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El cdncer es una enfermedad que se caracteriza por su rapido avance y diseminacién,
generando complicaciones de diferente indole en el normal funcionamiento del

cuerpo, que en algunos casos ocasiona la muerte del paciente.

En particular, el cancer de mama es caracterizado como un carcinoma invasivo, mas
especificamente llamado adenocarcinoma. Se inicia en las células glandulares
(secretoras), pasando por diferentes etapas en su progresion resultando en un tumor

solido.

Los principales tratamientos que se usan para tratar pacientes con cancer son: cirugia,
radiacion, farmaco-terapia y cuidados paliativos; dependiendo cada uno de ellos de

varios factores, los cuales serdn indicados por el médico tratante.

Es asi que nuestro grupo, viene analizando ciertas particularidades de los tumores
sélidos, para disefiar candidatos a nuevos farmacos. Entre ellas, menor oxigenacion
que los tejidos normales, con la concomitante generacidn de zonas necréticas (cuando
hay una hipoxia prolongada) y lo mas importante la resistencia a radioterapias y
guimioterapias, aumentando asi la expansién de las células cancerosas, generandose
lo que se conoce como metastasis. Por lo que hemos planteado como solucién a este
tipo de tumores, el uso de farmacos tdxicos en estas condiciones basados en su bio-

reduccion diferencial.

Particularmente, se plantea la sintesis de un derivado de N,N’-diéxido de fenazina que
presenta, en condiciones de hipoxia, citotoxicidad selectiva frente a condiciones de
normoxia. Asi, se profundizd en el estudio de N,N’-diéxido de 2-amino-7(8)-

fluorofenazina, FNZ, en cuanto a su actividad in vivo.

En primer lugar se realizé la sintesis de FNZ a escala de gramo, poniendo énfasis en

pasos extra de purificacién que mejoren el rendimiento global del proceso.

Dada la baja solubilidad en disolventes acuosos de FNZ, se la vehiculizé en una mezcla
de suero fisioldgico: Tween 80, en relacion 4:1 (% v/v), logrando una dispersion

mejorada en términos de solubilidad.

Vil



Se realizo el estudio de su actividad in vivo en cuanto a su capacidad anti-tumoral en
modelo murino portador de tumor de mama metastasico, generado por inoculacién de
la linea celular 4T1. El modelo tumoral fue previamente caracterizado para conocer la

cinética de crecimiento del tumor.

En un protocolo farmacolégico se demostrd in vivo la capacidad de FNZ para ralentizar
el crecimiento tumoral. Se realizaron necropsias, analisis de anatomia patoldgica y
clinicos post-mortem, los cuales confirmaron el actuar de FNZ sobre este tipo de

tumor, ademas de evaluar los efectos citotéxicos del agente sobre el animal.
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Abreviaturas

Bfx

DMF

DMSO

EDTA

EtsN

Et,O

EtOAc

FNZ

MeOH

OECD

'H RMN

RPM

RPMI

SFB

SF:T

T™MS

5-fluorobenzofuroxano
N, N- dimetilformamida
Dimetilsulfoxido
Acido etilendiaminotetracético
Trietilamina
Dietiléter
Acetato de etilo
N> N*0-diéxido de 2-amino-7(8)-fluorofenazina
Metanol
Organizacion de Cooperaciéon y Desarrollo Econémico
Resonancia Magnética Nuclear de protdn.

Revoluciones por minuto

Rosewell Parck Memorial Institute (medio de

cultivo)

Suero Fetal Bovino
Mezcla Suero Fisiolégico : Tween 80

Tetrametilsilano



indice de imagenes

Figura 1. Gréfico circular de mortalidad en Uruguay en el afio 2016. (Informe META 2016) 2

Figura 2. Etapas de la carcinogénesis (Pan, M. y col 2011) 5

Figura 3. Zonas de tumor hipdxico (Gurusamy, D. y col 2017) 6

Figura 4. Representacién de la disminucién de pO; con el progreso de la masa tumoral
(Boticario, C. y col 2010) 7

Figura 5. Comparacidn de vasos sanguineos normales y en tumo (Brown, J. 2000) 8

Figura 6. Moléculas referentes de las diferentes familias de pro-farmacos bio-reducibles
(Philips, R 1998 — Jaffar, M. y col 1999) 11

Figura 7. Mecanismo de accion de TPZ (Cerecetto, H. 2006) 13

Figura 8. Agentes intercalantes en uso y desarrollo para el tratamiento de cancer (lbrahim, M.

y col 2018) 15
Figura 9. Fotografia del modelo animal utilizado (Tomada en LEA, CIN) 16
Figura 10. Bio-reduccién de N-éxidos aromaticos (Cerecetto, H. y col 2006) 26

Figura 11. Disefio de potencial por-farmaco utilizado en este trabajo (Lavaggi, ML.

