disolvente es evaporado a
sequedad. Se purifica en una columna de alumina eluyendo con CH,Cl, se
recupera una fraccion de color rojo. Se obtienen 32 mg (69%) de un sodlido
de color rojo.
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PFs

Ru-43

Intercambio de contraion por reaccion de metatesis.

Para mejorar la solubilidad en agua de los complejos organometalicos 1a,
2a, 3a, 1b, 2b y 3b, 5, 6, Ru-29, Ru-34 y Ru-43 en agua, se realizé una
reaccion de metatesis, es decir un intercambio del anién PF¢” por CI” con una
columna Dowex 8x 100 en forma de cloruros [100].

r 1 PF B 1a
e 5
N/,,/“, ‘ \\\\\\\C Columna Dowex 8x 100 N//,,,” ‘ :
M en forma de CI° M.

e
| — N ‘ W
N

M:a=Ru; b=0s

Figura 72. Intercambio de contraién de PFs" a CI° para mejorar la solubilidad de los
complejos organometalicos [100].

El compuesto se disuelve en metanol, o mezcla metanol acetonitrilo, se hace
una pequena columna de 0.2 cm de diametro con la resina Dowex 8x 100
utilizando como eluyente una mezcla 1:1 metanol-acetonitrilo. La
desaparicion de la banda a 830 cm™ en el espectro de IR indica el completo
intercambio de contraién.
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7.4 ESTUDIO DE LOS COMPLEJOS CICLOMETALADOS
CON LAS ENZIMAS

En esta seccidon se describe la metodologia que se siguid para medir las
cinéticas con las enzimas glucosa oxidasa, lactato deshidrogenasa y prolil
hidroxilasa y los compuestos de rutenio y osmio. Se utilizaron dos diferentes
metodologias. Para las enzimas GO y PHD2 se utilizd un sensor de oxigeno,
mientras que para la enzima LDH se utilizd un equipo UV-Vis.

7.4.1 GLUCOSA OXIDASA (GO)

Estudio cinético de la glucosa oxidasa.

Se monitored la reaccién enzimatica de la oxidacion de B-D-glucosa a
5-D-gluconolactona a 25°C, midiendo la concentraciéon de oxigeno utilizando
un sensor de oxigeno DO166MT pO, probe Shelfscientific, un buffer de
acetatos 0.1 M a pH = 5, las concentraciones de glucosa fueron 0.1, 0.05,
0.025, 0.0125, 0.0062 y 0.0031 M, en presencia de [1x10®] M de glucosa
oxidasa utilizando los compuestos de osmio [Os(bpy)3]Cly,
[Os(0-CeHapy-xC,N)(bpy)2]Cl, [Os(0-CeHapy-«xC,N)2(bpy)]Cl, [Os(phpy)s]. La
disolucion stock de glucosa se prepard en agua desionizada, todos los
complejos se disolvieron en agua desionizada con 10% de metanol para
tener una disolucion stock de 0.03 M, excepto el complejo [Os(phpy)s], el
cual se disolvié en agua desionizada con 20% de DMSO. Las concentraciones
de los complejos de osmio en la celda de reaccién fueron 0.00125, 0.0025,
0.005 y 0.01 M.

Las cinéticas de reaccion se midieron en ausencia y presencia de los
complejos organometdlicos, dejando 10 segundos de agitacion antes de
anadir la enzima, momento en el cual comienza la reaccién. Se monitoreé la
reaccion de 0 a 480 segundos, tomando la parte lineal del decremento de la
concentracion de oxigeno con respecto del tiempo, como velocidad inicial. En
todo momento se mantuvo una agitacién constante.
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7.4.2 LACTATO DESHIDROGENASA (LDH)

Estudio cinético de la lactato deshidrogenasa.

Se midié la cinética de oxidacidon de piruvato a L-lactato y la reduccidon de
L-lactato a piruvato asi como la conversion de NADH a NAD" a 340 nm
debido a que el NADH tiene un maximo de absorcién ¢ = 6220 Mlcm™. Se
monitored la concentracion de NADH en un equipo Shimadzu UV-Vis 2600.
En la reaccidn de oxidaciéon se midié el decremento de la absorbancia del
NADH de 0 a 480 segundos y en la reaccion de reduccion se midié la
aparicion de la absorbancia de NADH a 340 nm de 0 a 1800 segundos. Estas
reacciones se midieron a 37°C, utilizando un buffer de fosfatos 0.05 M a
pH = 7.5. Se utilizaron los compuestos de rutenio [Ru(bpy)s]Cly,
[Ru(o-CgH4py-xC,N)(bpy)2]CI, [Ru(o-CeHaspy-xC,N)2(bpy)]Cl, y de osmio
[Os(bpy)s]Cly, [Os(0-CgHapy-«C,N)(bpy)2]Cl, utilizando tres diferentes
concentraciones 5x107°, 1x10® y 2 x10® M. Todos los complejos se
disolvieron en agua desionizada con 10% metanol para tener un stock de
1x107 M. Se preparé una disolucién stock de la enzima LDH 2x108 M y se
utilizé a una concentracidn de 4x1071°M dentro de la celda de reaccidn.

El stock de los reactivos NAD™, L-lactato y piruvato se prepardé en agua
destilada, mientras que el stock de NADH se prepard en 0.03 M de Na,COs.

Actividad de LDH en células de cancer de colon HCT116.

Se midid la actividad de LDH en la linea celular HCT116 cancer de colon en el
sobrenadante y dentro de las células, en presencia de oxamato y de los
complejos organometalicos de acuerdo al procedimiento previamente
descrito [81]. La extraccién de ARN de las células HCT116 cancer de colon
fue utilizando el reactivo de TRIzol, para posteriormente realizar la reaccion
de la transcriptasa reversa con 2 mg de ARN, seguido por g-PCR en el equipo
Bio-Rad iCycler thermal cycler utilizando iQ SYBR Green supermix (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). Se utilizaron los genes LDHA y LDHB, y como
gen estandar GADPH. El analisis de proteinas por medio de la técnica de
Western Blot se realizé conforme a lo reportado [80]. El inmunoensayo se
realizd con el anticuerpo LDH (H-160) utilizando actina como anticuerpo
estandar. Las membranas se revelaron utilizando como anticuerpo
secundario peroxidasa de rabano-conjugada (anti-rabbit 1/10000, -mouse
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1/10000, Thermo Fisher, IL), y se reveld con ECL (Thermo Fisher, IL)
utilizando para su visualizacion el equipo SynGen PXi GeneSys.

Estudio teorico de LDH.

