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1. Introduccion

1.1. Generalidades del cancer

A lo largo de la evolucidn, la seleccion natural ha determinado que muchos
organismos transiten hacia una mayor complejidad en su organizacion fisiologica.
Partiendo de organismos unicelulares, se dio lugar a los fenémenos de integracion
tisular y organizacion sistémica que se observan en los organismos pluricelulares.
Estos cambios permitieron un mayor control de la homeostasis y por lo tanto un
mayor éxito reproductivo. A partir de dicha integracion celular surge la necesidad de
que todas las células que componen un organismo se encuentren bajo un estricto
control del ciclo celular, a fin de que todas las partes trabajen de forma cooperativa
hacia la supervivencia del organismo y la perpetuaciéon de la especie.

Sin embargo, los mismos fendmenos de seleccion natural que dieron lugar a los
niveles de complejidad y organizacion recién mencionados, pueden volverse en
contra de la supervivencia del individuo. Un ejemplo claro de esto es la
transformacién maligna de las células que da lugar al cancer®.

Si contemplamos el cuerpo animal como una sociedad 0 ecosistema cuyos
miembros son células, el cancer puede ser entendido como un fenémeno de
microevolucién. Los procesos que dan origen a la transformacién maligna de una
célula y su proliferacion no son otra cosa que mutaciones que le confieren a la célula
la capacidad de sortear los mecanismos de control del ciclo celular (proliferacion
indiscriminada), sobrevivir en condiciones adversas (adaptaciones metabolicas) e
incluso colonizar nuevos tejidos (metastasis). Todos estos atributos son
adaptaciones que le permiten a la célula tumoral competir con ventaja frente al resto
de las células del organismo. Estos procesos de seleccion natural no finalizan con la
transformacion de la célula tumoral, sino que se continian observando, por ejemplo,
en la adquisicion de resistencia de numerosos tipos de cancer frente a distintos
tratamientos®.

A pesar de que se han descrito cambios epigenéticos que modifican la expresion
génica causando cancer, existen buenas razones para pensar que la mayoria de los

canceres se originan a partir de cambios en la informacién genética®. El desarrollo
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de céncer no es consecuencia de mutaciones individuales, por el contrario es
necesario que la célula sufra un conjunto de mutaciones que la lleven a adquirir el
fenotipo maligno. Esto a su vez permite identificar diferentes etapas de la progresion
del cancer, que se corresponden con la acumulacibn de las mencionadas
mutaciones’. Dichos procesos de microevolucién se confirman cuando se observa
que la tasa de incidencia del cancer se incrementa notoriamente con la edad,
seflalando que la acumulacibn de mutaciones en las células del organismo
incrementa progresivamente las probabilidades de que una de ellas adquiera la
combinacién de mutaciones necesaria para desarrollar cancer?.

Los genes cuya mutacion puede dar lugar al cancer se clasifican en oncogenes y
genes supresores de tumores. Los primeros corresponden a aquellos en los que la
mutacion tiene un efecto dominante, mientras que los genes supresores de tumores
deben sufrir mutaciébn en ambos cromosomas para dar lugar a la transformacion
maligna’.

Segun su funcién en los procesos celulares, los genes involucrados en el desarrollo
de cancer pueden dividirse en cuatro grandes grupos: i) los genes relacionados con
la regulacion del ciclo celular; ii) aquellos involucrados con los procesos de
apoptosis; iii) los encargados de promover la angiogénesis; iv) y por ultimo aquellos
genes relacionados con la metastasis y la invasion de los tejidos®°.

La enorme cantidad de oncogenes y genes supresores de tumores que se han
descubierto hasta la actualidad implican la existencia de una gran cantidad de
combinaciones de mutaciones que pueden dar origen a una proliferacion celular
descontrolada y al desarrollo de cancer. Por este motivo, cada cancer es una
enfermedad en si misma, y las estrategias terapéuticas que se utilizan para atacar
determinados tipos de cancer, no seran necesariamente efectivas a la hora de tratar
otros’.

A pesar de los esfuerzos que toda la comunidad cientifica ha hecho durante afios a
nivel mundial, aun no se ha descubierto un tratamiento eficaz y seguro para combatir
la mayoria de los tipos de cancer. Los métodos convencionales incluyen la remocién
quirGrgica, la radioterapia y la quimioterapia®. Todos ellos presentan serias
deficiencias a la hora de combatir la aparicion de metastasis. En particular, los
farmacos quimioterapicos de uso actual, como el paclitaxel y el cisplatino, presentan
un grado de selectividad por las células tumorales muy reducido. Esto conduce a
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una serie de efectos secundarios que deterioran tanto la calidad de vida como la
salud del paciente’. Por lo tanto, la busqueda de mejores tratamientos, debe
centralizarse sobre la identificacion de propiedades carateristicas de las células
tumorales y el disefio de estrategias que orienten los efectos del agente citotoxico

hacia dichas células.

1.2. Hipoxia tumoral

Como se mencioné anteriormente, los genes encargados de promover la
angiogénesis juegan un rol fundamental en el desarrollo de muchos tipos de cancer®.
Esto se debe a que los tumores sdlidos son tejidos muy heterogéneos. La
proliferacion celular indiscriminada da lugar a una vascularizacion irregular, y por lo
tanto a regiones con irrigacibn sanguinea muy reducida, con niveles bajos de
nutrimentos y oxigeno®. El rango de tensiones de oxigeno en los tumores sélidos
estd entre 10 y 30 mmHg, mientras que en los tejidos normales es de 24 a 66
mmHg>®. Estas regiones, tipicamente alejadas de los capilares, se denominan
hipoxicas, y sus células presentan una serie de adaptaciones metabdlicas que les
permiten sobrevivir. Entre dichos cambios metabdlicos es de destacar la
sobreexpresion de los genes involucrados en el transporte de glucosa y la
glucélisis®®. Debido a la ausencia de oxigeno, las células recurren a la glucdlisis y la
fermentacion anaerébica como la principal fuente de energia, dando lugar a grandes
concentraciones de lactato y a un marcado descenso en el pH intra y extracelular™.

Los bajos niveles de oxigeno también inducen alteraciones en el perfil de expresion
génica. El factor de transcripcion inducible por hipoxia 1 (HIF-1) juega un rol
fundamental en estos cambios’®!?. HIF-1 es una proteina heterodimércia cuyas
subunidades se denominan HIF-1a y HIF-1B. Mientras que HIF-13 se expresa
constitutivamente y se encuentra en el citosol a concentraciones relativamente
estables, la concentracion de HIF-1a es regulada por la por la presencia de oxigeno.
En condiciones de normoxia un residuo de prolina conservado en la subunidad a es
hidroxilado, lo cual conduce a la ubiquitinacion de la proteina y su degradacion en el
proteosoma. Cuando las concentraciones de oxigeno son bajas, hay un marcado
descenso en el grado de hidroxilacion y HIF-1a alcanza altas concentraciones. Los
niveles de oxigeno no solo regulan la actividad de HIF-1 de esta forma sino que se
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han detectado otros mecanismos>*?.

Se han informado més de 40 genes inducidos por HIF-1 en condiciones de hipoxia.
Entre estos encontramos enzimas involucradas en la glucdlisis, factores de
crecimiento y supervivencia celular, moléculas angiogénicas y enzimas involucradas
en la metéstasis e invasion de otros tejidos. Los promotores de estos genes
presentan una secuencia denominada “elemento de repuesta a hipoxia” (HRE) que
es un sitio de unién para HIF-1>%3,

Las células hipoxicas son mas resistentes a las terapias convencionales de
tratamiento del cancer. En particular, los bajos niveles de oxigeno disminuyen la
efectividad de las radiaciones ionizantes asi como de ciertos farmacos cuyo
mecanismo de accion citotoxica depende de la generacion de especies reactivas del

oxigeno”**.

Por otro lado, el reducido acceso de las células a los capilares
sanguineos dificulta la llegada de los agentes quimioterapicos, provocando muchas
veces que estos nunca alcancen la concentracidn terapéutica necesaria para su
accion en las regiones hipéxicas>®. En tercer lugar, los bajos niveles de oxigeno
usualmente inducen la inhibicibn de la proliferacion celular. La mayoria de los
farmacos antitumorales tienen especificidad por las células en rapida multiplicacion,
por lo que dejan de ser (tiles en estos casos®.

Por muchos afios se vio a la hipoxia solamente como un obstaculo a la hora de
combatir el cancer, sin embargo en las ultimas dos décadas se ha comenzado a
explotar esta caracteristica Unica de los tumores sélidos como una diana terapéutica
que permite disefiar mecanismos de citotoxicidad selectivos. El primero en proponer
esto fue Alan Sartorelli en 1972%.

Se han desarrollado tres estrategias terapéuticas para superar las dificultades que
impone la hipoxia tumoral. Una de ellas es la oxigenacion artificial del tumor
(eliminando asi las dificultades que impone la falta de oxigeno) y la administracion
de radiosensibilizadores, compuestos que estimulan la generacion de radicales
libres incrementando la eficacia de la radioterapia®. Las otras dos estrategias
explotan las potencialidades que implica una caracteristica tan Unica de las células
tumorales como lo es la hipoxia. La primera de estas dos estrategias en ser
propuesta, fue el uso de profarmacos que adquieran citotoxicidad Uunicamente en el
tejido hipoxico. Estos compuestos son moléculas inactivas en condiciones

fisiol6gicas normales, que en condiciones de hipoxia se bio-reducen para dar lugar al
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farmaco activo. Este proceso usualmente es reversible en presencia de oxigeno, lo
cual confiere a estos compuestos selectividad hacia los tejidos hipéxicos™*®. En
segundo lugar, durante los ultimos afios se ha comenzado a trabajar intensamente
en nuevas estrategias de terapia génica. Entre ellas, cabe destacar el disefio de
vectores de expresion génica que contengan el elemento de respuesta a hipoxia
(HRE). Dichos vectores se expresarian unicamente en los tejidos hipoxicos, donde
los niveles de HIF-1 son altos. De esta forma, es posible confinar a los tumores la
expresion de enzimas que colaboren en la activacion de farmacos administrados

simultaneamente”’.

1.3. Profarmacos bio-reducibles

Como se mencion0 anteriormente, las citotoxinas selectivas en hipoxia, también
conocidas como profarmacos bio-reducibles, son compuestos con escasa 0 hinguna
actividad fisiolégica en su estado oxidado. Estos compuestos tienen la capacidad de
reducirse por accion de enzimas reductasas presentes en el organismo dando lugar
a un producto con actividad citotoxica. En condiciones de normoxia, dicho producto
se oxida rapidamente por accién del oxigeno presente en el medio, dando lugar al
profarmaco original y revirtiendo el proceso. Este fenbmeno se denomina ciclo fatil.
Sin embargo, cuando los niveles de oxigeno son bajos, el compuesto permanece en
su estado reducido, causando dafio en el ADN y desencadenando la muerte
celular'®,

En funcion de su estructura quimica, los profarmacos bio-reducibles pueden
clasificarse en cuatro grandes grupos: derivados de quinona, compuestos
nitroaromatricos, compuestos que presentan grupos N-Oxido alifaticos o aromaticos,
y compuestos de coordinacion®®.

El prototipo de profarmaco bio-reducible es un derivado de quinona, la mitomicina C
(figura 1.1a). Las propiedades selectivas hacia el tejido hipoxico de la mitomicina C
se descubrieron cuando ya estaba en uso clinico. Sin embargo, su grado de
selectividad es bajo, ya que presenta una citotoxicidad in vivo solo dos veces mayor
en células hipdxicas que en células normalmente oxigenadas. La principal enzima
involucrada en su bio-reduccion es la citocromo P450. La misma reduce al

compuesto a través de un mecanismo que involucra el intercambio de un electron y
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resulta reversible en presencia de oxigeno®. El radical semi-quinona que asi se
genera en ausencia de oxigeno, reacciona con la molécula de ADN estableciendo
entrecruzamientos que resultan letales para la célula. Sin embargo, la mitomicina C
también puede ser reducida por otras enzimas, como la DT-diaforasa, en un
mecanismo de reduccién alternativo, via dos electrones®. Este fenémeno es el
responsable de su reducida selectividad, ya que dicha activacion no es reversible en
presencia de oxigeno, contribuyendo a la citotoxicidad del farmaco sobre células
normalmente oxigenadas.

La reducida especificidad de la mitomicina C por los tejidos hipoxicos ha estimulado
la busqueda de nuevos derivados de quinona que mejoren el perfil de selectividad.
Entre los mas promisorios se encuentra la aziridinilindoloquinona EO9 (figura 1.1b),
gue a pesar de ser también un buen sustrato de la DT-diaforasa, presenté una

selectividad en hipoxia mucho mayor*®

HO
\)\/NB
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2 (c) RSU1069
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Figura 1.1: Moléculas lideres de las diferentes familias de compuestos bio-reducibles.
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Entre los compuestos nitroaromaticos, los mas estudiados han sido el misonidazol y
el metronidazol. Inicialmente desarrollados como radiosensibilizadores para
quimioterapia, ambos mostraron citotoxicidad selectiva hacia células hipdxicas. Su
mecanismo de bio-reduccién implica varios pasos, en cada uno de los cuales la
molécula gana electrones por accion de diferentes enzimas. El primer paso es
reversible en presencia de oxigeno, mientras el resto no lo es®. Debido a que la
selectividad de ambos farmacos es moderada, se desarrollaron derivados con un
mejor perfil de selectividad en hipoxia. Entre ellos se pueden destacar RSU1069
(figura 1.1c) y RB6145 (figura 1.1d). A pesar de presentar una mayor especificidad,
ambos resultaron téxicos a nivel gastrointestinal y de la retina respectivamente®?2,
También se han desarrollado derivados nitroaromaticos bio-reducibles con la
capacidad de intercalarse en el ADN, como por ejemplo el derivado de quinoleina
NLCQ-1 (figura 1.1e). Este compuesto resulta aproximadamente 40 veces mas
citotoxico en hipoxia que en normoxia, y es sustrato de las enzimas citocromo P450
y citocromo bs?*. Ademaés, su citotoxicidad sobre células hipéxicas incrementa con el
tiempo de exposicion, lo que ha sido asociado con la presencia de mas de un grupo
funcional capaz de sufrir reducciéon en la molécula’®. Los Ultimos estudios han
revelado que NLCQ-1 es un potente radiosensibilizador, presentando una importante
accion sinérgica en combinacién con la radioterapia®*.