2009 27
Figura 12. Estructura de N®°, N*° — diéxido de 2-amino-7(8) fluorofenazina 31
Figura 13. Imagen de microscopia dptica de la linea celular 4T1 (ATCC) 34

Figura 14. Ratdn hembra, cepa: Balb/c siendo inoculado con la linea celular inductora de

cancer de mama 36
Figura 15. Esquema representativo de tincion tipica de Hematoxilina- Eosina 40
Figura 16. Procedimiento sintético para la obtencién de FNZ 44
Figura 17. Espectro de 'H RMN de FNZ 45
Figura 18. Caracterizacion del modelo tumoral 47

Figura 19. Evolucion del tamafio tumoral de los dos grupos de animales: tratados vs
control 49

Figura 20. Curva de supervivencia 51

Figura 21. Imagen comparativa de los tamafos tumorales de los dos grupos de
animales 54




Figura 22. Imagen comparativa de los tamafios de los bazos de los dos grupos de
animales 54

Figura 23. Corte histoldgico de tumor sélido de cancer de mama murino 55

Xl



1. INTRODUCCION




1.1. Cancer

El término cdncer, segln la Organizacién Mundial de la Salud, se usa para describir un grupo
de enfermedades que pueden afectar cualquier parte del cuerpo y cuya caracteristica principal
es la rapida multiplicacién de células anormales. ! Dicha afectacidn no sigue un Unico patrén, y
presenta diferentes origenes dependiendo de diversos factores epidemioldgicos y genéticos.
Cabe destacar que se conocen hoy dia mas de 200 tipos de cancer en los que se estd

explorando su erradicacién con diversas estrategias. 2

1.2. Estadisticas

Mundialmente cientificos han volcado sus esfuerzos en el estudio del cancer dado que es una

de las principales causas de muerte a nivel mundial.

En lo que a estadistica refiere, poco mds de 14 millones de nuevos casos aparecieron en el afio
2012, siendo el cancer de pulmdn el mas incidente en hombres y el de mama en mujeres a
nivel mundial. Asimismo, se han reportado aproximadamente 8 millones de muertes por esta
enfermedad y mas de la mitad de todas ellas en zonas como pulmdn, estémago, higado,

colorrectal y mama. 3

Nuestro pais presenta los mayores indices de incidencia y mortalidad en América Latina. Entre
los afios 2010 y 2014, el Registro Nacional del Cancer detectd poco mas de 79.000 casos de
tumores malignos, habiendo un promedio de aproximadamente 15.000 nuevos casos por afio.
En cuanto a mortalidad, se estima que mas de un cuarto de las muertes en Uruguay son a

causa de cancer, (Figura 1) y se han registrado casi 40.000 muertes. *

® Enfermedades del

aparato circulatorio

m Cancer

® Enfermedades del

aparato respiratorio
' Causas externas

m Otras causas

Figura 1 Gréfico que representa los porcentajes de mortalidad, segun el tipo de enfermedad en
Uruguay afio 2016. Los calculos fueron realizados sobre un total de 34.273 muertes. Extraido y
adaptado de Informe META, CHLCC.



Las altas incidencias mundial y regional hacen que cada vez mas se investiguen mejoras en los

6

tratamientos, lo cual se considera que junto con un temprano diagndstico, >® generard un

impacto directo en la disminucidn de las cifras reportadas.