Los datos de las estructuras de rayos X para los compuestos 1a [101] y 2a
[102] fueron optimizados utilizando la teoria de DFT en Gaussian 09 rev.
B.01. Los parametros hibridos de Becke [103][104], asi como las
correlaciones funcionales Lee-Yang-Parr [105], fueron usados en la maxima
optimizacién geométrica. La optimizacion de rutenio fue realizada por la serie
lanl2dz [106][107][108], para los demas atomos se usd la serie 6-31+G(d).
Mientras que la estructura de la LDH se tomé del Protein Data Bank. Las
estructuras optimizadas de los complejos 1a y 2a fueron acopladas al
tetramero de LDH utilizando Autodock [109]. El primer paso fue localizar los
sitios de unién de los complejos 1a y 2a, posicionandolos de forma aleatoria
en las cercanias del conféormero abierto. La dimensién del espacio se
establecié como 126x126x126 A, por una separacién de cada punto de 0.375
A. Cincuenta repeticiones fueron desarrolladas con 27,000 operaciones
algoritmicas sobre una simple poblacién de 150 individuos. Todos los
resultados de los compuestos 1a y 2a fueron agrupados en 53 grupos. Cada
modo de unidn de las 53 agrupaciones fue seleccionada para acoplarse en las
cercanias del sitio de unién en una celda de 60x60x60. La separacion entre
puntos fue de 0.375 A. Diez algoritmos genéticos Lamarkianos fueron
desarrollados sobre una simpe poblacion de 150 individuos. Para cada
proceso de acoplamiento las cargas de Gasteiger fueron asignadas, para
todos los atomos no metalicos de la proteina y el complejo. La carga neta
para el atomo de rutenio fue de 2+. Las graficas obtenidas fueron
preparadas utilizando Pymol [110].

7.4.3 PROLIL HIDROXILASA (PHD2)

Estudio cinético de la prolil hidroxilasa.

Para el estudio de la enzima prolil hidroxilasa se utilizé un sensor de oxigeno
DO166MT pO, probe Shelfscientific para medir la variacion de la
concentracion de oxigeno en una celda de trabajo. El volumen total de la
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celda de trabajo fue de 300 uL, se utilizaron los buffers de fosfatos, Tris-HCI
y HEPES a una concentracién de 0.05 M a un pH = 7.5.

Sintesis del fragmento ODD de la proteina HIF-1 .

El segmento de la proteina HIF-1os30-698) Se sintetizd y purificé de acuerdo al
siguiente protocolo [88]:

Expresion de HIF-1a de los residuos 530-698 en E. Coli con el plasmido
MpRSETHIisLipoTEV-ODDD.

Se transformd el plasmido mpRSETHisLipoTEV-ODDD en E. Coli C41 una
noche antes de la expresién, inoculando 50 mL de 2xTY con ampicilina 100
ug/ml. Se incubd durante 3 horas a 37 °C, transfiriendo 10 mL de cultivo a
1L de 2xTY con ampicilina 100 ug/ml. El medio se precalenté a 37°C antes
de agregar los 10 mL del cultivo. Este cultivo se incubd a 37°C hasta que la
densidad Optica a 600 nm alcanzd 0.8. Posteriormente se agregd IPTG para
tener una concentracién dentro del matraz de 1 mM y se agregdé ampicilina
fresca a una concentracion final de 50 ug/ml. Se continué incubando por 4
horas mas a 37 °C. Se centrifugan las células y se congelan con nitrégeno
liquido.

Purificacion de HIF-1« residuos 530-698.

Al pellet obtenido se le agregan 30 mL de buffer de lisis, inhibidor de
proteasas y 1 mg/mL de lisozima. El sobrenadante obtenido se purifica
utilizando una columna de Ni*2.

Se digiere la proteina de fusion con la proteasa TEV. Y posteriormente se
realiza una columna 30S 0-100% de buffer B, con un flujo de 5 mL/min.

Columna-S Buffer A Columna-S Buffer B

50 mM Tris-HCl pH=7.2, 30 mM NaCl 50 mM Tris-HCl pH=7.2, 1 M NaCl

Se concentra la fraccidn que contenga la proteina a 10 mL y se realiza una
columna de filtracién en gel superdex 200.

Gel Filtracién buffer: 50 mM Tris pH = 7.2, 300 mM NaCl, 10 % glicerol, 5
mM de DTT.
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7.4.4 PROTEINAS DISULFURO ISOMERASAS (PDI)

Estudio de las enzimas PDI con los complejos organometalicos.

Para medir la influencia de los complejos sobre las PDI se utilizaron dos
meétodos distintos.

Se utilizé la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa RT-qPCR la
cual amplifica millones de veces una secuencia especifica de ADN, esta
técnica permite detectar cambios en la expresion de los genes mediante los
niveles de ARN procedentes de las células. Para ello se utilizaron los genes
ERP29, PDI3, PDI4, PDI5, PDI6 con los compuestos 2a, 2b, 3a y 3b.

Estudio de agregados de proteinas.

Se midid la actividad de los compuestos organometalicos en el reticulo
endoplasmico de acuerdo al método reportado previamente [111]. Los
ensayos se realizaron en una caja estéril de 24 pozos, a la que se le afiadid
un portaobjetos circular. Para poder fijar las células se afiadid L-ornitina a
50ug/mL. Se agregd ProteoStat® Aggresome Detection, para medir la
fluorescencia con los agresomas. Se observé la fluorescencia con los
microscopios Zeiss Axio, Apotome Zeiss.
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Tabla Al. Obtencidon del maximo de absorcién (¢) M*cm™. La longitud de onda se midié en

nanometros.
Maximos de absorcion

Complejo enm(Micm™)
1a 453=10127"; 350=4288"; 455=12243% 355=4981°.
2a 540=8986"; 45,=8274"; 40,=9229"; 35,=10755";
550=10285%; 404=9221%; 403=111649; 3,,=12417°.
3at 623=1001"; 304=5819"; 555=17779; 30s=7233°
1b 481=8427"; 43,=7908"; 365=6712"; 3,,=6375";
484=83879; 453=80869; 3;,,=6914¢,
2b 547=9409"; 41;=13291"; 37, =12018"; 553=7135%;
415=7938%; 36,=7662°.
3b 371=6023"; 540=7677%; 415=9933¢.
4 414=4465d.
5 494=3646"; 377=4540"; 265=33920"; 451=5234¢;
381=4904h;
6 53a=2671"; 265=20419"; ,24=18165"; 533=10027¢;

481=9909%; 355=2557¢.
h = H,0; d = DMSO.
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Figura Al. Imagenes de fluorescencia usando los canales DAPI y Cy5. Ensayo 2, 24 horas
de tratamiento.
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Figura A2. Imagenes de fluorescencia usando los canales DAPI y Cy5. Ensayo 3, 24 horas
de tratamiento.
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Lactate dehydrogenase (LDH) is a redox enzyme often overexpressed in cancer cells allowing their survival in
stressful metabolic tumor environment. Ruthenium(Il) complexes have been shown to impact on the activity
of purified horseradish peroxidase and glucose oxidase but the physiological relevance remains unclear. In this
study we investigated how ruthenium complexes impact on the activity of LDH in vitro and in cancer cells and
performed a comparative study using polypyridine ruthenium(Il) complex [Ru(bpy)s]*>* (1) and its structurally
related cyclometalated 2-phenylpyridinato counterpart [Ru(phpy)(bpy).]* (2) (bpy = 2,2'-bipyridine,

gﬁ{ﬂfm phpyH = 2-phenylpyridine). We show that the cytotoxicity in gastric and colon cancer cells induced by 2 is
Cyclometalation significantly higher compared to 1. The kinetic inhibition mechanisms on purified LDH and the corresponding in-
Lactate dehydrogenase hibition constants K; or i 5 values were calculated. Though complexes 1 and 2 are structurally very similar (one
Cytotoxicity Ru—C bond in 2 replaces one Ru—N bond in 1), their inhibition modes are different. Cyclometalated complex 2

Molecular docking

behaves exclusively as a non-competitive inhibitor of LDH from rabbit muscle (LDH,n,, strongly suggesting that 2
Enzyme inhibition

does not interact with LDH in the vicinities of either lactate/pyruvate or NAD*/NADH binding sites. Sites of inter-
action of 1 and 2 with LDH,,, were revealed theoretically through computational molecular docking. Inhibition of
LDH activity by 2 was confirmed in cancer cells. Altogether, these results revealed an inhibition of LDH activity by
ruthenium complex through a direct interaction structurally tuned by a Ru—C bond.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Cyclometalated ruthenium(Il) compounds, i.e. complexes contain-
ing chelated Ru—C sigma bonds (RDC, Ruthenium Derived Compound)
such as 2, have recently been studied as efficient anticancer agents [1-
3]. They are particularly interesting due to their lower in vivo toxicity
and insensibility toward resistance mechanisms compared to the
well-recognized metal-containing drug cisplatin [2]. In addition, they
show higher in vitro cytotoxicity compared to several other well-charac-
terized ruthenium-based compounds [4]. The much higher activity of
RDC compared to their structural homologues which do not contain
any Ru—C bond, viz. 2 versus 1 (Chart 1) remains enigmatic [5].