El tercer grupo consiste en aquellas moléculas que presentan grupos N-Oxido. En
particular cuando son N-Oxidos de aminas alifaticas tenemos como compuesto lider
de esta familia al AQ4N (figura 1.1f). Su derivado reducido AQ4 (figura 1.1g), es un
analogo de la mitoxantrona (figura 1.2d), un potente agente intercalante. Mientras
gque AQ4N presenta escasa afinidad por ADN, AQ4 se une fuertemente a la doble
hebra mediante intercalacion'®. Ademas, AQ4 también pertenece a una nueva familia
de potenciales agentes antitumorales, los inhibidores de topoisomerasa®.

Cuando el N-Oxido es aromatico surge otro grupo de compuestos. Sin duda, la
molécula mas estudiada dentro de esta familia es la tirapazamina®® (figura 1.1h). El
grupo N-6xido adyacente al grupo amino de la molécula es susceptible de ser
reducido via un electrén por accion de enzimas reductasas, como por ejemplo

citocromo P450 y éxido nitrico sintasa (NOS)?>°. En ausencia de oxigeno, la entidad
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asi generada sufre un rearreglo que, con la concomitante pérdida de agua, genera
un radical capaz de producir roturas en una o ambas hebras de la molécula de
ADN?®. La tirapazamina ha mostrado una citotoxicidad marcadamente selectiva
hacia células en condiciones de hipoxia. Por otro lado, a diferencia de otros
compuestos bio-reducibles que requieren niveles muy bajos de oxigeno para su
activacion, la tirapazamina puede bio-reducirse en condiciones de hipoxia moderada.
Esto la hace muy util en terapias dirigidas hacia células en condiciones de
oxigenacion intermedia y en su combinacién con otros farmacos con un rango de

accion mas limitado?’.

1.4. Agentes intercalantes

El mecanismo de union reversible al ADN méas estudiado es la intercalacion entre
pares de bases, descrita por primera vez por Lerman para la proflavina (figura 1.2a),
un derivado de la acridina®. Tal como se observa en la figura 1.2a, la proflavina es
un compuesto policiclico aromatico, de tres anillos. Las moléculas que presentan
cromoforos planos como el de la proflavina suelen ser buenos agentes intercalantes.
Las fuerzas que determinan la intercalacion corresponden principalmente a la
interaccion entre los orbitales TT-moleculares de la molécula aromética y los orbitales
T-moleculares de los pares de bases (también aromaticos) de la molécula de ADN.
Este fendmeno suele denominarse apilamiento. Estudios espectroscopicos
realizados con derivados del agente antitumoral amsacrina (figura 1.2b) y ADN de
timo de ternera, revelaron que tanto las propiedades como la localizacion de los
sustituyentes de los anillos aromaticos determinan si el mecanismo termodinamico
de intercalacién es regido por factores entélpicos o entrépicos®>*°. Por otro lado,
estudios de interaccion realizados mediante resonancia magnética nuclear (RMN),
sugieren que las moléculas biciclicas solo logran intercalarse en el ADN cuando
presentan cadenas laterales cargadas positivamente, mientras que los compuestos
gue presentan tres anillos fusionados, como la acridina, presentan interacciones de
apilamiento lo suficientemente fuertes como para prescindir de cadenas laterales
que colaboren en la unién®!,

Numerosos farmacos anticancerigenos presentan mecanismos de citotoxicidad que

involucran dafio sobre la molécula de ADN mediante intercalacién. En muchos casos
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dichos mecanismos no han llegado a comprenderse completamente, pero se sabe
que muchos agentes intercalantes son capaces de interrumpir la duplicacion del
ADN asi como de introducir mutaciones durante la misma’. Tanto la doxorrubicina
(figura 1.2c) como la mitoxantrona (figura 1.2d) son agentes intercalantes eficaces
en el tratamiento de leucemias. Sin embargo, su alto grado de afinidad por el ADN
determina una difusién pobre en los tejidos, haciéndolos poco efectivos a la hora de
tratar tumores solidos. Por este motivo, hoy en dia se busca desarrollar agentes
intercalantes de afinidad moderada, con un coeficiente de difusion que permita su

utilizacion en tumores sélidos®?.

H
\S/N OCH;3

O,
NH
Pz N
pZ
N

(a) Proflavina
(b) Amsacrina

H
N

OH O HN~ > "oH 0

[

(1T “

T
(1)

\

OH O HN -~ ~_-OH o
H

(d) Mitoxatrona (e) N,N'-dioxido de fenazina

Figura 1.2: Diferentes agentes intercalantes con potencial uso en el tratamiento del cancer.

Se han utilizado una gran cantidad de técnicas para estudiar la capacidad de
intercalarse en el ADN de distintos compuestos. Entre ellas podemos mencionar
espectroscopia UV-visible, espectroscopia de fluorescencia, dicroismo circular, RMN,
viscosidad, cambios en el punto de fusién del ADN y estudios electroquimicos®*=°.

En los dltimos afios se han desarrollado potenciales agentes antitumorales que
combinan la capacidad de intercalarse en el ADN con un mecanismo de citotoxicidad
selectivo en hipoxia. Entre ellos, cabe destacar los anteriormente mencionados

AQ4N* y NLCQ-1°"*®y los derivados de N,N'-diéxido de fenazina'®* (figura 1.2e).
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En todos los casos, la molécula presenta grupos N-6xido que se bio-reducen de
forma selectiva en hipoxia, incrementando marcadamente su capacidad para

intercalarse en el ADN y por lo tanto su citotoxicidad.
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2. Antecedentes y diseno de
NuUevos compuestos

2.1. Disefio racional de nuevos derivados de N,N’-di6xido de fenazina

Como se mencioné anteriormente, un importante numero de moléculas bio-
reducibles presentan grupos N-Oxido de aminas aromaticas. En tumores hipoéxicos,
los bajos niveles de oxigeno asi como la sobreexpresion de enzimas reductasas,
hacen posible la bio-reduccion de dichos grupos a través de un mecanismo via un
electron (figura 2.1). De esa forma, se genera un radical notréxido, con la capacidad
de generar rupturas en las hebras del ADN y establecer entrecruzamientos®. En
presencia de oxigeno molecular, el radical seria neutralizado inmediatamente,

generando asi un radical superéxido y evitando el dafio sobre el material genético.

NORMOXIA
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f _ / e hitroxido
\ 1
\ "\Fl_c—) © \® _

= N—O — > Daio al ADN
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Amina —— g

aromatica

Figura 2.1: Metabolismo bio-reductivo de N-6xidos aromaticos.

Paralelamente, la bio-reduccion del profarmaco via dos electrones da lugar a la
correspondiente amina aromatica (figura 2.1). Las aminas aromaticas se protonan a
pH fisioldgico, proceso que se ve acentuado por la acidez caracteristica de las

células tumorales. La carga positiva que asi adquiere la molécula implica un
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aumento de su afinidad por ADN, ademéas de un descenso de su lipofilia y por lo
tanto de su solubilidad en la bicapa lipidica. La unién de la molécula al ADN asi
como su incapacidad para atravesar la membrana plasmatica operarian para
confinar el agente citotoxico al tejido enfermo y evitar su accidn sobre células
sanas®.

Por otro lado, se ha reportado un importante nimero de potenciales agentes
antitumorales cuyo principal mecanismo de citotoxicidad es la generacion de dafio
en el material genético mediante intercalacion. Entre ellos podemos mencionar a la
amsacrina y la mitoxantrona® (figura 1.2). Ambos presentan un croméforo plano que
consiste en un sistema aromatico de tres anillos, responsable del fenémeno de

intercalacion entre pares de bases.
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Figura 2.2: Disefio de potenciales profarmacos bio-reducibles sintetizados en este
trabajo, derivados de N,N-diéxido de fenazina.
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Los derivados de N,N-dioxido de fenazina (figura 2.2) han sido descritos
recientemente como una nueva familia de compuestos “hibridos” que combinan la
citotoxicidad selectiva en hipoxia con la capacidad para intercalarse en el ADN**°.
Dichos derivados presentan dos grupos N-6xido que los convierten en potenciales
profarmacos bio-reducibles (figura 2.2, rojo). Asi mismo, el heterociclo fenazina es un
cromoéforo plano muy similar al anillo triciclico de acridina, presente en la molécula
de amsacrina (figura 2.2, azul). Adicionalmente, debido a que los grupos N-6xido
forman parte del heterociclo, su reduccion y la concomitante protonacion de la amina
resultante, favoreceria de forma directa la intercalacion del derivado reducido en la
molécula de ADN.

En trabajos previos se ha informado que los sustituyentes presentes en el anillo de
fenazina tienen una clara influencia sobre el perfil de selectividad de estos
compuestos. En la figura 2.3 se muestran tres derivados que han mostrado
citotoxicidad selectiva en condiciones de hipoxia. Los estudios realizados sobre el
mecanismo de accion sugieren que no son buenos agentes intercalantes, por lo que

su citotoxicidad responderia principalmente a la generacién del radical nitroxido”8°.
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Figura 2.3: Derivados de N,N-dioxido de fenazina que han mostrado buen perfil de selectividad.

En este trabajo se pretende desarrollar una nueva familia de derivados N,N-dioxido
de fenazina que combinen las dos propiedades ya mencionadas con una tercer
caracteristica: la adicién de cadenas laterales que favorezcan la interaccion con el
ADN. Estas cadenas (“-Y”, figura 2.2, verde), serian puntos de anclaje adicionales
del farmaco con la biomolécula. Dicha estrategia ya ha sido propuesta para el
compuesto AQ4N, cuyas cadenas laterales, luego de sufrir reduccion dan lugar a
aminas alifaticas que se protonarian y anclarian la molécula al esqueleto de azucar-
fosfato mediante interacciones electrostaticas™
Tal como se podra apreciar en el capitulo 4, las cadenas laterales ensayadas en este
16
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trabajo se pueden dividir en dos grupos. Aquellas que presentan derivados de fenilo
tienen la potencialidad de intercalarse en el ADN, dando asi lugar a agentes bis-
intercalantes. Mientras que las que presentan el grupo funcional aminoguanidona,
pueden protonarse y unirse al esqueleto de azucar-fosfato mediante interacciones

electrostaticas.
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3. Objetivos

En base a los resultados preliminares, detallados en el capitulo anterior y al disefio

racional de nuevos derivados, se plantean los siguientes objetivos:

i) Sintesis y caracterizacion espectroscopica de nuevos derivados de N,N-dioxido de

fenazina, con cadenas laterales que potencien su afinidad por la molécula de ADN.

i) Evaluacién biologica de los derivados sintetizados: determinacion de su perfil de

citotoxicidad selectiva en condiciones de normoxia / hipoxia.

iii) Aproximacion al mecanismo de accién que tendrian los compuestos en caso de

ser utilizados como profarmacos bio-reducibles.
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4.Resultados y discusion:
sintesis quimica

En el presente trabajo se desarrollan dos nuevas familias de derivados de N,N*-
diéxido de fenazina (de ahora en mas familias A y B). Ambas se representan en las
figuras 4.1y 4.2.
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Figura 4.1: Familia A de derivados de N,N-didxido de fenazina
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Figura 4.2: Familia B de derivados de N,N-diéxido de fenazina
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4.1. Sintesis de los derivados pertenecientes a la familia A

Se utilizan diferentes estrategias sintéticas para obtener los derivados
pertenecientes a cada familia. En el caso de la familia A, la secuencia sintética
consta de cuatro etapas (figura 4.3.). En una primera etapa se realiza el ataque
nucleofilico del derivado fenolato de p-hidroxibenzaldehido sobre la posicion 5 de la
molécula de 4,5-difluoro-2-nitroanilina, desplazando al sustituyente fluor que se
encuentra activado por el grupo nitro en posicién para. Posteriormente se procede

con la ciclacion térmica de la nitroanlina, que a través de un intermediario azida
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conduce al heterociclo N-6xido de benzo[1,2-c][1,2,5]oxadiazol (benzofuroxano)’. A
continuacién, mediante un proceso de Beirut?, se utilizan dos derivados de fenol que
en medio basico reaccionan expandiendo el agrupamiento benzofuroxano y dando
lugar a los derivados de N,N™-dioxido de fenazina. En el caso de los derivados 3y 4,
se requiere un cuarto paso de sintesis, el cual consiste en la condensacion del grupo
funcional aldehido con una molécula de aminoguanidina, dando lugar al

correspondiente derivado aminoguanidona.
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X
- NO,
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/
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o) l!l X /O
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:Gi | —x _Ho 7 =N
- | O
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| THF, N, | F
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H
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XN+
F N X

3:X=0H 4 X=NH,

Figura 4.3: Ruta sintética elegida para la obtencion de los derivados pertenecientes a la familia A

4.2. Sintesis de los derivados pertenecientes a la familia B

En este caso los reactivos de partida® presentan tanto la agrupacién benzofuroxano
como los sustituyentes que confieren las diferencias estructurales entre los distintos
derivados. Por este motivo se requiere una sola etapa sintética en la que se expande
el heterociclo benzofuroxano, mediante la reaccién de Beirut, para dar lugar al

derivado de N,N’-diéxido de fenazina (figura 4.4.). Este paso es idéntico a la tercera
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etapa de la ruta sintética disefiada para la familia A (figura 4.3.).

Y Y -
- X
S O !
OH N
7 B 7 AN

0 MeONa/MeO X

/ H, THF, N AN
=\ 2 ’? AN

©

Figura 4.4: Procedimiento sintético para la obtencion de los derivados de la familia B

4.3. Sintesis del heterociclo N,N’-di6éxido de fenazina

4.3.1. Mecanismo de reaccion

Tal como se menciond anteriormente, el heterociclo N,N’-di6éxido de fenazina se
obtiene haciendo reaccionar el intermedio benzofuroxano con un derivado de fenol
en medio basico.

Las reacciones de Beirut consisten en la expansion del heterociclo benzofuroxano,
empleando diferentes nucledfilos. En este trabajo los nucledfilos utilizados son los
derivados fenolato de p-aminofenol y p-hidroquinona, que permiten obtener los
correspondientes  N,N-di6oxido de 2-aminofenazina y N,N-di6xido de 2-
hidroxifenazina respectivamente. Para ello se sigue el proceso sintético propuesto
por Ludwig y Baumgartel*. La base que se utiliza como generadora del fenolato es
metdxido de sodio y la mezcla de disolventes elegidos (tetrahidrofurano/metanol,
50:50) permite obtener los productos de interés mediante precipitacion en la mezcla
de reaccion.