1.3. Generalidades

Todas las células en su normal funcionamiento pasan por un proceso altamente regulado
llamado ciclo celular, donde el material genético es duplicado generdndose dos nuevas células.
Debido a la importancia del proceso, existen controles muy estrictos para que no ocurra
ningun error que pueda desencadenar un problema futuro. De manera general, estos

controles regulan el nimero de células en los tejidos de un organismo. ’

Hay muchos factores relacionados con el desarrollo del cdncer, desde estilos de vida (como
fumar) hasta la exposicidon a agentes carcinogénicos o mutaciones genéticas.® El cuerpo
humano esta formado por millones de células que en cierto momento dejan de crecer, sin
embargo hay muchas que continldan con este proceso para reemplazar otras. Esto conlleva el
riesgo de sufrir mutaciones, las cuales ocurren ocasionalmente en uno o mds genes cuyo

producto proteico puede tener una funcién muy importante. °

Hay factores de crecimiento que son capaces de desencadenar una cascada de sefializacion,
fuertemente regulada por determinados genes, que le permiten a la célula avanzar desde una
fase a la otra del ciclo celular, en otras palabras, proliferar cuando el organismo lo necesite. >
Sobre estos genes clave pueden ocurrir mutaciones que generen una interrupcion en la
cascada de sefializacion, descontrolando la divisién celular, el crecimiento y evasion de la

apoptosis, dando origen al cancer. ®

Oncogenes y genes supresores de tumores son dos de los genes mas importantes en los
eventos antes mencionados. Los oncogenes son las formas activas de los proto-oncogenes,
gue en condiciones normales codifican proteinas involucradas en la proliferacién, apoptosis o
en ambos procesos. Dicha activacién se da por mutaciones que generan onco-proteinas con
mayor estabilidad o actividad que pueden provocar excesiva proliferacion de las células o
sobrevida de aquellas que tienen su ADN dafiado. Por tal motivo, los niveles de expresion y

actividad de proto-oncogenes estdn muy bien regulados en células sanas.> %12

Luego de que se originaron las primeras mutaciones, son los genes supresores de tumores el
siguiente blanco para que se desarrolle el cancer. La funcién de estos es cuidar el ADN dafiado

a través del detenimiento de la proliferacion o induciendo apoptosis. Estos genes monitorean



puntos clave que gobiernan el ciclo mitético, como la replicacion del ADN, transcripcion,

apoptosis y diferenciacion. 2

Una de las diferencias entre estos genes, proto-oncogenes y genes supresores de tumores, es
gue en los oncogenes basta una anormalidad en una de las copias para generar un fenotipo
aberrante, por lo que la mutaciéon es de caracter dominante. Mientras que en los genes
supresores de tumores, la mutacién debe afectar ambas copias, siendo asi de caracter

recesivo. 13

Como consecuencia de la activacion de los oncogenes y la desactivacién de los genes
supresores de tumores, las células comienzan a replicarse sin control alguno, aumentando asi
su numero y formando en algunos casos un agregado de células conocido como tumor, a
través del proceso de carcinogénesis. 1* En éste se producen alteraciones tanto celulares como
moleculares, generando ventajas de crecimiento y una expansiéon clonal de las células

dafiadas.”

La carcinogénesis se presenta en tres etapas bien definidas en relacidn a la transformacion de
la célula dafiada y su entorno (Figura 2). La primera de ellas es la iniciacién, proceso rapido e
irreparable que causa cambios genéticos haciendo que aumente la sensibilidad de la célula por
su microambiente y teniendo menor sensibilidad por factores negativos, inductores de

diferenciaciodn celular y/o apoptosis. & 14

A continuacidn se da la promocidn, es una etapa mas lenta y hay dos componentes claves que
son la inflamacidn crénica y el estrés oxidativo. Estos promueven la proliferacion tumoral y

angiogénesis, la cual es importante para el desarrollo de los tumores sélidos.® 14 16

Por ultimo se presenta la progresion, donde se produce la conversion gradual de células
tumorales en células invasivas, aumentando el potencial metastasico. Cada etapa que ocurre
en la progresion, involucra pasos de velocidad limitados, influenciados por las células no

malignas del microambiente del tumor. & 1417

Mientras que, en la ultima etapa, puede ocurrir la transformacién de las células en malignas,
teniendo la posibilidad de adquirir ciertas caracteristicas que le permiten esparcirse de su lugar

de origen a otras zonas del cuerpo, a esa migracién se le llama metéstasis.
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Figura 2 Etapas de carcinogénesis. Extraido y adaptado de Pan, M y col (2011)