The mechanism of anticancer action of RDCs is also still enigmatic,
though several attempts to disclose it have been made [3] and a few
mechanistic hypotheses have been put forward [5,6]. RDCs and a couple
of other compounds similar to 1 [7] differ from the majority of rutheni-
um-containing anticancer drugs [4,8-19] in their inertness to ligand
substitution of the coordination sphere. Ligands in RDCs are strongly

* Corresponding author.
E-mail addresses: ronan@unam.mx, lelagadec@gmail.com (R. Le Lagadec).

http://dx.doi.org/10.1016/j jinorgbio.2016.07.014
0162-0134/© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

bound to the central metal and they are challenging to replace thermally
though their lability can be enhanced by light [20,21]. The substitution
inertness of RDCs precludes easy binding to biological targets through
the formation of coordinative bonds similar to those recently described
[14,22,23]. Binding of intact RDCs to DNA has been shown [2,6,24] and
further explored [5,25,26] though these studies did not shed much
light on the mechanism of their anticancer action. Other mechanistic
options have been explored to show that induction of both the oxidative
stress and unfolded protein response (UPR) stress pathways are inde-
pendent of any DNA interaction [2,6,27].

[ele]o} Ccoo
| LDH
Cz--4 + NAD"* C + NADH + H*
X
H3C/ \OH Hsc/ o 1)
L-lactate pyruvate

However, how these pathways are exactly induced by RDCs remains
unknown. One hypothesis is that RDCs could affect the activity of essen-
tial redox metabolic enzymes leading to oxidative stress that ultimately
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Cl

Chart 1. Coordinative (1) and cyclometalated (2) ruthenium(Il) complexes used in this work.

could induce the UPR pathway. This is supported by our previous find-
ings that the cytotoxicity of RDCs correlates with a specific window of
their redox potential, that RDCs can inhibit the activity of purified
redox enzymes, namely horseradish peroxidase and glucose oxidase,
and that a ruthenium arene complex indeed induces endoplasmic retic-
ulum stress via reactive oxygen species (ROS) production [28]. Impor-
tantly, such activity on selected redox metabolic enzyme could also
provide some explanation on the more selective cytotoxicity of RDCs to-
ward tumor cells and help to bypass resistance mechanisms involving
DNA repair processes.

Indeed, a very distinctive feature of tumor cells is their enhanced lac-
tate production due to high glucose import and induced glycolic metab-
olism [29]. This phenomenon known as the Warburg effect is yet poorly
understood at a molecular level. The metabolic changes in the tumor
micro-environment, i.e. hypoxia and low pH, seem to play important
roles by regulating specific signaling pathways including HIF1 (hypoxia
inducible factor 1) and the unfolded protein response pathway. The
pathways are essential to ensure the survival of cancer cells through
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Fig. 1. Impact of ruthenium compounds on LDH activity and expression in gastric cancer
cells. AGS cells were treated for 4 hours with the indicated compounds at the ICsq and
the IC7s. LDH activity was measured by enzymatic assays (A) and LDH protein level was
assessed by Western blot. Actin was used as loading control. Experiments were done in
triplicate. Bars represent means with standard deviations. * Indicates statistical
differences (<0.01) assessed by ANOVA followed with Tuckey post-test.

the control of (i) activity and expression of several redox enzymes (0x-
idoreductases) necessary to produce ATP/energy and (ii) biosynthesis
of amino acids, nucleic bases and biomacromolecules. Among these en-
zymes is lactate dehydrogenase (LDH) [30], which catalyzes the produc-
tion of lactate in the final step of the glycolytic pathway [31]. The
important role of LDH was confirmed by the elevated expression of
the Idha gene in many tumors. Furthermore, inhibition of Idha expres-
sion reduces tumor aggressiveness and resistance to chemotherapy
[32]. This makes LDH an emerging anticancer target [33,34]. Hence, to
further understand the anticancer activity of RDCs we decided to corre-
late their cytotoxic activity with their impact on the activity of LDH both
in vitro using purified enzymes and in cancer cells. In addition, we used
two compounds structurally very similar but varying in a way that their
redox potential was the only noticeable difference, allowing us to fur-
ther understand the physicochemical determinant essential for their bi-
ological activity.

Diminishing the catalytic activity of LDH represents an approach to
fight cancer and therefore significant efforts have recently been aimed
at the design and synthesis of powerful inhibitors of LDH [35,36] despite
the fact that the inhibition of LDH had been thoroughly studied a few
decades ago [37-42]. A challenging mechanistic option for the LDH an-
ticancer action could be associated with triggering elevated ROS by loss
of LDH activity through the negative feedback on glycolysis and the syn-
thesis of glutathione — the major antioxidant of the cell [43]. The facts
mentioned above regarding the LDH/cancer dilemma prompted us to
look at the anticancer activity of RDCs through the prism of their inhib-
itory capability of LDH. It is well established that metal complexes do re-
duce the catalytic activity of LDH. Examples include arylthallium(III)
reagents [44], cisplatin and other platinum compounds [45], as well as
copper complexed to 2,2’-bypyridine derivatives [46]. It has also been
shown that ruthenium compounds can bind to and modulate the activ-
ity of enzymes [22,47-49]. In particular, compound 2 is a noncompeti-
tive inhibitor of glucose oxidase from Aspergillus niger with K; =
0.036 M [50]. Thus, it was anticipated that 2 could retard the activity
of LDH as well and therefore we have investigated in detail the inhibi-
tion of LDH by 2 and its structural analog 1. LDH from rabbit muscle
(LDH,,), which X-ray structural data are known [51], was used in our
study as a representative lactate dehydrogenase. The retardation of
LDH,, by 1 and 2 was explored in both oxidative and reductive process-
es (see Eq. (1)) with respect to all four substrates involved, viz. L-lactate,

Table 1
Cytotoxicity of 1 and 2 on gastric and colon cancer cells with wild type p53 or mutated p53
genes.