El mecanismo propuesto para la expansion se ilustra en la figura 4.5. EI metoxido
presente en el medio de reaccion desprotona el fenol, generado un fenolato, que
mediante resonancia deposita la carga negativa sobre el carbono orto al fenol. El
carbanion asi generado ataca al nitrdgeno mas electrofilico del heterociclo
benzofuroxano®, lo que desencadena un desplazamiento de cargas que confiere al
nitrégeno restante una importante capacidad nucleofilica. Dicho nitrogeno ataca al
carbono carbonilico, ciclando la molécula. El proceso se completa con la
aromatizacion del anillo y la concomitante pérdida de una molécula de agua, dado

lugar al heterociclo fenazina®.
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Figura 4.5: Mecanismo propuesto para la sintesis de N,N-diéxido de fenazina.

4.3.2. Proporcion de isbmeros

Al partir de benzofuroxanos mono- y disustituidos, la expansion de los mismos da

lugar a dos isomeros de posicion de N,N-di6xido de fenazina. Las reacciones

realizadas en este trabajo conducen a isbmeros de posicién en 7 y 8 del anillo de

fenazina (figura 4.7)*°. En ningln caso ha sido posible separar los isémeros, ni por

cristalizacion ni por cromatografia,
sin embargo su presencia se
evidencia claramente los
espectros *H-RMN y *C-RMN.

El fenbmeno responsable de la

en

obtencién de los dos isomeros es
el equilibrio tautomérico que sufre
el anillo de benzofuroxano a
temperatura ambiente (figura 4.7,
arriba). Se ha observado que la
proporcion de cada isomero en la
del

mesomeérico de los sustituyentes

mezcla depende efecto

en el anillo de benzofuroxano®.

3 3
5 _— \O 5 /N\
o T o/
R™ 6 SO0\ R” 6 N2
\ \
5 o \
@ —
Tautémero A
S o |
(@] (]
N/l /
6 6 N1
=@\ = @\
0O =—— /O
=
N N 3
R™ 5 _/ 3 g 5 ®

Tautémero C

Figura 4.6: Se ilustra el efecto resonante de R
cuando este es un grupo electron-atrayente. Arriba,
se puede observar el desplazamiento de cargas que
estabiliza el tautémero A (6-sustituido). Mientras que

en la parte inferior, se observa como R
desestabilizaria el tautomero C.
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Esto se debe a que los sustituyentes en posicion 5y 6 del benzofuroxano juegan un
rol fundamental en la proporcion tautomérica del compuesto. En particular se ha
descrito que un grupo electrén-atrayente desplaza, por estabilizacion por resonancia,
el tautomerismo hacia el benzofuroxano 6-sustituido (figura 4.6) permitiendo la
produccion del isémero derivado de la expansion del tautobmero A y dando asi lugar
al isémero 8-sustituido (figura 4.7, izquierda). Por el contrario, la presencia de un
sustituyente electron-dador en posicion 6 promueve un mesomerismo desfavorable,
lo que lleva a que la forma tautomérica preferencial sea la del benzofuroxano 5-
sustituido (tautomero C). Esto conduce a que la expansién transcurra

preferencialmente hacia el isomero 7-sustituido (figura 4.7, derecha).

1 /6 R.5 N
R.s Rl N=0O /N\
- A
\O /O
5 \N/ ° \KI
= 1
3 R5 N=0 C \O
Tautomero A Tautomero B Tautomero C
(en mayor proporcion (en mayor proporcion
cuando R es un grupo cuando R es un grupo
electrén-atrayente) electron-dador)

«© (0

Y X Y X
o) o)
| 1 | 1
> fl\LI/ R”7 I}Ll/
o) o)
Isbmero 8-sustituido Isbmero 7-sustituido

Figura 4.7: Fendmeno que explica la formacion de isdmeros de posicion de
N,N™-diéxido de fenazina 7- y 8-sustituidos.
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En el caso de los compuestos sintetizados en el presente trabajo, ya que no se
pudieron separar experimentalmente, la proporcion de cada isémero se determina
mediante la integracién de las sefiales en los espectros de *H-RMN.

En particular, para los derivados de la familia B se observa en la region entre 8,10 y
8,30 ppm una serie de sefiales que constituyen una “huella digital” (figura 4.8). Alli se
pueden observar claramente las sefales de los protones H; y Hg correspondientes a
los dos isbmeros generados en la reaccion, sin ninguna otra sefial superpuesta que
dificulte el analisis.

Es posible diferenciar un protén del otro ya que el proton H;, del isbmero 8-
sustituido, aparece mas blindado que el proton Hg, del isomero 7-sustituido. Esto se
debe al efecto mesomérico electrén-dador del grupo —OH. Esto permite ademas
determinar la proporcion isomérica, a través de la integracion de cada una de las

sefales.

?
= Ill OH
NG

HU

+Z—O| 10—

[
ppm t1) 8.250 8.200

Figura 4.8: Ejemplo de la regién del espectro de *H-RMN que constituye una “huella digital”
para la familia B de compuestos. Se muestran las senales de los hidrogenos 7 y 8’
correspondientes a los isomeros presentes en el derivado 5.

Para los derivados de la familia B, en todos los casos, se observa una mayor
proporcion del isbmero 7-sustituido (tabla 4.1). Esto esta indicando que los
sustituyentes ariletenil presentes en la familia de derivados B actian como electron-
dadores por resonancia. Este comportamiento se correlaciona con los valores de la
constante de Hammett (op)7: mientras que los sustituyentes electrén-dadores revelan
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una constante negativa (o, = -0.07 para el sustituyente feniletenil y o, = -0.27 para el
sustituyente -OCHj3), los grupos electron-atrayentes suelen presentar una constante
positiva (0, = 0.57 en el caso de -NO,)°. Es importante mencionar también, que la
diferencia entre proporciones nunca supera el 30%, lo que confirma
experimentalmente que la influencia de los sustituyentes ariletenil es débil en
comparacion con lo observado en otros casos, coincidiendo con el valor absoluto de

0p. Se ha informado que la presencia del grupo nitro es tan influyente que conduce a

Isbmero 1 Isbmero 2

la formacion de un solo isdmero®.

Derivado X \ Y \ Z \ cis/trans | % is6mero 1 | % is6mero 2

5 OH | H | H trans 59 % 41 % 007
6 NH, | H | H trans 65 % 35 %

7 OH | Cl | H trans 55 % 45 % -0.06
8 NH, | ClI | H trans 56 % 44 %

9 OH | OCH,O cis 60 % 40 % c
10 NH, | OCH,0 cis 58 % 42 %

2 Constante de Hammett del sustituyente ariletenil. ° Ref. 6. °No disponible.

Tabla 4.1: Proporcidn de isémeros observada para cada uno de los derivados que
integran la familia B.

Para la familia A de compuestos, el andlisis se vuelve algo mas complejo. La “huella
digital” en el espectro de *H-RMN no se observa ya que ambas posiciones (7 y 8) se
encuentran sustituidas por un fluor y un grupo formilfenoxi. A pesar de ello, la
proporcion de isomeros se calcula mediante la integracion de las sefales del
hidrogeno ilidénico (en el entorno de los 10,0 ppm) o del hidrégeno en posicién 1 del

sistema fenazina (en el entorno de los 7,70 ppm).
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? ﬁ’ c?
o /N: C X Fj : /:u: : X
NS R F
F ITI 0 ITI
o} O O
Isébmero 1 Isbmero 2
. % isbmero % isbmero
Derivado X
1 2
1 OH 65 % 35 %
2 NH, 60 % 40 %

Tabla 4.2: Proporcion de isémeros observada para cada uno de los derivados que
integran la familia A.

Ambos sustituyentes presentes en los derivados de la familia A se clasifican como
grupos electron-dadores por efecto resonante, por lo que cada uno favorecera la
formacion de un isomero diferente. Segun lo observado experimentalmente en el
presente trabajo, el efecto electron-dador del grupo fluor es claramente superior al
del grupo formilfenoxi, dando lugar a una mayor proporcion del isomero en el que el

fluor se encuentra en posicion 7 (tabla 4.2).

4.3.3. Andlisis espectroscopico

Todos los espectros de *H-RMN y *C-RMN se realizan disolviendo la muestra en
DMSO deuterado y utilizando un equipo BRUKER DPX-400 (400 MHz).

Excepto la sefial del hidrégeno ilidénico (derivados 1 y 2), en los espectros de *H-
RMN de ambas familias, todas las sefales correspondientes al heterociclo de
fenazina y a los sustituyentes, caen dentro de un rango muy acotado que va de 7,3
ppm a 8,6 ppm. Esto conduce a una superposicion de sefales que frecuentemente
dificulta el analisis.

En el caso de los sustituyentes de la familia A, la rapida identificacion del hidrégeno
ilidénico (en el entorno de los 10 ppm para los derivados 1y 2 y 8,2 ppm para los
derivados 3 y 4) permite, mediante experimentos de correlacion HSQC y HMBC, la
determinacién de todas las sefiales de hidrégenos y carbonos pertenecientes al

sustituyente formilfenoxi. Esta asignacion se ve reforzada por el analisis de las
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constantes de acoplamiento y experimentos de COSY.

Paralelamente fue posible elucidar las sefiales del anillo de fenazina identificando las
sefiales de los hidrogenos en posicién 1 y 3, que presentan una constante de
acoplamiento en meta muy caracteristica. Ademas, su desplazamiento quimico se ve
claramente reducido debido al apantallamiento del grupo electrén-dador adyacente.
En particular, la sefial del hidrégeno 3 es facilmente identificable por ser un doblete
de dobletes, consecuencia de su acoplamiento en orto con el hidrogeno 4 y en meta
con el hidrégeno 1.

Por otro lado, las sefiales de los hidrogenos 4, 6 y

¢}
9 presentan un desplazamiento quimico | 1
R, 10N , OH
H +
marcadamente  mayor, debido al efecto > Z R
desapantallante de los grupos  N-6xido 7 o g 3
. . R N
adyacentes. Para la familia A, es posible ° 6 5 4
. ~ : _ o)
determinar la sefial correspondiente al hidrogeno =
6 (0 9, en el otro isdmero) debido a su constante Figura 4.9: Posiciones en el

. . heterociclo de fenazina.
de acoplamiento en orto con el sustituyente fluor,

la cual presenta un valor caracteristico de entre 10

y 11 Hz.

En el caso de la familia B se observan dos grandes particularidades que permiten
comenzar con la asignacién de sefales. La primera de ellas es la presencia del
doble enlace alquénico en el sustituyente, cuyos hidrogenos presentan una
constante de acoplamiento caracteristica: 16 — 17 Hz para la configuracion trans
(derivados 5 - 8). La localizacion de dichos protones, combinado con experimentos
de COSY, HMBC y HSQC, permite identificar tanto las sefiales que corresponden al
sustituyente como a los hidrégenos 6, 7 (u 8) y 9 del heterociclo de fenazina. En
segundo lugar, las sefales pertenecientes a los hidrogenos 7 y 8 constituyen un
grupo de sefales caracteristico de esta familia de compuestos (figura 4.8.), que no
se observa en la familia A debido a que ambas posiciones se encuentran sustituidas.
La rapida asignacion de las mencionadas sefiales (dobletes de dobletes) facilita la
determinacion de todas las sefales de la correspondiente region de la molécula. El
analisis de los derivados 4 y 6 presenta serias dificultades, ya que los espectros
muestran sefiales muy poco definidas, con baja resolucién, probablemente como

resultado de la baja solubilidad de los compuestos en los disolventes del
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experimento (figura 4.10a). Sin embargo, el agregado de pequefias cantidades de
acido sulfurico deuterado cambia radicalmente los resultados, permitiendo obtener
un espectro con sefiales muy bien

definidas (figura 4.10b). a) DMSO

Estos resultados confirman que las

dificultades iniciales en la obtencion

del espectro se deben a una escasa

solubilidad de los compuestos en D'pm'm;g_go‘ " Tso0 750 700 650
DMSO, la cual se incrementa
_ o o b) DMSO + D,SO,
mediante la acidificacion del medio.
El mencionado incremento en la
solubilidad podria deberse a la

protonacion de los grupos amino y

aminoguanidona, presentes en —m—m—mr——————F———————————————
ppm (f1) 8-50 8.00 7.50 7.00 6.50

ambos derivados.

Figura 4.10: Cambios observados en el espectro de
'H-RMN del derivado 6 al adicionar acido sulfarico
deuterado.
4.3.4. Rendimientos

Tal como se menciona anteriormente, la estrategia sintética para la obtencion del
anillo de N,N-di6xido de fenazina corresponde a la utilizada por Ludwig y
Baumgartel, empleando cémo disolvente una mezcla de metanol y tetrahidrofurano,
en la que el producto deseado precipita. Esta metodologia permite obtener los

derivados con buena pureza luego de repetidos lavados
Derivado Rendimiento

con tetrahidrofurano, sin necesidad de ser

1 57 %
recristalizados. Los rendimientos observados van de 2 22 %
medios a muy buenos (tabla 4.3), siendo el principal 5 36 %

6 47 %
factor determinante, la solubilidad del producto en el 7 77 %
medio de reaccion. 8 79 %

. - 9 19 %
En el caso del derivado 2, el rendimiento (mostrado en la 10 30 %
tabla 4.3) incluye la presencia de un producto
secundario. Los experimentos de RMN sugieren que Tabla 4.3: Rendimiento

_ o observado para la sintesis
dicho compuesto corresponde a la imina producto de la  de los diferentes derivados.

de condensacioén entre el grupo aldehido del derivado 2 y
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el grupo amina del p-aminofenol (figura 4.11). Para minimizar la formacion del
producto secundario, la reaccion se lleva a cabo a bajas temperaturas (bafio de
hielo-CacCl,), agregando el p-aminofenol (disuelto en el disolvente de reaccion) gota
a gota. De esta forma se evita cualquier exceso local de p-aminofenol que favorezca

la condensacion con moléculas de producto frente a la reaccion principal.

OH .
O REACCION
HoN SECUNDARIA

I
@)
Z4
\/©/ :©: @NHZ
N
X F ~
I

Producto secundario
Figura 4.11: Reaccidn principal y secundaria observadas en la sintesis del derivado 2.