Las células tumorales adoptan una serie de caracteristicas que la hacen exitosa para iniciar el
proceso de carcinogénesis, que podrd desencadenar una eventual metdastasis. Dentro de
dichas caracteristicas se destacan: el ilimitado potencial replicativo, gracias a telomerasas que
mantienen el largo de los telémeros en cada divisién celular; proteccion de la muerte, por
evasion de apoptosis; pérdida de inhibicidn del crecimiento, favoreciendo metdstasis debido a
que la célula se puede desanclar de sus vecinas y crecer independientemente; exitosa
colonizacién, y la habilidad para asegurarse el suministro de nutrientes a través de le

generacion de nuevos vasos sanguineos.® 2% 21

Este ultimo proceso es muy importante en el caso de tumores en condiciones de hipoxia, ya
que debido a las condiciones de crecimiento del mismo, los vasos sanguineos normales no lo

acompafian. 1

1.4. Tratamientos

Los tratamientos que hoy dia existen para el cancer dependen de diferentes pardmetros:
grado de avance, localizacién y tipo de cdncer. Muchas veces se usa una combinaciéon de ellos

para lograr combatir la enfermedad.
Se pueden clasificar en dos tipos de tratamientos:

I.  Locales: son aquellos dirigidos a un drea limitada del cuerpo o a un determinado
drgano. Entre los tratamientos locales mds conocidos se encuentra la cirugia,
recomendada en el caso de tumores sélidos y consiste en la extirpacién del mismo. Es

uno de los procedimientos mds seguros, en cuanto a recuperacidén estadisticamente.



Otra terapia muy utilizada es la radioterapia, que se basa en el uso de altas dosis de

radiacién para destruir y reducir tumores principalmente. 222

Il.  Sistémicos: en este tipo de tratamientos se administran sustancias que circulan por el
torrente sanguineo afectando células de todo el cuerpo. La guimioterapia es el uso de
medicamentos que afectan la replicacion del ADN o la divisién de las células en

crecimiento. Su objetivo es evitar la propagacion de las células malignas o eliminarlas

y reducir el tamafio tumoral. Por el contrario, la terapia hormonal, enlentece o

detiene el crecimiento de canceres que usan hormonas para avanzar. En el caso del
cancer de mama, estas células son positivas a los receptores de hormonas como la

2425 norque poseen proteinas que se pueden encontrar

progesterona y el estrégeno,
en el interior o sobre las células cancerigenas y que se unen a ellas. Por ultimo la
terapia dirigida, la cual consta del uso de medicamentos micro-moleculares, que
interfieren sobre blancos moleculares, importantes en el crecimiento, avance y

diseminacién del cancer. 2% 2°

1.5. Hipoxia tumoral

La hipoxia es caracteristica de tumores sdlidos, los cuales se identifican como una masa de
células con particularidades que se irdn desarrollando a continuacion.?? Este tipo de tumores

representan aproximadamente un 90% de todos los cdnceres humanos. 2%

Los tumores que presentan esta anomalia tienen tres zonas bien diferenciadas, donde la zona
hipdxica se muestra como la parte mas interna de la masa tumoral (Figura 3).

Region hipoxicay
necrética

Regién normoxica y |
vascularizada

) O . s '
RS O20R :
()Ol(’%(ﬁ(i _1209. Jw

Figura 3 Representacién de las zonas de tumor hipdxico. De izquierda a derecha zona éxica a zona
hipoxica. Extraido y adaptado de Gurusamy, D. y col (2017)%



Dichas zonas se caracterizaron en funcién de la distancia desde el vaso sanguineo hasta el
borde necrético. 33! La primera de ellas es la zona éxica donde la concentracién de oxigeno y
nutrientes es suficiente para que las células proliferen, tiene un didmetro aproximado de

100uMm.*

A medida que la distancia del vaso que provee nutrientes aumenta, la proliferacion comienza a
tener mas dificultad, entrando paulatinamente en un entorno en hipéxico. Dicha zona es
caracterizada por una distancia de entre 100 y 150uM. Para lograr adaptarse a este entorno,
las células modifican algunas de sus rutas metabdlicas, 3> como ser la expresién de genes que
estdn involucrados en el metabolismo y transporte de glucosa, ¥ la inhibicién o pérdida de
funcién de p53, que estimula la muerte celular en respuesta a condiciones de hipoxia, 3 vy la

utilizacion de glucdlisis y fermentacion anaerdbica como fuente de energia.®

Por dltimo, la zona andxica a distancias mayores a 150 pM donde las células ya no pueden

sobrevivir a estas condiciones y comienzan a necrosarse. 3

La caracterizacidn de estas zonas es posible gracias a estudios que miden la presion parcial de
oxigeno, este valor es de entre 40 y 60 mmHg para tejidos normales comparado con 10mmHg
0 menos para tumores hipdxicos (Figura 4). 27:3¢ Ademas, se ha reportado que la distancia de
difusién del oxigeno es de aproximadamente 150 pM, ya que la distancia entre los vasos

sanguineos y el limite de las células necréticas es relativamente constante. 3°

40mmHg 10mmHg 1ImmHg

MASA TUMORAL

\

Figura 4: Representacién de la disminucion de la pO, con el progreso de la masa tumoral.
Extraido de: Boticario, Cy col (2010)3”