Complex ICso [UM]
AGS KATOIII HCT116 SW480
1 >200 >200 >200 >200
2 1.4 £+ 0.06 0.7 + 0.04 1.6 + 0.61 1.3 £+ 042
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Fig. 2. (a) Steady-state rates of LDH,,-catalyzed oxidation of L-lactate by NAD™ as a function of lactate concentration in the presence of 2 [(0.0, 0.5, 1.0 and 2.0) x 10~* M (a-d,
respectively)] at pH 7.5 and 37 °C. Other conditions: [LDH;m] 4 x 10~ '° M, [NAD*] 1.0 x 10~> M. (b) Lineweaver-Burk plots of the data in (a).

pyruvate, NAD" and NADH. Different inhibitory mechanisms are
established for 1 and 2 which are discussed using the results of molecu-
lar docking simulations. Inhibition constants K; and ig 5 values obtained
are compared with those reported for specifically designed LDH inhibi-
tors/anticancer drugs. In addition, we correlated the activity of these
complexes on purified LDH with their cytotoxicity and inhibition of
LDH activity in cancer cells.

2. Experimental section
2.1. Materials

Ruthenium complexes [1]Cl, [52] and [2]C] [50] were prepared as
previously described. LDH from rabbit muscle type XI, pyruvate, L-lac-
tate, KH,PO4, NADH, and NAD™" were obtained from Sigma Aldrich.
The stock solutions (0.01 M) of NADH and NAD* were prepared in
0.03 M Na,COs and deionized water, respectively. Stock solutions of 1
and 2 (1 x 1073 M) were prepared in water containing 10% methanol.

2.2. Cell lines and tissue culture

The human colorectal carcinoma cells HCT116, human colorectal ad-
enocarcinoma cells SW480 and HT-29, human gastric adenocarcinoma
AGS, human gastric carcinoma KATOIII were acquired from ATCC®
(Manassa, VA). HCT116, HT-29 and SW480 cells were cultured in
DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) containing 10% FBS and
1% Penicillin/Streptomycin. AGS cells were cultured in RPMI 1640 (Ros-
well Park Memorial Institute medium) containing 10% FBS and 1% pen-
icillin/streptomycin. KATOIII cells were cultured in RPMI 1640 medium
containing 20% FBS and 1% penicillin/streptomycin. All cell lines were

grown at 37 °Cin a humidified atmosphere of 95% air and 5% CO,. Exper-
iments were performed on cells within 20 passages.

2.3. Inhibition of cell viability assay

The anti-proliferation activities on cancer cells were determined
using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide (MTT) assay. Cells were seeded at 10,000 cells per well (100 pL)
in Cellstar® 96-well plates (Greiner Bio-One) and incubated for 24 h.
Thereafter, cancer cells were exposed to drugs at different concentra-
tion in media for 48 h. Then the MTT assay was performed as previously
described [53]. Inhibition to cell viability was evaluated with reference
to the ICs5q value, which is defined as the concentration needed for a
50% reduction of survival based on the survival curves. ICsq values
were calculated from the dose-response curves (cell viability vs. drug
concentration). The experiments were performed in 8 replicates for
each drug concentration and were carried out at least three times
independently.

2.4. Antibodies and western blot protocol

The cells were lysed with lysis buffer [100 L, 1% NP40, 150 mM Nacl,
50 mM Tris-HCl (pH 8.0), protease inhibitor]. The cell lysate were trans-
ferred to separate 2 mL tubes and sonicated for 10 s. The samples were
then centrifuged at 13,000 rpm, 4 °C for 15 min. The liquid supernatant
containing the proteins were collected and total protein content of each
sample was quantified via Bradford's assay. 50 pg of proteins from each
sample was reconstituted in loading buffer [5% DTT, 1 x Protein Loading
Dye] and heated at 95 °C for 5 min. The protein mixtures were resolved
on either a 10% or 15% SDS-PAGE gel by electrophoresis and transferred
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Fig. 3. (a) Steady-state rates of LDH,,-catalyzed oxidation of L-lactate by NAD™ as a function of NAD™ concentration in the presence of (0.5-2.0) x 104 M 2 at pH 7.5 and 37 °C; [LDH;p,]

4 % 107 ' M, [lactate] 0.1 M. (b) Lineweaver-Burk plots of the data in (a).
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Table 2

31

Maximal rates (Viax in M s~ ") and the Michaelis constants (Ky, in M) for LDH,,-catalyzed oxidation of L-lactate by NAD* and reduction of pyruvate by NADH in the presence of different

concentrations of RDC 2 at pH 7.5 and 37 °C.

Variable substrate (oxidation)

Variable substrate (reduction)

1-lactate? NAD*P Pyruvate© NADH¢
[2/M 108 X Vi 102 x Ky 108 X Vo 10° x Ky 108 X Vo 10* x Ky 108 X Vi 10° x Ky
0 21402 1.3+01 0.79 4+ 0.03 6.6 +£0.5 13.1+£0.5 4.0+ 0.2 51403 29+0.2
5x%107° 20401 1.3 +0.1 0.73 + 0.02 6.5+ 0.5 9.5+ 0.6 38+03 44 +03 29403
1x1074 1.6 £ 0.1 1.2+ 0.1 0.68 4 0.01 6.7 £ 04 79+ 0.1 39+02 39+03 31+£03
2x107% 1.2+03 1.3 +0.1 0.63 4+ 0.01 6.8 +£04 6.6 + 0.1 3.8 +0.2 3.0+£0.1 28 +0.2

2 [LDH;m] 4 x 1071 M, [NADT] 1.0 x 107> M.

> [LDH;m] 4 x 1071° M, [lactate] 0.1 M.

€ [LDH;m] 1 x 10719 M, [NADH] 1.2 x 10~ 4 M.

4 [LDH,;m] 1 x 107 '° M, [pyruvate] 1.2 x 107> M.

to a nitrocellulose membrane. The proteins bands were visualized via
enhanced chemiluminescence imaging (PXi, Syngene) after treatment
with the primary antibodies and the appropriate secondary antibodies.
Equal loading of protein was confirmed by comparison with actin ex-
pression. The following antibodies were used: LDH (sc13032) from
Santa Cruz Biotechnologies, 3-Actin (ab75186) from Abcam.

2.5. LDH activity in gastric cancer cells

Reagents 2-p-iodophenyl-3-p-nitrophenyl-5-phenyl tetrazolium
chloride, N-methylphenazoniummethyl sulfate, and lactic acid were ob-
tained from Sigma Aldrich. LDH activity was performed as previously
described [54], compounds 1 and 2 ICso and IC;5 were added at different
times of treatment. Bars are mean SD and asterisks indicate a statistical-
ly significant difference (p < 0.01) compared to control, as calculated by
a one-way ANOVA test followed by a Tukey post-test.

2.6. Kinetic measurements and calculations

The kinetic measurements were performed using a UV-vis 2600
Shimadzu instrument at pH 7.5 and 37 °Ciin a 0.075 M phosphate buffer
containing 0.125 M NaCl. The solutions of 1, 2 and LDH,,, were prepared
daily and kept on ice. The concentrations of L-lactate, pyruvate, NAD*
and NADH were varied in the ranges of 0.003-0.1, (0.03-2.0) x 103,
(0.03-1.0) x 10~ 3, and (0.03-2.0) x 10~ % M, respectively. Steady-
state rates of LDH,,-catalyzed oxidation of L-lactate by NAD" and re-
duction of pyruvate by NADH in the presence of different concentra-
tions of 1 and 2 were obtained by measuring changes in NADH
concentrations at 340 nm using € = 6220 M~ ' cm™ . All absorbance
versus time plots contained significant steady-state portions from
which steady-state rates were obtained. The maximal rates (Vax) and
the Michaelis constants (Ky;) for LDH,,-catalyzed oxidation of L-lactate

_ 98
‘v
=
S 6e-8
T
(@]
2
= Je-8
0 ! ! ! 1
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020
[Pyruvate] / M

by NAD" and reduction of pyruvate by NADH in the presence of 1 and 2
were calculated using the Lineweaver-Burk plots. The concentrations of
1 and 2 used are indicated in captions to Figs. 2-8. Bars are mean stan-
dard error, with 95% of confidence, calculated by SigmaPlot linear
regression.