Derivado 2

Z—0O!

/6/\9 : _NH,

I
(0] (0]
/’+\l\ 0 =
/O - -
= \N REACCION F X
I
(0]

-+

PRINCIPAL |
O

QO—=2+

+Z—0!

1Q—=2+

HO

4.4. Condensacion de los derivados 1y 2 con aminoguanidina

Tal como se menciond en la seccion 4.1, la sintesis de los derivados 3 y 4 implica la
condensacion de los derivados 1 y 2 respectivamente, con aminoguanidina para dar
la correspondiente aminoguanidona (figura 4.3). Dicha reaccion se lleva a cabo
utilizando metanol como disolvente y acido clorhidrico concentrado como catalizador.
En ambos casos se sigue la reaccion por cromatografia en capa fina y se constata
gue se da de forma completa. El producto precipita en el medio de reaccion, por lo
gue se aisla facilmente mediante filtracion.

Los rendimientos fueron buenos. El derivado 3 se obtuvo con un rendimiento del
55%, mientras que la sintesis del derivado 4 present6 un rendimiento del 59%. Para
la preparacion de este ultimo, se utilizdé como material de partida el derivado 2
contaminado con la imina obtenida como producto secundario (figura 4.11). Se

espera asi, obtener como Unico producto al derivado 4, ya que ambas entidades son
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susceptibles de sufrir ataque nucleofilico por parte de la aminoguanidina.
Efectivamente, el proceso transcurre segun lo esperado con completo consumo de
ambos reactivos.

El analisis espectroscopico confirma que se obtiene el compuesto esperado. Una
clara evidencia de ello en el espectro de *H-RMN es la desaparicion de la sefial del
proton aldehidico en el entorno de los 10 ppm (derivados 1y 2) y la aparicién de una
sefal correspondiente a un Unico protdbn con un desplazamiento quimico de
aproximadamente 8,20 ppm (derivados 3 y 4) del hidrégeno ilidénico del

agrupamiento aminoguanidona.
4.5. Reduccion de los grupos N-6xido

Considerando que el mecanismo de accion citotdéxico propuesto para los derivados
de N,N'-diéxdo de fenazina es la biorreduccion en condiciones de hipoxia, se hace
obvia la necesidad de obtener los derivados deoxigenados de al menos uno de los
compuestos estudiados en este trabajo. Estos derivados deoxigenados son Utiles
como patrén u objeto de comparacion a la hora de realizar ensayos bioldgicos, ya
que a diferencia de sus precursores, deberian presentar una importante citotoxicidad
en condiciones de oxia e hipoxia, sin ningun tipo de selectividad.

Es asi que se eligio el derivado 1 como sustrato para la reaccién de reduccion a nivel
de los grupos N-Oxido. La misma se llevo a cabo utilizando como agente reductor

ditionito de sodio en medio &cido®® (figura 4.12).

(0] P % | Na,S,0, (0] /N 7 | O /N
PN —OH —— > —OH + OH
F CH3OH / HCI F N XN F \N
| | calor | o |
o 1 11 o 12

o}

+Z—0!

10—+

Figura 4.12: Reaccion de reduccion del derivado 1.

La reaccidn se sigue por cromatografia en capa fina, observandose la formacion de
dos productos con mayor Rt que el material de partida. Los mismos se purifican por
cromatografia de columna, utilizando como fase sdlida silica “flash” y como fase

movil hexano/acetato de etilo, 4:6.
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La figura 4.13 ilustra el mecanismo mediante el cual se da la reduccion. Se puede
observar la importancia central de la electrofilia del carbono en posiciéon a al N-6xido,

el cual es atacado por el azufre nucleofilico del anién ditionito®.

\\‘\JJ\ S,04% (ac) \\ J<SOZSOZ \\ SOy \\ JL
H30" gy N \
Q\/ OH '802 ©

Figura 4.13: Mecanismo de reduccién de grupos N-6xido por accién del ditionito de sodio.

-HSO5 (ac)

El analisis espectroscépico revela que el producto con mayor R es el producto
completamente reducido (derivado 12), mientras que el de menor R; es el producto
de monoreduccion (derivado 11). Debido a la existencia de isébmeros posicionales
del derivado 1, la monoreduccién transcurre produciendo el N°- y el N*-6xido de
cada isdbmero de posicion, 7- y 8-sustituido, dando lugar a cuatro isémeros (tabla
4.4). Tal como se mencion6é anteriormente, a diferencia del hidrégeno 1 (cuyo
desplazamiento quimico es gobernado por el fuerte apantallamiento del grupo -OH),
el desplazamiento quimico de los hidrégenos en posicion 4, 6 y 9 se ve
incrementado por el desapantallamiento que generan los grupos N-Oxido
adyacentes. La tabla 4.4 muestra el cambio en dichos desplazamientos para los
diferentes estados de oxidacion de la molécula. Esta informacion, conjuntamente con

la espectrometria de masa permite confirmar la presencia del producto.
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Derivado 1 | Derivado 11 Derivado 11 Derivado 12

(n=1, m=1)  (n=0,m=1) (n=1,m=0) (n=0, m=0)

i S H, (ppm) 8,39 8,41 8,10 8,08
Isomero

1 ® Hg (ppm) 8,43 8,44 8,24 8,15

8 Hy (ppm) 8,03 region 7,9-8,1 7,99 7,93

, & Hy (ppm) 8,44 8,39 8,18 8,12
Isbmero

5 5 Hg (ppm) 7,95 7,95 7,78 7,80

® Hy (ppm) 8,46 region 7,9-8,1 8,42 8,20

Tabla 4.4: Cambios en el desplazamiento quimico de los hidrogenos 4, 6 y 9 a medida que se
reducen los grupos N-o6xido.

Isbmero 1 Isbmero 2
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5. Resultados y discusion:
evaluacion biologica

Como se menciond anteriormente, los derivados de N,N-di6éxido de fenazina se
desarrollaron por su potencial para actuar como profarmacos que Unicamente
adquieren citotoxicidad al ingresar a una célula tumoral hipoxica. En su interior,
gracias a los bajos niveles de oxigeno y alto contenido de reductasas, el profarmaco
se reduce por accién enzimética para dar lugar al farmaco activo, capaz de generar
dafio en el material genético de la célula tumoral?.

Luego de sintetizar todos los derivados mencionados en el apartado anterior, se
procede al estudio de su capacidad para actuar como profarmacos selectivos bio-
reducibles. Para esto se realizan tres ensayos, que permiten arrojar luz sobre la
potencialidad de su uso como agentes bio-reducibles (seccion 5.1) y el mecanismo
de accion propuesto para esta familia de compuestos (secciones 5.2 y 5.3).

5.1. Ensayo de citotoxicidad selectiva en condiciones de hipoxia

5.1.1. Fundamento de la técnica

Para determinadas lineas celulares es posible obtener colonias de mas de 60
células sembrandolas a bajas concentraciones en placas de cultivo. Dichas colonias
estan conformadas por “clones” que derivan de una unica célula madre, la cual se
introdujo en la placa durante el sembrado. La capacidad de replicacion o eficiencia
clonogénica que permite la formacion de dichas colonias puede verse afectada por el
tratamiento con un determinado compuesto, efecto muy buscado en farmacos
antitumorales. Este podria conducir a una disminucion del ndmero de colonias
generadas por una determinada linea celular en determinadas condiciones de
sembrado y de crecimiento. Ya que es posible contabilizar el nimero de colonias, se
puede registrar la disminucién en la eficiencia clonogénica y asi determinar el

porcentaje de supervivencia celular en ausencia y presencia del compuesto®.
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5.1.2. Diseio experimental y tratamiento de los datos

Para el ensayo se utilizan células V79 (linea celular de fibroblastos de hamster
chino), las cuales presentan una muy buena eficiencia clonogénica (98% de
supervivencia en 7 dias)’. Las mismas se incuban durante 2 horas con una
concentracion 20uM del compuesto a estudiar. A fin de simular las condiciones de
normoxia o0 hipoxia se gasifica el medio de cultivo con aire atmosférico o nitrégeno,
respectivamente.

Luego de 7 dias de incubacidon se contabiliza el nimero de colonias y se calcula la
eficiencia clonogénica (PE) para cada una de las condiciones de la siguiente forma:
PE = (n° de colonias / n° de células sembradas) x 100

Posteriormente se determina el porcentaje o fraccion de supervivencia (FS) segun:
FS = (PE tratamiento / PE control negativo) x 100, donde “PE tratamiento” es la
eficiencia clonogénica en presencia del compuesto y “PE control negativo” en

ausencia del mismo.

5.1.3. Discusién de los resultados

En la tabla 5.1 se resumen los valores de fraccion de supervivencia determinados

para los derivados sintetizados en el presente trabajo.

Derivado FS (Normoxia) FS (Hipoxia)
6
N AN
s 7O 100 95
N
Q
6
5 N
N
Q oa
6
N 7
| SN 100 73
N NH Q
H,N~ SNH 3

# Evaluado como la mezcla del producto de interés y la imina producto secundario (ver capitulo 4).
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Derivado FS (Normoxia) FS (Hipoxia)

100 100
50 100
50 100
55 100
100 100
100 75
100 45
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Derivado FS (Normoxia) FS (Hipoxia)

o /N 74
i
F]CENQ on 67 61
12

Tabla 5.1: Valores de FS determinados para los derivados 1 al 12 en condiciones de
normoxia e hipoxia.

Un factor a ser tenido en cuenta a la hora de analizar los datos es la baja solubilidad
gue todos los compuestos presentaron en el medio de cultivo. Esto condujo a que en
algunos casos el compuesto precipitara, por lo que no es posible conocer la
concentracion real en el ensayo.

En funcion de los valores de FS obtenidos se clasifica los compuestos en cuatro
grupos segun su comportamiento en condiciones de normoxia e hipoxia. Un primer
grupo esta integrado por los derivados 1, 4 y 8 que no presentan citotoxicidad en
ninguna de las condiciones ensayadas. Por otro lado, los derivados 2 y 12
pertenecen a un segundo grupo de compuestos que muestran niveles de
citotoxicidad intermedios tanto en normoxia como en hipoxia.

Por otro lado, existe un grupo de compuestos que presentaron citotoxicidad selectiva
en condiciones de normoxia, los derivados 5, 6 y 7. Dicho comportamiento estaria
hablando de un mecanismo citotoxico contrario al buscado en el presente trabajo.
Una posible explicacion seria que dichos compuestos dafien a la célula mediante la
generacion de estrés oxidativo dependiente de la presencia de oxigeno en el medio
(consecuencia del ciclo fatil). Otra explicacién puede estar en la existencia de un
dafio causado por el N,N-diéxido de fenazina, que no se observa en hipoxia una vez
ocurrida la bio-reduccion a fenazina (ver seccion 5.3).

Finalmente, considerando la hipétesis de trabajo, el grupo que presenta mayor
interés es el de aquellos derivados que revelaron selectividad en condiciones de
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hipoxia. Este es el caso de los derivados 3, 9, 10 y 11, siendo el 10 el més selectivo.
Tal como se menciond anteriormente era esperable que el derivado 12 presente
citotoxicidad tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia. Esto probablemente
sucede ya que por ser un derivado completamente reducido, el mecanismo de
selectividad debido a la bio-reduccion en condiciones de hipoxia no tiene lugar. En el
caso de su precursor completamente oxidado (derivado 1), se esperaria que si se
reduce en las condiciones ensayadas presentara cierto grado de citotoxicidad en
hipoxia, sin embargo no es asi. Esto podria estar indicando que ni en condiciones de
normoxia ni en hipoxia el derivado 1 es reducido enzimaticamente para dar lugar al
farmaco activo (ver seccion 5.2). Otro motivo, como ya se mencioné anteriormente,
puede radicar en la baja solubilidad del compuesto 1 en el medio de cultivo que
conduzca a un artefacto de falta de actividad cuando en realidad se deba a la baja
concentracion del compuesto en solucion. Es interesante destacar, que por otro lado,
el derivado 11 (mono-oxidado) si presenta cierto grado de selectividad, siendo
inactivo en condiciones de normoxia pero citotoxico en condiciones de hipoxia. Esto
podria estar indicando que, aunque en las condiciones del ensayo el compuesto 1 no
es un profarmaco susceptible de ser activado, su derivado mono-oxidado si podria
serlo.

En particular, el derivado 10 presenta un adecuado comportamiento y sobre él se
podria seguir trabajando en futuras modificaciones quimicas de la estructura que

mejoren los valores de citotoxicidad selectiva.

5.2. Ensayo in vitro de bio-reduccidon en normoxia e hipoxia

Para determinar si el derivado 1 es susceptible a la reduccion por accién de enzimas
celulares, se procede a realizar un ensayo de bio-reduccion in vitro. Para esto, se
incuba el compuesto con la fracciéon citosélica y microsomal de un homogeneizado
de hepatocitos de rata. Algunas de las enzimas presentes en el homogeneizado que
se han identificado como responsables de la bio-reduccion de grupos N-6xido son:
citocromo P450, xantino oxidasa, DT-diaforasa y aldehido oxidasa®*"”.

La incubacién con ambas fracciones del homogeneizado se realiza a 37°C, durante
1 hora, en ausencia y presencia de oxigeno. Ademéas, como blanco, se incuba el
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producto con buffer y demés reactivos en ausencia de las fracciones del
homogeneizado. Posteriormente se inactiva la fraccion y se extraen por reparto los
productos de metabolizacion. Estos se comparan con los patrones de reduccion
quimica (derivados 11 y 12) mediante cromatografia en capa fina®.

La figura 5.1. muestra los resultados de la incubacién del derivado 1 en presencia y
ausencia de oxigeno. El recuadro rojo indica la region donde, segun el patron (carril
4) se encuentran los productos de reduccion. Tal como puede observarse, el
compuesto sufrio una fuerte metabolizacion, dando lugar a un gran numero de
productos. El revelado con luz UV indicaria que tanto en presencia (carril 2) como en
ausencia (carril 3) de oxigeno se producen dos productos cuyos Rs coinciden con los
patrones de reduccion quimica (mono-oxido 11 y producto completamente reducido
12). Sin embargo, al revelar con una mezcla de anisaldehido:EtOH:H,SO, (c)° los
mencionados productos de metabolizacion revelan con una coloracién rosada, que
difiere claramente del color amarillo que toman los patrones reducidos preparados
guimicamente. Esto podria significar que el derivado 1 no es susceptible de sufrir
bio-reduccion a los derivados mono- y completamente reducido por accion de las

enzimas presentes en la fraccion citosodlica.