1.5.1 Angiogénesis

Las células tumorales, asi como las sanas, necesitan nutrientes, oxigeno y deshacerse de sus
desechos metabdlicos a medida que comienzan a expandirse. Dichas necesidades en la
progresion tumoral son satisfechas por la neovasculatura asociada a tumor generada por el
. ra . 38 . . . 39
proceso de angiogénesis.’® El crecimiento tumoral es dependiente de este proceso.’” Los
nuevos vasos sanguineos tienen una morfologia muy particular, son irregulares, tortuosos y
alargados y tienen terminaciones ciegas con revestimientos endoteliales incompletos (Figura
5); a su vez hay un aumento de la permeabilidad vascular y la circulacién sanguinea es

irregular.?0 41,42

Oclusion temporal

Terminacion
ciega

Rupturas en
la pared de
los vasos

Derivaciones
arteriovenosas

Figura 5 Comparacion de vasos sanguineos en condiciones normales y en tumor. Extraido y adaptado de
Brown, J.M. (2000)

Algunas sefiales que activan estos procesos son: estrés metabdlico (baja presidén de oxigeno,
bajo pH e hipoglicemia), estrés mecanico (debido a la presién generada por la proliferacion de
las células, entre otros), respuesta inmune/inflamatoria, mutaciones genéticas y cambios
epigenéticos. Como resultado, las concentraciones de oxigeno y nutrientes son menores en

células tumorales generandose las diferentes zonas mencionadas en el apartado anterior.*% 4%

43

La baja presion de oxigeno es una de las sefiales para que se desencadene la angiogénesis. En
estas condiciones, se ve afectada la expresiéon de muchos genes involucrados en el proceso.
Entre estos, el mas estudiado es el factor de transcripcién inducible por hipoxia (HIF-1), un
heterodimero formado por dos proteinas, HIF-1at y HIF-1B. HIF-1a se ve incrementada en
condiciones de hipoxia y su actividad esta fuertemente regulada a nivel transcripcional y post-
traduccional. Mientras que HIF-1B se expresa tanto en estas condiciones como en hormoxia. **
45,46 Este factor, HIF-1, estimula la transcripcién de genes para eritropoyetina, el factor de

crecimiento vascular endotelial (VEGF implicado en el proceso de angiogénesis), enzimas



involucradas en la via glicolitica y proteinas de transporte de glucosa, entre otras, que tienen

sitios se unidn para HIF-1 en su regién promotora. 4748 4°

En condiciones normales de niveles de oxigeno, la presencia de HIF-1a es casi indetectable
debido a su rapida degradacion. Esta proteina tiene dos residuos de prolina conservados en la
region de degradacién dependiente de oxigeno, que pueden ser hidroxilados por prolil
hidroxilasas. *”5%5! HIF-1a es asi reconocido por moléculas de pVHL (Von Hippel-Lindau, gen
supresor tumoral), que forma parte del complejo E3 ubiquitina ligasa, convirtiéndolo en

objetivo para ser degradado en le proteosoma. 5% %3

Las enzimas que modifican el heterodimero necesitan de hierro y oxigeno para funcionar, por
lo que en hipoxia los residuos de prolina no son hidroxilados y por ende HIF-1la no es
degradado.’®>* HIF-1a interacciona ahora con co-activadores de transcripcion, estabilizdndose
y traslocandose al nucleo donde se heterodimeriza con la subunidad HIF-1B. Alli comienza a
activar genes implicados en: adaptacidon a hipoxia, supervivencia celular, angiogénesis y

metdastasis. > 56

De esta manera es que en el marco de esta tesis se buscan estudiar los efectos de FNZ, bajo
condiciones en las que HIF-1la se acumula y se convierte en un impulsor del desarrollo y

agresividad tumoral.