2.7. Molecular docking simulations

The X-ray structural data for compounds 1 [55] and 2 [56] were op-
timized using DFT theory implemented in Gaussian 09 rev. B.01 compu-
tational suite [57]. Becke's three parameter hybrid functional (B3) [58,
59] along with the Lee-Yang-Parr correlation functional (LYP) [60]
were used in the full geometrical optimization. The basis set lanl2dz
[61-63] was applied for the ruthenium atom. The set 6-31 + G(d)
was used for other atoms. The crystal structure of LDH was retrieved
from PDB bank (http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?
structureld=3H3F) [51]. The optimized structures of 1 and 2 were
docked to LDH tetramer using Autodock [64] following a two-step
docking procedure. The first step was global blind docking to search
for potential binding sites. Complexes 1 or 2 were positioned randomly
in the vicinity of the open conformer. The dimension of searching grid
box was set to be 126 x 126 x 126 A with each point separated by
0.375 A. Fifty runs were performed with 27,000 generic algorithm oper-
ations generated on a single population of 150 individuals. The default
crossover rate (0.80) and mutation rate (0.02) parameters were used.
All the global docking results for 1 and 2 were clustered into 53 groups.
One representative binding mode for each cluster was selected for a
local docking in the vicinity of the binding site in a 60 x 60 x 60 A
grid box. The separation between points was 0.375 A. Ten Lamarkian
Genetic Algorithm runs were performed on a single population of 150
individuals. For either docking process, the Gasteiger charges were
assigned to all non-metal atoms of the protein and the complexes. The
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Fig. 4. (a) Steady-state rates of LDH,,-catalyzed reduction of pyruvate by NADH as a function of pyruvate concentration at different concentrations of 2 (0, 0.5 x 104, 1.0 x 10~* and
2.0 x 10~* M from a to d, respectively) at pH 7.5 and 37 °C; [LDH;,] 1 x 1079 M, [NADH] 1.2 x 10~* M. (b) Lineweaver-Burk plots of the data in (a).
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Fig. 5. (a) Steady-state rates of LDH,,-catalyzed reduction of pyruvate by NADH as a function of [pyruvate] in the presence of (0.5-2.0) x 10~#M 1 at pH 7.5 and 37 °C; [LDH,p,]

1x1071°M, [NADH] 1.2 x 10~* M. (b) Lineweaver-Burk plots of the data in (a).

net charge of ruthenium was set to be 2 4. The Autodock docking input
files were prepared using Autodock Tools [64] and existing written
scripts. Molecular graphics were prepared using Pymol [65].

3. Results
3.1. Cytotoxic activity of 1 and 2 on gastric and colon cancer cells

The cytotoxic activity of 1 and 2 was tested on several cancer cell
lines issued from gastric (AGS, KATOIII) and colon (HCT116, SW480)
cancers (Table 1). AGS and HCT116 cells express the wild type p53
tumor suppressor gene while the KATOIIl and SW480 express a mutated
variant of p53. Expression of the mutant form has been shown to have
gain of function activity favoring cancer cell resistance to DNA damaging
chemotherapy [66]. The cytotoxicity was tested using MTT test after
48 h of treatment at increasing concentrations. ICsy were calculated
and are shown in Table 1. On all cell lines, compound 2 displayed a sig-
nificantly higher cytotoxicity compared to 1. The ICso were not signifi-
cantly different between wild type or mutated expressing cell lines.

3.2. Impact of 1 and 2 on LDH activity in gastric and colon cancer cells

To establish the impact of the two ruthenium compounds on redox
enzymes that are important for the cancer cell metabolism we chose
LDH. Intracellular LDH activity was measured after 4 h of treatment
with compounds 1 and 2 at their ICsg and their IC;5. Only compound 2
had an impact by inhibiting LDH activity (Fig. 1A). The inhibition was
dose dependent, reaching about 25%. To verify whether this inhibition
was caused by a change in LDH protein level we performed Western
blot. Neither compound affected the protein level of LDH after 4 h of
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treatment (Fig. 1B). To further characterize the direct impact of both
compounds on LDH enzymatic activity, we used purified LDH.

3.3. Inhibition of LDH,, by 2: Oxidative process

Fig. 2a shows dependencies of the steady-state rates of LDH,,-cata-
lyzed oxidation of L-lactate by NAD™ as a function of lactate concentra-
tion in the presence of variable loadings of 2 in the range of (0.5-
2.0) x 107* M at pH 7.5 and 37 °C. The rates decrease monotonically
with increasing the amount of 2 in solution. The Lineweaver-Burk (dou-
ble inverse) plots (Fig. 2b) show that all four straight lines intersect the
x-axis in one point indicative of the noncompetitive inhibition [67], i.e. 2
is a noncompetitive inhibitor of LDH,,,, with respect to L-lactate. Values
of the maximal rates (V,ax) and the Michaelis constants (Ky;) calculated
from slopes and intercepts of straight lines in Fig. 2b at different [2] are
summarized in Table 2. The values of Ky; do not vary but the values of
Vmax decrease as [2] grows. Inverse Vy,.x depends linearly on [2] (Fig.
S1), which allows to calculate the inhibition constant K; of (1.7 +
0.2) x 10~* M from the intercept divided by the slope.

Similar data for the oxidative process with variable concentrations of
NAD™ are presented in Fig. 3. As above for L-lactate, RDC 2 retards the
rate of the enzymatic reaction, though the retardation effect is lower.
Values V,.x and Ky, calculated from slopes and intercepts of straight
lines in Fig. 3b are shown in Table 2. The inhibition mechanism is non-
competitive (Fig. 3b) with noticeably higher K; of (8.5 &+
0.7) x 10~* M, which was calculated as described above (Fig. S1).

3.4. Inhibition of LDH,., by 2: Reductive process

Fig. 4a shows dependencies of the steady-state rates of LDH,,,-cata-
lyzed reduction of pyruvate by NADH as a function of pyruvate
- 1.8e+8

1.2e+8

6.0e+7

-d/d[NADH] /M s
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Fig. 6. (a) Steady-state rates of LDH,-catalyzed reduction of pyruvate by NADH as a function of [NADH] in the presence of (0.5-2.0) x 10~*M 1 at pH 7.5 and 37 °C; [LDH,1y] 1 x 107 1°M,

[pyruvate] 1.2 x 10~3 M. (b) Lineweaver-Burk plots of the data in (a).
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Table 3

Maximal rates (Viax in M s~ ") and the Michaelis constants (Ky, in M) for LDH,,-catalyzed oxidation of L-lactate by NAD* and reduction of pyruvate by NADH in the presence of different

concentrations of coordinative compound 1 at pH 7.5 and 37 °C.