(a)

Figura 5.1: Cromatografia en capa fina de la
metabolizacién del derivado 1 con fraccidn
citosolica. En los carriles, de izquierda a
derecha, se sembroé:

1- Derivado 1

2- Incubacion en presencia de oxigeno.

3- Incubacion en ausencia de oxigeno.

4- Derivados 11 y 12 (provenientes del crudo de
la reaccion de reduccion de la fenazina con
ditionito de sodio).

Revelado: (a) luz UV (256nm), (b) anisaldehido®

La metabolizaciébn del compuesto por acciéon de las enzimas de la fraccion
microsomal se puede apreciar en la figura 5.2. En comparacion con la fraccion
citosolica (figura 5.1), se observa una metabolizacién que parece ser menos intensa.
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Esto se evidencia tanto en el menor nimero de productos de metabolizacion, como
en la presencia de una mayor concentracion del compuesto sin metabolizar. Con
respecto a los productos de reduccién, tanto en presencia como en ausencia de
oxigeno parecen formarse compuestos con similar R;, que al revelarse con la mezcla
anisaldehido/H,SO4(c)/EtOH 95:4:1 (v/viv) presentan la misma coloracion. También
es notorio, que en presencia de oxigeno la formacion de dichos productos es mucho
menor que en ausencia del mismo. Todo esto podria estar indicando que, por accion
de enzimas presentes en la fraccion microsomal, el derivado 1 se bio-reduce y lo

hace de forma selectiva en ausencia de oxigeno.

(@)

Figura 5.2: Cromatografia en capa fina de la
metabolizacién del derivado 1 con fraccion
microsomal. En los carriles, de izquierda a
derecha, se sembro:

1- Derivado 1

2- Incubacion en presencia de oxigeno.

3- Incubacion en ausencia de oxigeno.

4- Derivados 11 y 12 (provenientes del crudo de
la reaccion de reduccion de la fenazina con
ditionito de sodio).

Revelado: (a) luz UV (256nm), (b) anisaldehido’

1 2 3 4

Estas observaciones estarian indicando que la falta de capacidad para bio-reducirse
no seria el motivo por el cual el derivado 1 resulta inactivo en el ensayo de
citotoxicidad (seccién 5.1). Algunos factores que podrian estar determinando la falta
de actividad observada son la capacidad de penetracibn de membrana y la
solububilidad de compuesto en el medio, entre otros. Serian necesarios estudios
mas profundos para arrojar luz sobre este hecho.

Estudios previos revelaron que, mientras los derivados de 2-aminofenazina dan
lugar tanto al producto mono-oxidado como al completamente reducido, los
derivados de 2-hidroxifenazina tienden a reducirse completamente en las
condiciones del ensayo, dando lugar a un Gnico producto de reduccién’. Esto puede
deberse a que los derivados 2-hidroxi presentan una mayor capacidad para
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reducirse que no permite observar cromatograficamente la presencia del mono-6xido
intermedio o a que los procesos enzimaticos involucrados son diferentes a aquellos
que tienen lugar en el caso de los derivados 2-amino. Sin embargo, los resultados
observados en el presente trabajo no siguen dicho comportamiento. El derivado 1, a
pesar de ser un derivado de 2-hidroxifenazina, dio lugar tanto al producto mono-
oxidado como al completamente reducido en las condiciones del ensayo. Esto puede
deberse a la influencia de los sustituyentes fluor y fenoxi, que a través de su efecto
electron-dador modifican el potencial de reduccidén del compuesto o su afinidad por
diferentes complejos enziméaticos.

En este ensayo no se estudié de forma particular las enzimas responsables de las
bio-transformaciones observadas. Sin embargo, se ha informado que tanto la DT-
diaforasa como la citocromo P450 son responsables de la bio-reduccion observada
para ciertos derivados de N,N-diéxido de fenazina’. En el caso del derivado 1, solo
parece observarse bio-reduccion en la fraccion microsomal, donde se encuentran las
concentraciones mas elevadas de la enzima citocromo P450.

Con respecto al resto de los productos de metabolizacion que se observan en ambas
fracciones, el derivado 1 es, por su estructura quimica, susceptible a un sinnimero
de modificaciones enzimaticas que pueden haber tenido lugar durante la incubacion
con ambas fracciones del homogeneizado. En particular, no se puede dejar de
mencionar la fuerte reactividad de grupo aldehido, susceptible tanto a conjugarse
con diferentes moléculas bioloégicas asi como a oxidarse dando lugar al
correspondiente &cido carboxilico. Esto Ultimo puede haber sucedido por accion de
la enzima aldehido oxidasa, dando origen al producto de menor Rt que se observa
en el carril 2 de la figura 5.1, como una franja de color naranja intenso. La aparicion
de dicho producto se observa Unicamente en presencia de oxigeno, lo cual refuerza

la idea de que un proceso de oxidacion es el responsable de su aparicion.

5.3. Evaluacién de la capacidad de interaccién con ADN

A fin de determinar la capacidad de interaccion con ADN de todos los compuestos
sintetizados en el presente trabajo, se puso a punto un ensayo in vitro en el que
mediante espectroscopia de fluorescencia se determina el grado de afinidad de cada
compuesto con ADN de timo de ternera.
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5.3.1. Fundamento de la técnica

El heterociclo de fenazina es un fuerte fluoréforo, tanto por la predominante
deslocalizacion electronica, como por la presencia de heteroatomos en el anillo. Si
se lo excita con radiacion dentro del rango UV-visible, este irradia fotones con
mayores longitudes de onda, es decir, con menor energia. Por supuesto, las
modificaciones quimicas del anillo, o su conjugacion a diferentes grupos quimicos
alteraran las longitudes de onda de absorcion y emisidbn maximas de la molécula,
pero la capacidad de fluorescer es, en principio, intrinseca a toda la familia de
derivados.
Cuando una molécula absorbe un foton, pasa a un estado energético excitado (S.),
luego de lo cual puede volver al estado basal (So) por diferentes caminos (figura 5.3).
Entre las distintas vias de

S desactivacion se encuentran la

relajacion térmica, la fluorescencia y la

)
Relajacién . . .
T 5~ térmica fosforescencia. El  camino mas
3 c probable hacia el estado fundamental
o -5
= — , .
o 8 sera aquel que reduzca el tiempo de
L 2| |Fluorescencia _ ] _
3 vida media del estado excitado. La
So Fosforescencia

desactivacion por fluorescencia tendra
Figura 5.3: Fendmenos de excitacion y relajacion lugar preferentemente frente a otros
electronica de una molécula. procesos, si tiene una constante de
velocidad favorable.
En dicho marco, el agregado de una segunda molécula denominada desactivador o
guencher funciona como una via adicional no radiactiva para la desactivacion de la
molécula excitada. La molécula del desactivador forma un complejo con el fluoroforo,
modificando sus caracteristicas electronicas. Esto permite que el retorno al estado
basal tenga lugar sin emisién de fluorescencia®®.
Cuando un fluoroforo se intercala entre las bases de la doble hebra de ADN, los
orbitales moleculares deslocalizados de la molécula del compuesto interaccionan
con los de las bases del acido nucleico modificando sus caracteristicas electronicas
y dando lugar al fendmeno de desactivacion denominado quenching. Gracias a este

fenébmeno, es posible estudiar el grado de interaccion con el ADN de los compuestos
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midiendo la intensidad de fluorescencia de estos en presencia de diferentes
concentraciones de ADN™. Esta técnica es ampliamente utilizada para estudiar los
fendbmenos de intercalacion en el ADN de diferentes moléculas cuya estructura
planar las convierte en potenciales agentes intercalantes. Este es el caso de la

mitoxantrona, un reconocido farmaco anticancerigeno*?

5.3.2. Diseio experimental y tratamiento de los datos

En una primera instancia se debe definir la longitud de onda a la que se irradiara el
compuesto. Para esto se estudia el espectro de absorcion del mismo y se elige el
rango de longitudes de onda donde se observa méaxima absorcion.

Posteriormente se incuba el compuesto, en una concentracion 20uM, con una serie
de concentraciones de ADN de timo de ternera de alta pureza, que van desde 0 a
400 pM. La incubacién se desarrolla
durante 30 minutos, a 37°C, en buffer de

fosfato pH=6 que simula las condiciones |y, c cl

~
. o , N
acidas del entorno e interior de una célula |
o CHg
tumoral  hipéxica®®. Luego de la - -
Figura 5.4: Azul de toluidina (TB).

incubacion, la muestra se irradia con la

longitud de onda anteriormente definida y se registra su espectro de emisién. Se
utiliza como control positivo azul de toluidina (TB), un reconocido agente
intercalante'® (figura 5.4) y como blanco, las soluciones de ADN en ausencia de
compuesto. Ademas de los derivados 1 al 12, también se estudian los compuestos
13, 14 y 15 (figura 5.5.) que permitiran evaluar la influencia que los sustituyentes
presentes en los derivados 1 al 12 tienen sobre la capacidad de interaccion con
ADN.

e

Figura 5.5: Compuestos 13, 14 y 15 utilizados para completar los estudios de interaccién con ADN
por fluorescencia.
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La figura 5.6. muestra, a modo de ejemplo, los espectros de emision obtenidos para
los de los derivados 1y 12. En ambos casos se observa claramente un descenso en
la intensidad de fluorescencia (l) a medida que se incrementa la concentracion de
ADN. Sin embargo, hay una marcada diferencia entre la sensibilidad de ambos
compuestos a la desactivacion. Es notorio que el derivado 12 (producto de reduccion
del derivado 1) presenta una mayor sensibilidad, lo que estaria indicando que hay un

grado mayor de interaccion con ADN.

(a)
e 0 M ADN
250 2.00 g
—— 2 UM ADN
2.00 150 4 UM ADN
_ —— 10 M ADN
o 150 ™ H
5 % 1.00 | 20 M ADN
—~ 1.00 Y. = e 40 UM ADN
050
0.50 Lo B0 phd ADR
N-F
100 M ADN
0.00 0.00 : : . .
200 UM ADN
475 525 575 625 675 725 775 475 525 575 625 G675 725 775
400 M ADN
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 5.6: Espectros de emisién de los derivados 1 (a) y 12 (b) en presencia de diferentes
concentraciones de ADN de timo de ternera. Las longitudes de onda de excitacién son 330 nm
y 390 nm respectivamente.

A partir de los espectros de emision es posible determinar la longitud de onda
méaxima de emision. Al graficar la |t a dicha longitud de onda en funcién de la
concentracion de ADN, se obtiene un grafico de saturaciébn que permite visualizar
claramente el fendbmeno de desactivacion (figura 5.7a). Luego, para determinar el
grado de afinidad con ADN de cada compuesto, se recurre al analisis de Stern-
Volmer®®™, La ecuacién de Stern-Volmer (figura 5.7b) se aplica sobre los primeros
puntos del gréfico, donde aun no se observa el fendbmeno de saturacién. La

ADN
Pl

pendiente del grafico | vs. [ADN] (figura 5.7c) se denomina constante de Stern-

Volmer (Kg,) y esta directamente relacionada con la afinidad del compuesto por ADN.
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(b) Ecuacién de Stern-Volmer

10712 =1+ Kgy [Q]

(c)

/

(a)

200
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Figura 5.7: Tratamiento de los datos experimentales. (a) Gréfico de intensidad de fluorescencia a la
longitud de onda de maxima emision en funcion de la concentracion de ADN. (b) Ecuacion de Stern-

Volmer, donde I es la intensidad de fluorescencia en ausencia de desactivante, I

APN a5 |a

intensidad de fluorescencia en presencia del desactivante y [Q] es la concentracion del
desactivante. (c) Gréfico de Stern-Volmer, cuya pendiente corresponde a K.

5.3.3. Discusion de los resultados

La tabla 5.1 muestra la constante de Stern-Volmer
calculada para cada uno de los compuestos
estudiados. El control positivo (TB) present6 un
comportamiento  clasico, revelando una fuerte
desactivacion de su fluorescencia en presencia de
concentraciones crecientes de ADN. La K, calculada
para TB fue de 12,6 £ 1,5, la cual es menor a la
observada para varios de los derivados sintetizados
en el presente trabajo.

Si se comparan los compuestos 13, 14 y 15 se
pueden realizar dos importantes afirmaciones. En
primer lugar, la presencia del grupo amino en la
posicién 2 del compuesto 14 claramente favorece la
interacciéon con ADN en comparacion con el grupo
hidroxilo en la posicion 2 del derivado 13. Esto podria

indicar que aquellos derivados de N,N-dioxido de

Derivado Ksv (x107)

1 8,3+0,4
2 10,7+1,4
3 0,1+0,1
4 0,1+0,2
5 14,3+0,4
6 244+28
7 15,2+0,8
8 10,1+0,4
9 9,3+0,7
10 28+0,2
11 3001
12 179+1,6
13 1,0+0,8
14 7317
15 78+2,7
TB 12,6 £1,5

Tabla 5.1: Constantes de Stern-
Volmer calculadas
experimentalmente para los
compuestos 1 al 15y parael TB

fenazina que presentan la agrupacion amino serian mejores agentes intercalantes
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que aquellos que presentan un grupo hidroxilo en su lugar. Esta observacion se
confirma si comparamos las parejas de compuestos 1 - 2 y 5 - 6, en las que el
derivado 2-amino siempre presenta una mayor Kg, que el 2-hidroxi. En segundo
lugar, el sustituyente fluor parece no afectar notoriamente la capacidad del
compuesto para intercalarse en el ADN, ya que los compuestos 14 y 15 no revelan
importantes diferencias en su afinidad por la doble hebra. De todas formas, el atomo
de fluor presenta varias ventajas que fundamentan la conveniencia de mantenerlo en
la estructura quimica de la molécula. Por un lado, el a&omo de fluor tiene una
influencia muy importante en la electrofilia de la 4,5-difluor-2-nitroanilina, necesaria
para que el primer paso de sintesis de la familia de derivados A (figura 4.3) se dé con
buenos rendimientos. Por otro lado, se ha informado que la presencia de un atomo
de fluor en este tipo de compuestos facilita la solubilizacién de los mismos en las
membranas celulares y por lo tanto incrementa su bio-disponibilidad*>*®.