1.5.2 Quimio y radio-resistencia en
condiciones de hipoxia

Una de las problematicas de la condicion de hipoxia, es que estas células son resistentes a
terapias convencionales. La radiacién ionizante genera dano en el ADN, el oxigeno presente en
los alrededores reacciona con los radicales libres formados, tales como radicales hidroxilo
(OHe) y superodxido (O,) haciendo el dafio permanente, conduciendo a la muerte de las
células tumorales o cambios que impiden la division celular. Cuando el tejido se encuentra
oxigenado el oxigeno potencia la accién de estos radicales mejorando, por lo tanto, la eficacia
de la radioterapia. Particularmente, cuando no hay oxigeno, los radicales libres reaccionan con

dadores de hidrégeno, por ejemplo tioles, que reparan la lesidn. 27-57:%8

Dado el rapido crecimiento de la masa tumoral, también hay cierta resistencia hacia los
farmacos antitumorales por dos razones, principalmente: las células hipdxicas se encuentran
mas alejadas de los vasos sanguineos, via por la cual llega el farmaco a la célula problema; y

que la mayoria son efectivas sobre células en rapida proliferacién, lo cual no ocurre con las



tumorales, ya que la fraccién de células en activa proliferacion disminuye a medida que

aumenta la distancia desde los vasos sanguineos. 274

A pesar de que la hipoxia se ha planteado como un problema hasta el momento, actualmente
se viene estudiando como una ventaja para tratar tumores solidos, ya que permitiria
desarrollar compuestos que solo actuen sobre células bajo estas condiciones, procurando no

afectar las células sanas.

Es asi que se plantea, el uso de pro-farmacos bio-reducibles o citotoxinas selectivas en

hipoxia.

1.6. Pro-farmacos bio-reducibles

La idea de hipoxia como ventaja en terapias para el cancer fue propuesta en primera instancia
por Sartorelli y su grupo en el afio 1972.>° Como forma de explotar esta caracteristica
destacable de tumores sélidos, es que se han desarrollado una variedad de citotoxinas

selectivas en hipoxia. 5% 5% 62

La diferencia mas destacable entre células sanas y tumorales es el microambiente, confiriendo
asi selectividad, lo que abre oportunidades a la hora del desarrollo de farmacos, ya que se

pueden generar compuestos “selectivos” para microambientes tumorales. &

Estos compuestos, particularmente pro-farmacos activados por hipoxia, son citotoxinas
enmascaradas, que necesitan para su activacion escasa o ausencia total de oxigeno y actividad
enzimatica via reduccion de un electrén. En este sentido, se han descrito reductasas que
realizan la catadlisis via un electrén, como la citocromo P450 y otras via dos electrones como la
DT-diaforasa.®* %> Cabe destacar que dicho proceso de reduccidn, por parte de las reductasas,
puede ser inhibido por la presencia de oxigeno ya que se genera competencia por el Unico
electron de la especie reducida, y la eliminacion de éste hace que estos compuestos no se

puedan reducir. ®

En base a la estructura quimica se han clasificado estas citotoxinas en cuatro categorias,

(Figura 6):

e (Quinonas
e Nitroaromaticos
e N-Oxidos de aminas alifaticas

e N-Oxidos de aminas heterociclicas aromaticas
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Figura 6. Ejemplos de moléculas sintetizadas de las diferentes familias de pro-farmacos bio-reducibles. Se muestra
ademas el farmaco AQ4 que ha dado lugar al pro-farmaco AQ4N. Extraido y adaptado de: Philips, R. (1998) Jaffar.
M. y col (1999) %6

Dentro de las quinonas la mitomicina C (MMC) es el compuesto lider (Figura 6a). Fue
introducido en la clinica en el afio 1958, pero no fue hasta 1980 que se reconocieron sus
propiedades como farmaco bio-reducible.?”-® La reduccidén puede ocurrir via uno (citocromo
P450 reductasa) o dos electrones (DT-diaforasa).®” Mientras que la reduccién via un electrén
actua en la selectividad por hipoxia, la reduccién via dos electrones, es un proceso
independiente de oxigeno, por lo que se puede dar su bio-activacién en aerobiosis

comprometiendo la selectividad.