Variable substrate (oxidation)

Variable substrate (reduction)

1-lactate® NAD*P Pyruvate® NADH¢
[1]/M 108 X Vinax 10% x Ky 108 X Vinax 10° x Ky 10% X Vinax 10% x Ky 108 X Vinax 10° x Ky
0 1.9 4+ 0.06 1.0+ 0.1 0.79 4+ 0.03 6.7+ 0.6 10.7 £ 0.1 5.6 + 0.1 5.6 £ 0.1 224+0.2
5% 1077 1.3 + 0.07 1.8 £ 0.1 0.72 4+ 0.02 78 £0.5 10.1 £ 0.9 59+ 0.6 57+ 0.1 2.7 +£0.1
1x1074 1.1 + 0.04 2.7+01 0.68 4+ 0.01 79+ 0.5 10.1 £ 0.7 63+ 05 594 0.1 3.7+£02
2x107% 0.9 + 0.04 3.1+02 0.59 4+ 0.01 8.8+ 0.5 92 +04 6.8+ 0.9 57+04 42 4+ 04

2 [LDH;m] 4 x 1071 M, [NADT] 1.0 x 107> M.

> [LDH;m] 4 x 1071° M, [lactate] 0.1 M.

€ [LDH;m] 1 x 10719 M, [NADH] 1.2 x 10~ 4 M.

4 [LDH,;m] 1 x 107 '° M, [pyruvate] 1.2 x 107> M.

concentration in the presence of (0.5-2.0) x 10~ M 2 under the same
conditions. The corresponding Lineweaver-Burk plots in Fig. 4b illus-
trate again the noncompetitive inhibition by 2 with respect to pyruvate.
Values Vp,.x and Ky are summarized in Table 2. The values of Ky, are con-
stant within experimental uncertainty; the values of V ;. decrease with
increasing [2]. Inverse Vp,.x depends linearly on [2] (Fig. S2) to give K; of
(20 £0.5) x 1074 M.

Similar data for the reductive process with variable concentrations
of NADH are demonstrated in Fig. S3a. As above for pyruvate, 2 retards
the enzymatic reaction, though the retardation effect is lower compared
to the variable pyruvate case. Values of V.« and Ky, calculated from
slopes and intercepts of straight lines in Fig. S3b are shown in Table 2.
The inhibition is noncompetitive (Fig. S3b) and, correspondingly, a
higher value of K; of (6.0 & 3) x 10~% M was obtained (Fig. S2).

3.5. Inhibition of LDH,., by 1: Reductive process

The LDH,,-catalyzed reduction of pyruvate by NADH in the pres-
ence of 1 exemplifies a different inhibitory scenario compared to the be-
havior of 2. The data presented in Fig. 5a, b show that 1 at (0.5-
2.0) x 10~4 M does not behave as a noncompetitive or competitive in-
hibitor of LDH,,, with respect to pyruvate because the Lineweaver-Burk
lines do not have common intercept on x- or y-axes (Fig. 4b) [67]. Rath-
er, a mixed inhibition is realized. The values of V,,.x and Ky were calcu-
lated from slopes and intercepts of straight lines in Fig. 5b at different [1]
(Table 3).

The data in Fig. 5 do not allow to make unambiguous choice between
competitive and noncompetitive inhibition mechanism. Correspond-
ingly, the calculation of K; becomes ambiguous. Therefore, the inhibitor
concentration for 50% inhibition (ips5) was calculated. Note that iy 5 is
identical to K; in the case of distinct noncompetitive inhibition [68],
which was established for 2 in this work. For this particular mixed inhi-
bition case, iy 5 was calculated from the values of V,j,.x in Table 3. The de-
pendence V. on [1] was approximated as

Vmax = Vmaxofa[” (2)

The value of iy 5 is the concentration of 1 at which Vij.x = ¥%Viax'-
Hence ig5 = Vimax'/2¢. Thus calculated igs = 2.0 x 10~4 M is compared
in Table 4 with the corresponding values of K; for convenience.

Table 4
Values of K; or ip5 (in M) measured in this work at pH 7.5 and 37 °C.

The NADH case exemplified the competitive inhibition of LDH,,, by 1
(Fig. 6). The Lineweaver-Burk straight lines cross the y-axis exactly in
one point suggesting that 1 may compete with NADH for its binding
site. Correspondingly, the values of Vi,.x remain constant though the
Ky values increase with increasing the concentration of 1 (Table 3, Fig.
S4). The inhibition constant K; = (2.2 4 0.6) x 10~* M was calculated
as a ratio of the intercept and the slope.

3.6. Inhibition of LDH,., by 1: Oxidative process

Complex 1 retards the catalyzed conversion of L-lactate to pyruvate
as expected. The data in Fig. 7 suggest a mixed inhibition mechanism,
as the lines in Fig. 7b do not cross on either x- or y-axes. Values of the
maximal rates and the Michaelis constants (Table 3) show variations
in both Ky and V},,ax and therefore Eq. (2) was employed for calculating
ig5 to give the value of 2.2 x 1074 M.

The mixed inhibition was also established when the concentration of
NAD™ was varied at different loadings of 1. Therefore, a value of ig5 =
4.0 x 10~* M was calculated using Eq. (2) and was placed in Table 4
for convenience.

3.7. Theoretical modeling

The molecular docking calculations identified similar major, most fa-
vorable binding sites for polypyridine complex 1 and cyclometalated
counterpart 2 (site 1, RMSD = 4.5 A between 1 and 2). This is not sur-
prising as the geometry of both ruthenium complexes is matching.
This binding model is shown in Fig. 9a by the example of 2. The same
site is identified for 1. The estimated binding affinities (AG) are —6.8
and — 7.1 kcal mol~! for 1 and 2, respectively. Those energies were
used for calculating the corresponding dissociation constants
(—=AG=RTInKg ') of 0.16 x 10~ % and 0.099 x 10~* M for 1 and 2, re-
spectively. The data are summarized in Table 5. Complexes 1 and 2 bind
in the proximity of the active site of LDH,,. With the example of 2, Fig.
9a illustrates the hypothetical positions of the ruthenium complexes
and bound molecules of NADH (in orange) and of the inhibitor (oxalic
acid monoamide monoanion, oxamate) [69] (in blue). Data in Fig. 9a
were generated on the assumption that binding of any molecule is un-
affected by two others. Oxamate was chosen as a mimetic of lactate
and pyruvate. It is important to note that, within the major binding
site, the complex 2 (or 1) should be located in the same area of the

With respect to, in oxidative process

With respect to, in reductive process

Inhibitor L-lactate NAD™* Pyruvate NADH
1 (2.2 £ 0.8) x 1074m) (4.0 £0.4) x 1074m) (2.0 £ 1) x 1074mD (22 4 0.6) x 10749
2 (1.7 £ 0.2) x 1074 (8.5 + 0.7) x 1074 (2.0 £ 0.5) x 1074 (6.0 + 3) x 10749

©) competitive inhibition; ™ mixed inhibition, io5 value; " noncompetitive inhibition.
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Fig. 7. (a) Steady-state rates of LDH,,-catalyzed oxidation of L-lactate by NAD ™" versus [lactate] in the presence of 1 ((0.5-2.0) x 10~#M) at pH 7.5 and 37 °C. Other conditions: [LDH,,]

4x107'°M, [NAD™] 1.0 x 10~> M. (b) Lineweaver-Burk plots of the data in (a).

enzyme, which is occupied by the central fragment of the bound

NADH molecule, i.e. 2 (or 1) and NADH should compete for the binding
site. Therefore, 2 (or 1) could behave as a competitive inhibitor of

LDH,,, at least with respect to NADH/NAD™ (which was actually
established for 1/NADH). On the assumption that both 2 and NADH
are simultaneously bound within the active site, the shortest separa-
tion between the closest carbon atom of 2 and the C4 carbon of the nic-
otinamide ring equals 4.5 A (Fig. 9b). Similarly, the shortest separation
between the closest carbon atom of 2 and the C2 carbon of oxamate
equals 5.4 A (Fig. 9b).