Cuando se compara las parejas 13 - 1 y 14 - 2 se observa claramente que la
presencia del sustituyente 4-formilfenoxi potencia la interaccion de los compuestos
con ADN, sin embargo, al transformar dicho sustituyente en un 4-
aminoguanidonilfenoxi para dar lugar a los derivados 3 y 4, la Kg disminuye
rotundamente. Esto puede deberse a un descenso en la solubilidad de la molécula
en el medio de incubacion, o a la disminucion de la afinidad con ADN, lo cual estaria
refutando la hipétesis de que un grupo aminoguanidona potencia la interaccion con
el ADN al protonarse e interaccionar electrostaticamente con los grupos fosfato del
acido nucleico'”8, hipétesis que fue propuesta en este trabajo.

También resulta interesante comparar los compuestos 13 y 14 con los derivados
pertenecientes a la familia B (5 al 10). Se puede afirmar que, en general, el
sustituyente ariletenil incrementa la capacidad de los compuestos de intercalarse en
el ADN, siendo el que lo hace con mayor eficiencia el sustituyente fenietenil presente
en los derivados 5y 6 (Ksy= 14,3 £ 0,4y 24,4 + 2,8 respectivamente).

Tal vez, la observacibn méas importante del trabajo, es que el derivado 12
(completamente reducido) presenta una Kg, cuyo valor duplica la K, del derivado 1.
Esto confirma que al reducirse, los derivados de N,N-diéxido de fenazina dan lugar
a un farmaco con mayor capacidad de generar dafios en el ADN que el profarmaco
oxidado. Por otro lado, el derivado 11 (mono-oxidado) presenta una Kg, menor a la

de su precursor completamente oxidado, lo cual indicaria que el primer paso de
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reduccion no es suficiente para activar el profarmaco, sino que se requiere una
reduccion completa para que la capacidad intercalante se vea potenciada. Esto
altimo coincide con lo observado en el ensayo de citotoxicidad (seccién 5.1), en el
que el derivado mono-oxidado no presentd citotoxicidad en condiciones de
normoxia, pero si en hipoxia, debido a su metabolizacion hacia el farmaco
completamente reducido.

Por altimo, resulta muy interesante comparar los valores de Kg, de los derivados 1 al

12 con los niveles de citotoxicidad en condiciones de normoxia determinados en la

seccion 5.1. Si observamos el

30.0
gréfico de la figura 5.8 pare(?e 20 |6,
haber wuna clara tendencia
20.0
lineal, en la que el grado de |, T ®12
_ . ? 15.0 Lo
interaccion con ADN |* e g
10.0 e g9
(representado por Ks,) resulta I 9
. , 5.0
inversamente proporcional al 11ee10
, . . 0.0 o
porcentaje de supervivencia ?
45 55 65 75 85 95 105
celular (FS) en condiciones de FS (Normoxia)

normoxia. Esto refuerza la idea

Figura 5.8: Gréfico de Ksv vs FS en condiciones de
normoxia. Al lado de cada dato se indica el derivado al cuéal

ADN es uno de los principales corresponden los valores de Ksv y FS.

mecanismos mediante los

de que la intercalacion en el

cuales esta familia de compuestos genera dafio celular. El grafico también permite
clasificar a los derivados en tres grupos: aquellos que presentan fuerte interaccién
con ADN vy destacable citotoxicidad en oxia (derivados 5, 6 y 7), aquellos que
presentan una interaccion con ADN de nivel intermedio y cierto grado de
citotoxicidad (derivados 2 y 12) y aquellos que presentan baja interaccion con ADN y
baja citotoxicidad en oxia (derivados 1, 3,4y 8 al 11).

En el caso de los derivados 5, 6 y 7 es preocupante que en su estado oxidado,
presenten altos niveles de interaccion con ADN y consecuentemente citotoxicidad,
ya que esta caracteristica perjudica el disefio racional de los mismos como pro-
farmacos selectivos en hipoxia. Por el contrario los miembros del tercer grupo
(derivados 1, 3, 4 y 8 al 10) serian buenos candidatos para estudiar la interaccion
con ADN de sus derivados reducidos. En particular, el compuesto 10 que ademas

48



Derivados de N,N'-di¢xido de fenazina como agentes bio-reducibles en hipoxia que interaccionan con ADN Br. Marcos Nieves

presenta un buen perfil de citotoxicidad selectiva (seccion 5.1) seria el mas

promisorio.
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6. Conclusiones

Se obtuvo diez nuevos derivados de N,N-di6xido de fenazina, con rendimientos

medios a muy buenos.

A su vez se sintetizaron, con rendimiento moderado, los productos mono-reducido y

completamente reducido del derivado 1.

Se confirm6 que el derivado 1 es susceptible de sufrir bio-reduccidén selectiva en

condiciones de hipoxia, por accién de enzimas presentes en la fraccion microsomal.

El conjunto de los derivados mostré una correlacion lineal entre su capacidad para
interaccionar con el ADN, estudiada en la seccion 5.3, y su citotoxicidad en

condiciones de normoxia (seccién 5.1).

Se refutd la hipétesis que proponia que la protonacion del grupo aminoguanidona
presente en las cadenas laterales de algunos de los derivados incrementaria la

afinidad por ADN. Por el contrario, condujo a un claro descenso de la misma.

El grado de union al ADN se vio potenciado por las cadenas laterales que presentan
grupos fenilo (familia B), sugiriendo un comportamiento similar al de los agentes bis-

intercalantes.

A partir de los valores de interaccion con ADN y del ensayo de citotoxicidad en
normoxia / hipoxia, se concluye que los derivados 10 y 11 obtenidos en la presente
tesis son los mas promisorios para seguir trabajando en futuras investigaciones que

modifiquen su estructura quimica y profundicen aspectos de su evaluacion bioldgica.
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7. \Vletodos experimentales

7.1. Sintesis y caracterizacion quimica

Los disolventes se destilan previo a su uso. Se utilizan reactivos comerciales:
ALDRICH, JANSSEN, MERCK y FLUKA, entre otros. El avance de las reacciones y
la pureza de los productos se examinan por cromatografia en capa fina (CCF),
utiizando placas de silicagel o alimina con indicador fluorescente. Los
cromatogramas se revelan por alguno de los siguientes métodos: i) exposicion a luz
ultravioleta (254 nm), ii) asperjado con una disolucibon de 2,4-
dinitrofenilhidrazina/H,SO4(c)/[EtOH(75%) 1:5:30 (m/v/v) (reactivo de Brady), iii)
asperjado con una mezcla de anisaldehido/H,SO4(c)/EtOH 1:4:95 (v/viv) y posterior
guemado, iv) exposicibn a vapores de yodo. Para la purificacion mediante
cromatografia en columna se utiliza silicagel (Merck, 60-230 mesh).

Los espectros de masa (EM) se realizan en un espectrometro de masas SHIMADZU
GC-MS QP 1100 EX. Se realizan ionizaciones de la muestra por impacto electrénico
a 20 y 70 eV. Los espectros de *H RMN y *C RMN se realizan en un equipo
BRUKER DPX-400 (400 MHz), utilizando tetrametilsilano como referencia interna.
Los disolventes utilizados son cloroformo deuterado (CDCl3) y dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO). Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm Yy las
multiplicidades se designan como: s singulete, d doblete, t triplete, ¢ cuarteto, m

multiplete y sa sefial ancha.

7.1.1. Sintesis de 4-(5-amino-2-fluor-4-nitrofenoxi)benzaldehido

Se adicionan 4,1 mmoles de carbonato de potasio y 4,1 mmoles de éter corona (18-
crown-6) a una solucién de 4,1 mmoles de p-hidroxibenzaldehido en 70,0 mL de
tolueno. Se calienta a reflujo, bajo atmdsfera de nitrogeno, durante 15 minutos. El
disolvente que condensa se hace pasar por tamices moleculares, que se ubican en
un embudo ecualizador entre el condensador y el bal6n de reaccion. Posteriormente
se adicionan 4,5 mmoles de 4,5-difluoro-2-nitroanilina y se continda calentando a
reflujo, bajo atmdésfera de nitrégeno, durante 2 horas. Se destila a vacio el disolvente

de reaccion. El sdlido asi obtenido se disuelve en acetato de etilo y se extrae

52



Derivados de N,N'-di¢xido de fenazina como agentes bio-reducibles en hipoxia que interaccionan con ADN Br. Marcos Nieves

utilizando como fase acuosa una solucion de hidroxido de sodio. El producto de

interés se obtiene en forma pura destilando a vacio la fracciéon orgénica.

4-(5-amino-2-fluoro-4-nitrofenoxi)benzaldehido

11
HoN o

O,N” °

8
Rendimiento 90,7%. Saolido verde.

EM, m/z (%): 276 (M, 100), 260 (M -16, 2), 246 (M -30, 10), 230 (M -[NO5], 10).
'H RMN (400 MHz, CDCls) &: 10.01 (1H, s, H,), 8.04 (1H, d, J 10.8Hz, Hg), 7.94 (2H,
d, J 8.6 Hz, H3), 7.21 (2H, d, J 8.6 Hz, Hy), 6.41 (1H, d, J 6.8 Hz, Hy1).

13C RMN (400 MHZ, CDCls) &: 191.82, 160.71, 151.03, 146.55, 137.11, 132.56,
130.10, 127.48, 119.12, 114.49, 108.76.

7.1.2. Sintesis de N-6xido de 5(6)-fluoro-6(5)-(4-formilfenoxi)benzo[1,2-c]1,2,5-

oxadiazol

Se disuelven 4,3 mmoles de 4-(5-amino-2-fluor-4-nitrofenoxi)benzaldehido en una
mezcla de 19,0 mL de acetona y 12,0 mL de &cido acético glacial. Se agrega gota a
gota, bajo agitacién en bafio de agua - hielo, una solucién de 4,3 mmoles de nitrito
de sodio y 1,2 mL de acido clorhidrico (c) en 3,3 mL de agua. Se agita durante 30
minutos. Posteriormente se adiciona, también gota a gota, una solucién de 4,3
mmoles de azida de sodio y 4,3 mmoles de acetato de sodio en 1,1 mL de agua. La
mezcla de reaccion se retira del bafio de agua - hielo y se agita a temperatura
ambiente durante 2 horas. Posteriormente se destila a vacio la acetona y se agregan
50,0 mL de acetato de etilo. Se extrae la mezcla con una solucion acuosa de
hidroxido de sodio. Se destila a vacio la fraccion organica y se disuelve el residuo en
75,0 mL de tolueno. Se calienta a reflujo durante 2 horas. Luego, el tolueno se
destila al vacio. El producto se purifica por cromatografia en columna utilizando
silicagel como fase estacionaria y una mezcla hexano/acetato de etilo 8:2 como fase

movil.

53



Derivados de N,N'-di¢xido de fenazina como agentes bio-reducibles en hipoxia que interaccionan con ADN Br. Marcos Nieves

N-6xido de 5(6)-fluoro-6(5)-(4-formilfenoxi)benzo[1,2-c]1,2,5-0xadiazol

8 o 1 O
2
5
O\ 10 8 = 3\|\|/
11 9 4

Rendimiento 71%. Solido amarillo.

EM, m/z (%): 274 (M, 100), 258 (M -[Q], 15), 228 (M -[NO,], 2), 213 (M -[N,O3]
-[H], 85).

'H RMN (CDCl3, 400 MHz) &: 10.05 (1H, s, Hu1), 8.01 (2H, d, J 9.1 Hz, Ho), 7.30 (2H,
d, J 9.0 Hz, Hg), 7.45-7.20 (1H, sa, H;), 7.25-7.05 (1H, sa, Ha).

13C RMN (400 MHZ, CDCls) &: 190.68, 159.38, 159.29, 149.04, 134.34, 132.66,
118.87, 118.41, 113.11.

7.1.3. Sintesis de derivados de N,N’-di6éxido de 2-hidroxifenazina (derivados 1,5, 7 vy

9)

Bajo atmésfera de nitrégeno, se prepara metéxido de sodio disolviendo 0,4 mmoles

de sodio en 1,0 mL de metanol anhidro, en bafio de cloruro de calcio — hielo (-5°C).
Por otro lado, se disuelven en 1,3 mL de metanol anhidro y 2,3 mL tetrahidrofurano
anhidro, 1,8 mmoles del N-6xido de benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazol correspondiente y
1,8 mmoles de p-hidroquinona. La mezcla se vuelca lentamente sobre la solucion de
metdxido de sodio en bafio de cloruro de calcio - hielo. Se agita a temperatura
ambiente durante 24 horas y posteriormente se refrigera a -20 °C por otras 24 horas.
El solido resultante se filtra y se lava con tetrahidrofurano hasta obtener un sélido

cristalino.

N,N’-dioxido de 7(8)-fluoro-8(7)-(4-formilfenoxi)-2-hidroxifenazina

~ 9
12 9 1 1'
O N OH OH
13 4 ' 10
7 4a
12 12 X F 3 3
15 | 13 F 6 II\I 4 4
o} o

Rendimiento 57%. Sdlido rojo.
EM, m/z (%): 366 (M™, 7), 350 (M™ -[O], 100), 334 (M™ -2[0], 55), 317 (M™ -2[O]
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-[OH], 6), 305 (M*-2[O] -[HCO], 44).

'H RMN (400 MHz, DMSO) &: 10.02 (1H, s, His), 10.01 (1H, s, His), 8.46 (1H, d, J
10.8Hz, Hg), 8.44 (1H, d, J 9.6Hz, Hs), 8.43 (1H, d, J 10.4Hz, He), 8.39 (1H, d, J
9.6Hz, Hy), 8.07 (2H, d, J 7.2Hz, Hy3), 8.05 (2H, d, J 8.8Hz, His), 8.03 (1H, d, J
8.4Hz, Hy), 7.95 (1H, d, J 7.6Hz, Hg), 7.72 (1H, d, J 2.4Hz, H,), 7.66 (1H, d, J 2.4Hz,
Hy), 7.50-7.45 (6H, dd, J; 8.8 Hz, J, 2.4Hz; Hy, dd, J, 2.4Hz; Hs, d, J 7.2, H12, 12).

13C RMN (400 MHZ, DMSO) &: 192.28, 192.25, 161.22, 161.15, 160.31, 159.97,
157.47, 154.90, 148.60, 148.44, 147.15, 146.98, 137,28, 137.27, 133.77, 133.57,
133.54, 133.45, 132,74, 132.71, 131.99, 131.49, 125.71, 125.53, 122.12, 122.09,
119.93, 119.52, 109.81, 108.62, 107.01, 106.76, 100.01, 99.94.

N,N’-dioxido de 7(8)-(E-2-feniletenil)-2-hidroxifenazina

Rendimiento 36%. Solido negro.

EM, m/z (%): 330 (M*, 1), 314 (M -[0], 14), 297 (M -[O] -[OH], 100), 282 (M~ -2[O]
-[OH], 1).

'H RMN (400 MHz, DMSO) &: 8.55 (1H, d, J 1.3Hz, Hg), 8.54 (1H, d, J 1.2Hz, Ho),
8.49 (1H, d, J 9.3Hz, He), 8.47 (1H, d, J 9.0Hz, Hy), 8.44 (1H, d, J 9.7Hz, Hy), 8.44
(1H, d, J 9.6Hz, Hy), 8.26 (1H, dd, J; 9.4Hz, J, 1.4Hz, Hg), 8.18 (1H, dd, J; 9.6Hz, J,
1.4Hz, H;), 7.72 (2H, d, J 7.34Hz, Hys), 7.72 (2H, d, J 7.2Hz, Hys), 7.64 (1H, d, J
18.0Hz, Hy), 7.69 (1H, s, Hy), 7.63 (1H, d, J 16.8Hz, H4p), 7.68, (1H, s, H1), 7.60
(1H, d, J 17.3Hz, H1y), 7.58 (1H, d, J 16.4Hz, Hi2), 7.43 (4H, m, Hua, Hiz, Hie, Hig),
7.35 (1H, d, J 7.18Hz, Hs), 7.34 (1H, d, J 7.2Hz, H3).

13C RMN (400 MHZ, DMSO) &: 162.29, 162.18, 150.04, 149.08, 141.50, 140.52,
139.03, 137.74, 137.26, 136.96, 136.89, 136.71, 136.37, 135.31, 134.48, 133.80,
133.42, 133.34, 132.80, 131.76, 131.52, 130.98, 129.31, 129.18, 127.64, 127.55,
122.11, 122.01, 120.55, 120.12, 117.60, 117.22, 116.72, 112.76, 100.10, 99.97.
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N,N’-di6éxido de 7(8)-[E-2-(4-clorofenil)etenil]-2-hidroxifenazina

Rendimiento 77%. Solido negro.

EM, m/z (%): 364 (M™, 4), 347 (M -[OH], 17), 332 (M -[O] -[OH], 64), 297 (M -[O]
-[OH] -[Cl], 17).

'H RMN (400 MHz, DMSO) &: 8.56 (1H, d, J 1.2Hz, Hg), 8.54 (1H, d, J 1.2Hz, Hy),
8.50 (1H, d, J 9.7Hz, He), 8.48 (1H, d, J 9.8Hz, Hy), 8.43 (1H, d, J 9.6Hz, Hs), 8.43
(1H, d, J 9.6Hz, H,), 8.24 (1H, dd, J; 9.2Hz, J, 1.5Hz, Hg), 8.17 (1H, dd, J; 9.3Hz, J,
1.4Hz, Hy), 7.75 (2H, d, J 8.6Hz, His), 7.74 (2H, d, J 8.6Hz, Hs), 7.66 (1H, d, J
16.4Hz, Hy), 7.65 (1H, d, J 2,5Hz, Hy), 7.64 (1H, d, J 16.5Hz, Hqy), 7.64 (1H, d, J
2.8Hz, H,), 7.60 (1H, d, J 16.8Hz, Hy), 7.57 (1H, d, J 16.4Hz, H4y), 7.49 (2H, d, J
8.6Hz, His), 7.49 (2H, d, J 8.5Hz, H4g), 7.43 (1H, dd, J; 9.6Hz, J, 2.5Hz, H3), 7.42
(1H, dd, J; 9.6Hz, J; 2.5Hz, Hy).

13C RMN (400 MHZ, DMSO) &: 161.91, 161.19, 141.35, 139.51, 136.90, 136.12,
134.77, 134.63, 134.27, 133.26, 132.55, 132.18, 131.73, 131.34, 130.19, 130.08,
129.52, 129.20, 129.13, 129.06, 128.19, 128.00, 127.91, 127.58, 126.44, 126.01,
125.34, 125.20, 123.76, 123.48, 120.18, 119.35, 116.61, 116.18, 98.71, 98.13.

N,N’-di6xido de 7(8)-[E-2-(3,4-metilendioxifenil)etenil]-2-hidroxifenazina

Rendimiento 19%. Solido negro.
EM, m/z (%): 374 (M7, 4), 357 (M™ -[OH], 21), 341 (M™ -[O] -[OH], 46), 328 (M~
56



Derivados de N,N'-di¢xido de fenazina como agentes bio-reducibles en hipoxia que interaccionan con ADN Br. Marcos Nieves

-[02CHZ], 2).

IH RMN (400 MHz, DMSO) &: 8.32 (1H, s, Hg), 8.26 (1H, d, J 7.9Hz, He), 8.26 (1H, s,
J 9.1Hz, Ho), 8.18 (1H, d, J 9.3Hz, Hy), 8.16 (1H, d, J 8.1Hz, Hy), 8.14 (1H, d, J
7.6Hz, Ha), 7.89 (2H, dd, J; 7.3Hz, J» 2.0Hz, H, Hg), 7.52 (1H, d, J 2.0Hz, H), 7.50
(1H, d, J 2.0Hz, Hy), 7.33 (1H, dd, J; 9.6Hz, J, 2.0Hz, Hs), 7.31 (1H, dd, J; 9.6Hz, J,
1.9Hz, Ha), 6.87 (1H, d, J 6.5Hz, Hu), 6.85 (1H, d, J 7.0Hz, Hy), 6.81 (1H, d, J
8.4Hz, Hus), 6.80 (1H, d, J 7.6Hz, Hig), 6.80 (IH, d, J 7.8Hz, Hi7), 6.79 (1H, d, J
8.1Hz, H17), 6.75 (2H, s, His His), 6.71 (1H, d, J 6.0Hz, Hiy), 6.68 (1H, d, J 6.2Hz,
Hi2), 6.04 (1H, s, Hqs), 6.03 (1H, s, His).

3¢ RMN (400 MHZ, DMSO) &: 151.26, 151.11, 147.91, 147.76, 146.82, 146.51,
137.23, 136.88, 136.21, 136.14, 135.69, 134.15, 133.51, 132.28, 131.08, 131.50,
130.92, 130.71, 129.64, 129.19, 128.79, 128.55, 127.32, 127.04, 126.24, 125.94,
125.36, 125.22, 122.37, 121.81, 120.66, 120.17, 119.31, 118.54, 117.91, 117.00,
110.29, 109.47, 99.01, 97.96, 94.87, 94.56.

7.1.4. Sintesis de derivados de N,N’-di6éxido de 2-aminofenazina (derivados 2, 6, 8 vy

10)

Bajo atmdsfera de nitrégeno, se prepara metéxido de sodio disolviendo 0,4 mmoles

de sodio en 1,0 mL de metanol anhidro, en bafio de cloruro de calcio — hielo (-5°C).
Por otro lado, se disuelven en 1,3 mL de metanol anhidro y 2,3 mL tetrahidrofurano
anhidro, 1,8 mmoles del N-6xido de benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazol correspondiente y
1,8 mmoles de p-aminofenol. La mezcla se vuelca lentamente sobre la solucién de
metdxido de sodio en bafio de cloruro de calcio - hielo. Se agita a temperatura
ambiente durante 24 horas y posteriormente se refrigera a -20 °C por otras 24 horas.
El sélido resultante se filtra y se lava con tetrahidrofurano hasta obtener un sélido

cristalino.

N,N’-dioxido de 7(8)-fluoro-8(7)-(4-formilfenoxi)-2-aminofenazina

~ 9

12 9 1 -
13 0 /N NH, 1 NH,
11 8 10
7 4
15_~"14 12 N~ 8 3

| 13 F 6 '}l 4 q
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Rendimiento 22%. Solido negro.
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El producto se obtiene como la mezcla de los productos de interés y las iminas
correspondientes (ver discusion en la seccion 4.3.4).

EM, m/z (%): 365 (M™, 3), 349 (M* -[O], 100), 333 (M -2[0], 61), 304 (M -2[0]
-[HCO], 19).

N,N’-di6xido de 7(8)-(E-2-feniletenil)-2-aminofenazina

Rendimiento 47%. Solido negro.

EM, m/z (%): 329 (M*, 2), 313 (M* -[0], 37), 297 (M -2[0], 47), 281 (M -2[O]
-[NH], 1).

'H RMN (400 MHz, DMSO) &: 8.43 (1H, s, Hg), 8.40 (1H, s, Ho), 8.34 (1H, d, J 8.7Hz,
He), 8.25 (1H, d, J 10.0Hz, Hg), 8.14 (1H, d, J 9.5Hz, Hx), 8.14 (1H, d, J 9.5Hz, H.),
8.14 (1H, d, J 9.3Hz, Hg), 8.06 (1H, d, J 9.3Hz, H;), 7.63 (2H, d, J 7.2Hz, H1s), 7.60
(2H, d, J 6.9Hz, His), 7.49 (1H, d, J 17.5Hz, Hy), 7.47 (1H, d, J 15.8Hz, H4y), 7.46
(1H, s, Hy), 7.46 (1H, s, H1), 7.40 (1H, d, J 17.3Hz, Hy,), 7.37 (1H, d, J 15.1Hz, Hq2),
7.32 (4H, m, Haa, Hia, Hie, Hig), 7.26 (1H, d, J 8.1Hz, H3), 7.20 (1H, d, J 7.5Hz, Ha).
3¢ RMN (400 MHZ, DMSO) &: 157.64, 157.17, 150.10, 149.97, 144.74, 139.00,
138.27, 137.30, 136.68, 136.34, 135.54, 135.44, 134.24, 133.45, 133.37, 133.30,
129.23, 128.97, 127.86, 127.57, 127.44, 127.14, 126.67, 126.47, 126.40, 125.94,
125.74, 123.04, 122.87, 120.81, 117.22, 116.92, 113.09, 112.98, 101.49, 100.26.

N,N’-di6xido de 7(8)-[E-2-(4-clorofenil)etenil]-2-aminofenazina

Rendimiento 79%. Solido negro.
EM, m/z (%): 363 (M7, 5), 347 (M~ -[O], 30), 331 (M -2[0], 39), 328 (M -[C]], 2).
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'H RMN (400 MHz, DMSO) &: 8.55 (1H, d, J 1.2Hz, Hg), 8.53 (1H, d, J 1.3Hz, Ho),
8.49 (1H, d, J 9.4Hz, He), 8.47 (1H, d, J 9.4Hz, Hy), 8.43 (1H, d, J 9.6Hz, Hy), 8.42
(1H, d, J 9.6Hz, Hy), 8.23 (1H, dd, J; 9.5Hz, J, 1.4Hz, Hg), 8.16 (1H, dd, J; 9.3Hz, J,
1.6Hz, Hy), 7.74 (2H, d, J 8.5Hz, Hss), 7.73 (2H, d, J 8.5Hz, His), 7.66 (1H, d, J
16.3Hz, Hi), 7.66 (1H, d, J 3.0Hz, Hy), 7.64 (1H, d, J 16.7Hz, Hy), 7.60, (1H, d, J
2.8Hz, Hy), 7.58 (1H, d, J 16.7Hz, H1y), 7.56 (1H, d, J 16.7Hz, H42), 7.48 (2H, d, J
8.3Hz, Hu4), 7.48 (2H, d, J 8.5Hz, H1s), 7.43 (1H, dd, J; 9.6Hz, J, 3.0Hz, H3), 7.42
(1H, dd, J; 9.6Hz, J; 2.9Hz, Hy).

13C RMN (400 MHZ, DMSO) &: 162.87, 162.79, 140.21, 138.60, 137.82, 137.39,
136.30, 135.95, 135.87, 135.31, 134.30, 133.39, 133.34, 133.25, 131.87, 131.42,
131.28, 130.92, 129.39, 129.29, 129.23, 129.14, 129.08, 128.16, 128.12, 127.50,
126.55, 126.20, 122.02, 121.92, 120.58, 120.12, 117.85, 117.45, 99.99, 99.86.

N,N’-di6xido de 7(8)-[E-2-(3,4-metilendioxifenil)etenil]-2-aminofenazina

Rendimiento 30%. Sélido negro.

EM, m/z (%): 373 (M*, 2), 357 (M -[0], 44), 341 (M -2[0], 42), 327 (M -[0,CH,],
1).

'H RMN (400 MHz, DMSO) &: 8.38 (1H, d, J 1.5Hz, Hg), 8.36 (1H, d, J 1.5Hz, Ho),
8.32 (1H, d, J 9.1Hz, He), 8.32 (1H, d, J 9.0Hz, Hy), 8.31 (1H, d, J 10.0Hz, Hy4), 8.30
(1H, d, J 9.0Hz, H,), 7.61 (1H, dd, J; 9.3Hz, J, 1.7Hz, Hg), 7.50 (1H, dd, J; 9.2Hz, J,
1.6Hz, H;), 7.38 (1H, d, J 2.3Hz, Hy), 7.36 (1H, d, J 2.3Hz, H;), 7.34 (1H, dd, J;
9.4Hz, J, 2.3Hz, H3), 7.33 (1H, dd, J; 9.5Hz, J, 2.2Hz, H3), 6.85 (2H, d, J 8.5Hz, Hy;
H 1), 6.80 (2H, d, J 7.8Hz, Hie H 1¢), 6.79 (2H, d, J 7.7Hz, Hi7, H 17), 6.78 (2H, d, J
8.4Hz, Hiz H 12), 6.77 (2H, s, His H14), 6.02 (1H, s, H1s), 6.01 (1H, s, Hys).

13C RMN (400 MHZ, DMSO) &: 152.44, 152.31, 147.78, 147.64, 147.52, 147.45,
140.49, 137.98, 137.90, 137.65, 135.99, 134.89, 134.04, 133.37, 133.17, 132.92,
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132.23, 132.07, 130.44, 130.39, 130.36, 130.10, 129.82, 127.66, 127.59, 127.34,
125.16, 124.97, 123.62, 123.49, 121.41, 121.36, 119.99, 119.26, 119.15, 118.54,
109.17, 108.98, 101.61, 98.52, 94.28, 94.14.