Though the binding model shown in Fig. 9a is energetically mean-
ingful and most probable, weaker binding sites have also been
identified. In the majority of cases, 1 and 2 share similar binding sites,
which are more strongly separated from the bound NADH and oxamate
shown in Fig. 9a. In particular, there is a probable binding site for both 1
and 2 with the oxamate C2 - the closest carbon separation of 11.4 A, the
calculated binding energies being —5.1 and —5.8 kcal mol™!,
respectively (site 2). The energies correspond to the dissociation con-
stants of 2.5 x 10~ % and 0.81 x 10~% M for 1 and 2, respectively
(Table 5).

The binding affinities of 2 to sites 1 and 2 are slightly more favorable
than those of 1. The major variance of the complexes in Chart 1 is the
overall charge, which is 2 4+ and 1+ for 1 and 2, respectively. Thus, elec-
trostatics may be responsible for affinity variations because the geome-
try is matching. Therefore, the electrostatic contributions to AG of 1 and
2 were compared for the major binding site presented in Fig. 9a (site 1).
The calculations performed indicate that the electrostatic advantage of 2
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a

over 1 equals 0.4 kcal mol ™!, which is comparable with AAG for 1 and 2.
Higher electrostatic contribution for the complex with lower overall
positive charge suggests that the electrostatic potential of the protein
within the vicinity of the active site should be slightly more positive to
account for stronger repulsion of 1. This hypothesis agrees with the cal-
culations of the surface potential of LDH,,,, within site 1 shown in Fig. 10.
There are significant areas with positive electrostatic potential, which
could cause stronger repulsion of 1 compared to 2.

We have also probed the binding of 2 to the enzyme-substrate com-
plexes {LDH,,,0xamate} and {LDH,,, NADH}. As it could be anticipated
from the results described above, there is no variance in binding of 2
to either free LDH,, or {LDH,,,0xamate} in terms of both the location
or the energy — all sites are well separated from the binding site of
oxamate (Fig. 11).

The case is more delicate for {LDH,,, NADH}. Complex 2 cannot occu-
py site 1 because it is blocked by bound NADH (see above). Interesting-
ly, on interaction with {LDH;,,, NADH} 2 does not enter site 2 which was
identified for free LDH,,. Instead, complex 2 ‘finds’ two new geometri-
cal binding options, viz. sites 3 and 4, which are demonstrated in Fig. 12
in pink and magenta. Sites 3 and 4 are much closer to bound NADH,
the closest C of 2 and the C4 of NADH separations being 10.5 and
6.9 A, respectively. The corresponding values of AG are shown in
Table 5. We assume that sites 3 and 4 within {LDH,,;,, NADH} have
electrostatic origin. The NADH binding site is overall positively
charged but 2 cannot compete with NADH. Binding of NADH, which
charge is 2 —, makes more favorable its electrostatic interactions
with positively charged 2.
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Fig. 8. (a) Steady-state rates of LDH,,-catalyzed oxidation of L-lactate by NAD™" as a function of NAD™ concentration in the presence of (0.5-2.0) x 104 M 1 at pH 7.5 and 37 °C; [LDH;p]

4% 107 '° M, [lactate] 0.1 M. (b) Lineweaver-Burk plots of the data in (a).
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Fig. 9. (a) Major similar, most favorable binding sites for 1 and 2, exemplified by 2 (in yellow). Bound molecules of NADH and oxamate are also shown. (b) Dash yellow lines emphasize
closest separations between 2 and oxamate (5.4 A) and between 2 and NADH (4.5 A, see text for details).

The representative quantitative results of theoretical modeling and
simulations are summarized in Table 5. In Section 4 these data will be
compared with the experimental results shown in Table 4.

4. Discussion

The relationship between the biochemical properties of ruthenium
compounds and their anticancer activity remains largely enigmatic. In
this study we addressed this question by evaluating the impact of two
closely structurally related ruthenium compounds on the activity of the
redox metabolic enzyme LDH playing a role in cancer cell survival. Com-
pound 1 has only Ru—N bonds while 2 presents one Ru—C bond. We
show that this difference has a profound impact on the biological activity
of the ruthenium compounds. We observed a correlation between the cy-
totoxicity and the inhibition of LDH activity in cancer cell and we
established that at the molecular level both compounds interact and in-
hibit LDH differently.

4.1. Compound 2 is highly cytotoxic and inhibits LDH activity in stomach
and colon cancer cells

The comparison of the biological activity of 1 and 2 in stomach
and colon cancer cells showed that the presence of the Ru—C bond
was critical to provide high cytotoxicity and inhibition of LDH activ-
ity. The cytotoxicity was in the low uM range independently of the

Fig. 10. Calculated electrostatic surface of binding site 1 shown with docked complex 2.
Areas with positive and negative electrostatic potentials are in red and blue, respectively
(see text for details).

presence or not of a functional p53 protein. Inhibition of LDH activity
might account for part of the cytotoxicity, although other mecha-
nisms are likely to be involved. Indeed, even when LDH activity
was inhibited by a selective LDH inhibitor (oxamate), compound 2
still further induced cytotoxicity (data not shown). Compound 2
did not change the protein level of LDH after 4 h of treatment, indi-
cating that 2 might regulate the enzymatic activity of LDH directly
or indirectly. The fact that LDH inhibition was already observed
after 4 h of treatment supports also a change of LDH enzymatic
activity independently of the protein level.

4.2. Noncompetitive inhibition of LDH,, by 2

The results summarized in Table 4 will be discussed in terms of the
generally accepted stoichiometric mechanisms of the ordered catalysis
by LDH, in general [70], and by LDH,,,, in particular [71,72], according
to which forward and reverse reactions in Eq. (1) start with the revers-
ible binding of NAD* and NADH, respectively, to the resting state of the
enzyme (Scheme 1).

As it was found in this work, cyclometalated complex 2 is a noncom-
petitive inhibitor of LDH,, in all four cases studied. The results of theo-
retical modeling also present evidence for the noncompetitive
mechanism by revealing possible binding sites for 2 which are separat-
ed from the binding sites of substrates or their mimics, i.e. NADH and

Fig. 11. Preferred binding site of 2 within enzyme-substrate complex {LDH,,,0xamate}.
Magenta filled sphere is the preferred binding sites for 2.
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Fig. 12. Preferred binding sites of 2 within enzyme-substrate complex {LDH,m,,NADH}
shown in pink and magenta (sites 3 and 4). Binding of 2 in site 2 in the absence of
NADH is shown in yellow for comparison (see text for details).

oxamate. The noncompetitive inhibition by 2 can be quantitatively ra-
tionalized in terms of the mechanism shown in Scheme 1 by the repre-
sentative example of LDH,,-catalyzed oxidation of -lactate by NAD* in
the presence of 2. The following assumptions have been made: (i) inhib-
itor (I) has similar affinity to all forms of the enzyme (E), viz. E, E-NAD ™
and E-NADH which is characterized by the inhibition constant K;; (ii)
the step driven by the rate constant k_, is negligible because the con-
centration of pyruvate is very low at the early stages of lactate oxidation
when the steady-state rates were measured; (iii) for the same reason as
above the step driven by the rate constant k_ s is negligible as well. With
assumptions (i)-(iii), the mass balance equation for all enzymatic forms
(E; = E + E-NAD" + E-NADH + EI + EI-NAD" and EI-NADH) and ap-
plying the steady-state approximation to E-NADH one arrives to Eq. (3)
where L stays for L-lactate.

kyks[L] [NAD"]

(kz[L] + k3) <1 + %)
E. kK
k2 [L] + ](3

+ [NAD"]

Eq. (3) is fully consistent with the non-competitive inhibition mech-
anism displayed in Fig. 3 because the effective catalytic constant k& col-
lapses to Eq. (4) with kot = koks[L] / (ko[L] + k3) which is consistent
with the data shown in Figs. S1 and S2.

eff kzkg [L]K, _ kzatKi
Keat = (i 4 ka) (K 1) K 11 @

Eq. (5) is Eq. (3) rewritten in the Michaelis-Menten form with re-
spect to L-lactate. It shows that the non-competitive inhibition holds
with respect to L-lactate and is consistent with data presented in Fig. 2
and the theoretical predictions.

ks[L]
U]
v_ (1 i K) )
Ec  k;(Ks+ [NAD']) N
k[NADT]

The inhibiting behavior of coordinative complex 1 is more compli-
cated compared to 2. It is manifested in diverse inhibition modes.
There is a single case of the competitive inhibition which is observed
in the LDH,,-catalyzed reduction of pyruvate by NADH. In all other

cases the mixed inhibition dominates. Such differences between 1 and
2 were ascribed to a higher positive charge of 1. Deeper analysis of the
inhibition mechanisms registered for 1 is probably beyond the scope
of this work because its main goal was to understand the cancer-related
biochemistry of cyclometalated complex 2. We may just speculate here
that the competitive inhibition of LDH,,, by 1 with respect to NADH (see
Fig. 6) may indicate that electrostatic effects lead to a binding position of
1 closer to the binding site of the NADH co-factor.

4.3. Validation of theoretical predictions

Impacts of theoretical results are much stronger when such are
linked to corresponding experimental data. In this work it is challenging
to compare experimental and theoretical data summarized in Tables 4
and 5, respectively. Of particular interest are the K; values for the non-
competitive inhibition LDH,, by 2. As mentioned earlier, in this case
K; characterize the affinity of an inhibitor to an enzyme. The average
value of four K;'s for 2 equals (4.5 + 1.1) x 1074 M (K&). It can be com-
pared with the corresponding theoretical data in Table 5, particularly
with Ky's for 2 which were calculated from the values of AG for different
binding sites. The following deserves special attention. First, site 1 does
not seem to be realistic — KiV differs by more than two orders of mag-
nitude from the calculated Kg = 9.9 x 10~ M. This difference rules
out competitive inhibition of LDH;, by 2 (which is actually not ob-
served). Site 2, which presumes grounds for the noncompetitive inhibi-
tion, seems more probable as a binding option for 2 because this time Kq4
is much closer to K. The closest similarity is observed for sites 3 and 4
with theoretically predicted Kg of 1.7 x 10~ and 2.6 x 10~% M. The lat-
ter two practically match KiV giving extra proof that the bound cofactor
induces the creation of novel binding sites (3 and 4) for cyclometalated
complex 2. Given the reasonable agreement between the experimental
and computational docking results, no further calculations using, for ex-
ample, molecular dynamics were performed.

4.4, Different impact of ruthenium compounds on LDH activity in vitro and
in cancer cells

The experiments done with the purified LDH,,,, confirmed that 2 was
able to inhibit its enzymatic activity. However, this inhibition is largely
weaker compared to selective LDH inhibitor actually developed. The
value of K for 2 equals (4.5 & 1.1) x 10~* M; 3% for 1 equals (2.6 &
0.7) x 10~ % M. Both are significantly larger than those reported for nat-
ural and synthetic inhibitors of lactate dehydrogenase which show ther-
apeutic anticancer promise. Such, for example, are gossypol (AT-101),
FX-11 (derivative of gossypol) and galloflavin with the K; values for lac-
tate dehydrogenase A (LDH A) of 1.9 x 1076 5 x 1072 and
5.4 x 10~ % M, respectively [34]. Note that coordinative ruthenium com-
plex 1, the structural analog of 2, inhibits LDH,,, with similar efficacy
though its anticancer activity is considerably lower. Surprisingly, in can-
cer cells only 2 was able to inhibit LDH activity. The basis of these differ-
ences between in vitro enzymatic assays performed with purified LDH
and the measure of LDH activity in cells remains to be established.
One possibility would be that compound 1 is somehow modified upon
its entry in the cancer cells which would alter its ability to interact
with LDH. Alternatively, compound 1 might have a higher affinity for
other intracellular compounds, which would then diminish its interac-
tion with LDH in cancer cells.

4.5. Medicinal anticancer implications

LDH is a redox metabolic enzyme often overexpressed in cancer cells
to favor their survival in a metabolic stressful ecosystem. Targeting this
enzyme, as well as other redox metabolic enzymes also selectively
overexpressed in cancer, such as PKM2, represents an exciting antican-
cer strategy. In this respect, our observation of the ability of 2 to inhibit
both in vitro and in cells LDH activity highlights the interest of
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Table 5

Summary of results of theoretical modeling of interactions of complexes 1 and 2 with LDH,,,: binding sites, binding energies, dissociation constants.

Closest separation/A

Site Complex C(1/2)--C4(NADH) C(1/2)--C2(oxamate) AG/kcal mol ! Kqy/M
1 1 4.5 54 —6.8 1.6x 107>
2 4.5 5.4 —71 9.9x107°
2 1 13.9 114 —5.1 25x107%
2 139 114 —5.8 8.1x107°
3 2 10.5 109 —5.35 1.7x107%
4 2 6.9 5.6 —5.08 26x107%
NAD* ko /NAD* NADH NADH
E +NAD" + CRRHOH == E +RR'CHOH == |E == E == | E +RR'C=0 <= E + NADH + CRR'=0

k3

Scheme 1. General ordered mechanism of catalysis by lactate dehydrogenase [ 70]. Its simplified version as originally proposed [71] ignores the steps in square brackets. Steps in the box are

added for illustrating noncompetitive inhibition of LDH,, by cyclometalated complex 2 (I).

ruthenium compounds as therapeutic anticancer strategy. It might ap-
pear disappointing that 2 is not as a strong inhibitor of LDH compared
to selective inhibitors already developed. However, this is rather an ad-
vantage when we take into account the high adaptive capacity of cancer
cells. Indeed, it is easier for the tumor to select cancer cells that are resis-
tant to a molecule targeting a unique enzyme, hence providing only a
short-term remission followed by a relapse. Therefore, compound 2,
which seems to have multiple targets, including LDH, will more easily
escape resistance mechanisms developed by cancer cells.

5. Conclusions

Cyclometalated complexes demonstrated the ability to inhibit LDH
activity both in vitro and in cells that partly correlated with its cytotoxic
activity on stomach and colon cancer cells. The K; calculated in vitro with
the purified enzyme and the level of inhibition observed in cells indicate
that this inhibition of LDH could be a part of the mode of action of these
compounds but is unlikely to account for the whole cytotoxic activity.
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