7.1.5. Sintesis de derivados aminoguanidona (derivados 3 vy 4)

Se disuelven 0,4 mmoles del correspondiente N,N-dioxido de 7(8)-
formilfenoxifenazina (derivados 1 6 2) y 0,4 mmoles de bicarbonato de
aminoguanidina en 2,5 mL de metanol. Se adicionan 2 gotas de acido clorhidrico (c)
y se agita a temperatura ambiente durante 8 horas. Posteriormente se adiciona 1,0
mL de éter etilico y se filtra la mezcla a vacio. El sélido asi obtenido se lava con éter

etilico hasta obtener un sélido cristalino.

N,N’-di6éxido de 7(8)-fluoro-8(7)-[4-(aminoguanidil)fenoxi]-2-hidroxifenazina

HZN\’/NH

|
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Rendimiento 55%. Solido naranja.

EM, m/z (%): 420 (M -2[H], 1), 364 (M -[CNsH4], 6), 348 (M -[CN3H,] -[O], 2), 331
(M™ -[CN3Hg4] -2[O], 27).

'H RMN (400 MHz, DMSO) &: 8.45 (1H, d, J 10.7Hz, Hg), 8.44 (1H, d, J 9.3Hz, Hy),
8.42 (1H, d, J 9.9Hz, He), 8.38 (1H, d, J 9.7Hz, Hy), & 8.25 (1H, s, His), 8.24 (1H, s,
His), 8.07 (2H, d, J 8.0Hz, Hy3), 8.05 (2H, d, J 7.1Hz, H43), 7.83 (1H, d, J 8.0Hz, Hg),
7.76 (1H, d, J 8.2Hz, Hy), 7.68 (2H, d, J 2.3Hz, H; H¢), 7.50 (2H, dd, J; 9.3 Hz, J,
1.5Hz, H3z Hz), 7.43 (2H, d, J 8.6Hz, H1,), 7.40 (2H, d, J 8.0Hz, H42).

13C RMN (400 MHZ, DMSO) &: 161.22, 161.02, 156.47, 156.17, 155.79, 153.59,
150.13, 149.98, 148.74, 146.31, 137.26, 137.13, 133.74, 131.95, 131.69, 131.47,
131.31, 131.02, 130.94, 130.49, 125.65, 125.34, 123.95, 122.09, 122.00, 121.04,
120.71, 120.37, 107.29, 107.12, 106.86, 106.24, 100.08, 99.98.
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N,N’-di6éxido de 7(8)-fluoro-8(7)-[4-(aminoguanidil)fenoxi]-2-aminofenazina
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Rendimiento 59%. Solido negro.

EM, m/z (%): 421 (M™, 2), 373 (M -2[0O] -[NH2], 4), 363 (M -[CN3H,], 13), 363 (M~
-[CN3H4] -[NHZ], 2).

'H RMN (400 MHz, DMSO) &: 8.32 (1H, d, J 9.8Hz, Hg), 8.29 (1H, d, J 9.1Hz, Hy),
8.27 (1H, d, J 9.6Hz, Hg), 8.25 (1H, d, J 9.8Hz, Hy), & 8.21 (1H, s, His), 8.19 (1H, s,
His), 8.04 (2H, d, J 8.2Hz, H;3), 8.02 (2H, d, J 7.6Hz, H43), 7.72 (1H, d, J 8.0Hz, Hg),
7.65 (1H, d, J 8.4Hz, Hy), 7.53 (1H, d, J 2.1Hz, H;), 7.49 (1H, d, J 1.8Hz H¢), 7.40
(4H, d, J 8.2Hz, H1,, H12), 7.35 (1H, dd, J; 9.4 Hz, J, 1.7Hz, H3), 7.31 (1H, dd, J; 9.6
Hz, J, 1.6Hz, H3).

13C RMN (400 MHZ, DMSO) &: 160.34, 159.53, 155.07, 154.69, 153.99, 152.85,
150.24, 150.12, 148.51, 145.22, 136.38, 135.91, 133.00, 131.17, 130.43, 129.87,
129.72, 129.32, 129.05, 128.58, 125.25, 125.20, 123.78, 122.01, 121.90, 121.17,
120.52,120.13, 106.43, 106.14, 106.11, 105.32, 99.08, 98.73.

7.1.6. Sintesis de derivados de 2-hidroxi y 2-aminofenazina y N-6xido de 2-hidroxi y

2-aminofenazina (derivados 11 y 12)

Se disuelven 0,2 mmoles del N,N-diéxido de fenazina en 7,0 mL de metanol. Se
agregan, agitando simultaneamente, 2 gotas de acido clorhidrico (c) y 0,8 mmoles de
ditionito de sodio. La reaccion se agita calentando a 50°C durante 3 horas. Se destila
el disolvente a vacio y se trata el residuo con una solucion saturada de bicarbonato
de sodio, se extrae con acetato de etilo. La fraccion organica se destila a vacio. El
residuo es purificado por cromatografia en columna, utilizando silicagel como fase
estacionaria y una mezcla hexano/acetato de etilo 4:6 como fase maovil. Se obtienen

tanto el derivado monooxidado como el completamente reducido.
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N-6xido de 7(8)-fluoro-8(7)-formilfenoxi-2-aminofenazina

Rendimiento 24%. Solido amarillo.

EM, m/z (%): 350 (M, 1), 279 (M -[HCO] -2[N] -[O], 9), 263 (M -[HCO] -2[N] -[O]
-[OH], 1).

'H RMN (400 MHz, DMSO) &: 10.04 — 9.98 (4H, m, Hisa Hisa Hisp Hisp), 8,47 — 8,38
(4H, M, Haa, Haa, Hea, Hob), 8.24 (1H, d, J 11.2Hz, Hgs), 8.19 (1H, d, J 10.6Hz, Hgp),
8.13 — 7.97 (12H, m, Hap, Hap, Hoa, Hop, Hiza, Hiza, Hiap, Hisp), 7.95 (1H, d, J 8.1Hz,
Hea), 7.78 (1H, d, J 8.1Hz, Hev), 7.71 (1H, s, Hap), 7.65 (1H, s, Hqp), 7.59 — 7.34
(12H, m, Hsa, Hza, Hap, Hap, Hiza, Hiza, Hizp, Hi2p), 7.31 (1H, s, Hya), 7.27 (1H, s,
H1a).

13C RMN (400 MHZ, DMSO) &: 192.40, 192.25, 192.18, 161.19, 160.97, 160.86,
160.37, 153.49, 148.07, 147.96, 147.79, 147.63, 143.99, 143.89, 143.22, 143.12,
141.79, 141.67, 141.23, 140.81, 140.78, 140.51, 137.02, 137.00, 136.67, 136.34,
135.47, 134.80, 134.78, 134.61, 133.92, 133.58, 132.99, 132.71, 132.65, 132.63,
132.42, 132.36, 132.14, 131.03, 129.88, 129.35, 127.20, 126.94, 126.54, 126.51,
125.77, 125.73, 120.93, 120.88, 120.84, 120.56, 120.51, 120.33, 120.28, 119.72,
119.27, 119.20, 118.93, 118.46, 115.95, 115.77, 115.53, 114.77,108.86, 108.80,
107.28, 106.03, 105.30, 105.06, 103.92, 102.69, 98.41, 98.28.
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7(8)-fluoro-8(7)-formilfenoxi-2-aminofenazina
" 12 o 9 N 1 OH
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Rendimiento 19%. Solido blanco.

EM, m/z (%): 334 (M7, 1), 317 (M™ -[OH], 1), 315 (M -[F], 1), 279 (M -2[N] -[HCO],
11)

'H RMN (400 MHz, DMSO) &: 10.01 (1H, s, His), 9.99 (1H, s, His), 8.20 (1H, d, J
11.6Hz, Hg), 8.15 (1H, d, J 12.4Hz, H¢), 8.12 (1H, d, J 9.2Hz, H4), 8.08 (1H, d, J
9.6Hz, H.), 8.03 (2H, d, J 8.8Hz, H43), 8.01 (2H, d, J 8.8Hz, Hi3), 7.93 (1H, d, J
8.8Hz, Hy), 7.80 (1H, d, J 8.8Hz, Hg), 7.60 (1H, dd, J; 9.9Hz, J, 2.6Hz, H3), 7.43 (2H,
d, J 8.8Hz, Hi»), 7.43 (1H, dd, Hs), 7.40 (2H, d, J 8.4Hz, Hjy), 7.34 (1H, d, J 2.4Hz,
H,), 7.30 (1H, d, J 2.8Hz, Hy).

13C RMN (400 MHZ, DMSO) &: 192.20, 192.16, 161.06, 160.99, 160.29, 160.28,
156.07, 155.90, 153.53, 153.51, 150.18, 147.24, 147.07, 146.22, 145.00, 144.97,
141.50, 141.49, 139.65, 139.61, 139.15, 139.14, 138.28, 138.19, 133.05, 132.83,
132.64, 132.62, 131.00, 130.99, 127.08, 127.07, 118.80, 118.32.

7.2. Ensayos biolégicos

7.2.1. Ensayo de citotoxicidad selectiva en condiciones de hipoxia

Los estudios de actividad biol6gica se realizan con cultivos en suspension de la linea
celular V79 (fibroblastos de pulmén de hamster chino), obtenida de la ATCC
(American Type Cell Culture Collection). El cultivo se prepara a partir de un cultivo en
monocapa en crecimiento exponencial. Se tripsinizan las células y se realiza el
recuento de la suspension celular obtenida. Se ajusta el volumen para obtener una
suspension celular de 3 x 10* células/mL en medio minimo esencial (DMEM liquido
con Hepes 25 mM, suplementado con un 10 % de suero fetal bovino y 1% de
penicilina-estreptomicina). Se dispensan 30 mL de esta suspension celular en
matraces Erlenmeyers de 50 mL con un agitador magnético en su interior.

Los matraces Erlenmeyers se cierran herméticamente con un tapén de goma y se

colocan en un bafio a 37 °C. Cada tapon se perfora con 2 agujas para posibilitar el
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intercambio gaseoso. Un motor inmerso en el bafio mantiene las células en agitacion
continua por el agitador magnético dentro del matraz. Estos se gasifican con aire
(condiciones de normoxia) o nitrdgeno (condiciones de hipoxia) a través de tubos de
goma conectados por un lado a balas de aire o nitrdgeno y por otro lado a una de las
agujas que perforan el tapon. Se gasifica a una presion de salida de 0,1 bar. Entre el
tubo de goma y la aguja se coloca un filtro de 0.2 um para evitar la contaminacion. El
aire y nitrogeno se humidifican haciéndolos burbujear en agua colocada en un frasco
lavador de gases. Las células se gasifican durante 20 minutos antes de comenzar el
tratamiento hasta su finalizacion, 2 horas después.

Los compuestos se disuelven en DMSO puro y se afladen 200 yL de estas
disoluciones a los 30 mL de suspension celular contenidos en cada matraz. Asi, la
concentracion final de DMSO en el medio de cultivo no supera el 0.7 %. El
tratamiento dura 2 horas. Se utiliza como control negativo DMSO puro.
Posteriormente se interrumpe la gasificacion, y el volumen total de cada matraz se
traspasa a un tubo de centrifuga que se centrifuga a 175 g durante 5 minutos. Tras
finalizar la centrifugacion se retira el sobrenadante de los tubos y las células se
resuspenden con jeringas de 2 mL y agujas 21G en 1mL de medio de cultivo. Se
realiza el recuento de la suspension celular con un hemocitémetro y se procede a la
siembra de las células en placas de 6 pocillos. Por cada producto y concentracion se
siembra una placa: en 3 pocillos se siembran 100 células y en los otros 1000 células.
En el caso del control negativo se siembran 3 pocillos con 60 células y otros 3 con

90 células.

7.2.2. Ensayo in vitro de bio-reduccién en normoxia e hipoxia
Se disuelven 10 yL de MgCl, 130 mM, 10 uL de NADP™ 40 uM, 10 uL de glucosa-6-
fosfato 350 mM y 10 uL glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 50 U/mL en 950 uL de

buffer fosfato (0,1M; EDTA 1,5 mM; pH 7,4). Para simular condiciones de hipoxia, la
solucion se gasea con nitrégeno durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se adicionan 10 uL de una solucion 40 yM del compuesto a estudiar
en DMSO vy fracciones microsomales o citosolicas obtenidas de un homogeneizado
de higado de rata Wistar de 3 semanas de 200g de peso corporal (Img/mL). Se
incuba la mezcla durante 30 minutos a 37°C. La reaccion se detiene agregando 400
ML de metanol. Los productos se aislan realizando tres extracciones con 400 uL de

64



Derivados de N,N'-di¢xido de fenazina como agentes bio-reducibles en hipoxia que interaccionan con ADN Br. Marcos Nieves

acetato de etilo. El disolvente organico se destila a vacio y se resuspende en un
volumen minimo de acetato de etilo. Los productos de metabolizacion se analizan
por cromatografia en capa fina, comparandose con patrones de posibles metabolitos

previamente sintetizados.

7.2.3. Evaluacioén de la capacidad de interaccién con ADN

Se prepara una solucion de ADN 2,5 mg/mL, disolviendo 12,5 mg de ADN puro de
timo de ternera, (Sigma Chemical Co., USA) en 5,0 mL de buffer fosfato (50 mM; pH
6,0). La solucién se agita magnéticamente a 4°C durante 16 h. A partir de esta
solucién se hacen las correspondientes diluciones.

Las medidas de fluorescencia de registran en un espectrofotometro Varioskan Flash
2.4.1. Para los estudios de quenching se mantiene la concentracion de compuesto
constante (20 uM) y se varia la concentracion de ADN en un rango de 0 a 400 uM,
manteniendo constante el volumen de la solucion, con un 20% de DMSO. Se incuba
el compuesto con el ADN a 37°C durante 30 minutos y luego se procede a realizar
las medidas. Los espectros de emision se registran entre 425 nm y 825 nm,
excitando a la longitud de onda de absorcibn maxima, con un ancho de banda de 12
nm. Todas las lecturas se realizan por triplicado.
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