Las quinonas causan lesiones en el ADN que abarcan desde la generacién de
entrecruzamientos, hasta cortes en una de las hebras. Asimismo, dentro de este grupo
también se encuentra la porfiromicina que es un analogo metilado de MMC y presenta una

mayor citotoxicidad selectiva que su compuesto de origen. ®
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Estudios combinados de este farmaco con radioterapia mostraron efectos aditivos in vitro y
supra aditivos in vivo.”® Avances en el desarrollo de esta &rea, llevaron a la sintesis de la
indoloquinona E09 (Figura 6b), la cual presentd estudios preclinicos prometedores y una

selectividad en hipoxia mucho mayor. &

Entre los compuestos nitroaromaticos se encuentran nitrofuranos y nitroimidazoles, que
fueron desarrollados en primera instancia como radiosensibilizadores.>® Estos son en general
reducidos en varios pasos por varias enzimas via un electrén. La primera reduccién puede ser
revertida por presencia de oxigeno, no asi las subsiguientes.®®* El mecanismo de accién de los
nitroimidazoles se basa en imitar las propiedades de afinidad por electrones del oxigeno,
haciendo permanente el dafio inducido por radiacion. ®® El primero en desarrollarse fue el
misonidazol (Figura 6c), que demostrd tener una mejor toxicidad selectiva hacia células
hipdéxicas en comparacién con MMC, 8 pero cierta neuro-toxicidad, por lo que su uso es en

limitadas dosis.

Derivados de imidazoles con grupos aziridina alquilantes también se han desarrollado. %7273 E|

derivado RSU 1069 (Figura 6d)® presentd muy buena selectividad en hipoxia, que ademas,
aumenta la respuesta de las terapias por radiacion antes o después de su administracion, pero
presenta toxicidad severa hacia el tracto intestinal. ®® Es asi que se sintetizé RB 6145 (Figura 6e)
como alternativa, con excelente toxicidad selectiva por células en hipoxia. Sin embargo, se
describieron casos de retinopatia irreversible en dichas condiciones. ®® Finalmente, en esta
categoria se incluye al compuesto NLCQ-1 (Figura 6f), que utiliza las reductasas citocromo
P450 y bs. Se ha comprobado que al tratar células V79 con dicho compuesto es casi 400 veces
mas selectivo hacia condiciones de hipoxia, igualmente este potencial y selectividad se ha visto

que varia dependiendo del tipo de tumor.”*

El tercer grupo de pro-farmacos bio-reducible es el de los N-6xidos. EIl compuesto AQ4N
(Figura 6g) es un N-Oxido alifatico cuya bio-reduccién enzimatica por parte de la citocromo
P450 reductasa, lleva a la generacion AQ4 (Figura 6h), quien presenta una alta afinidad por el
ADN, ademds de actuar como un inhibidor potente de la topoisomerasa Il. 5% 74 L3 alta
afinidad de unién de AQ4 por el ADN, no permite que éste difunda fuera del microambiente
tumoral, resultando en una minima toxicidad sistémica. En cuando a su accién conjunta con
terapias tradicionales, se ha visto mejoras en los efectos antitumorales al ser usado con
radiacion ionizante, cisplatino y ciclofosfamida. En dicho caso se ha descrito que el dafio se

hace persistente, demostrando asi la alta vida media de este compuesto. ”* También se ha
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demostrado que AQ4 se mantiene activo a pesar de que el grado de hipoxia que lo generé sea

transitorio. > 7®

Es de destacar que en la clinica, el primer farmaco citotdxico bio-reducible fue Tirapazamina
(TPZ) (Figura 6i). 77 Este compuesto pertenece a los N-6xido de heterociclicos aromaticos. Su
reduccion enzimdtica es llevada a cabo por la citocromo P450 reductasa y mas recientemente
se demostrd que también por NOSII (6xido nitrico sintasa I1). 7 Particularmente genera un
radical, que en ausencia de oxigeno, sufre un rearreglo con pérdida de agua, generando una
entidad que dafia el ADN llevando a la muerte celular.% La muerte es ocasionada por ruptura
de una o ambas hebras o por generacidon de aberraciones cromosdmicas (Figura 7).’® TPZ
mostré funcionar dptimamente a bajos niveles de oxigeno (lo que puede estar asociado a una
alta concentracién de enzimas en la matriz nuclear), ’° sugiriendo que puede actuar bajo
tensiones de oxigeno intermedias. % Su comportamiento conjunto con radiacidn y agentes

quimioterapéuticos arrojé muy buenos resultados.”’
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Figura 7 Representacion del mecanismo de accién de TPZ, extraido y adaptado de Cerecetto, H. y col
(2006)

1.7. Agentes intercalantes de ADN

El ADN ha sido, por muchos afios, la molécula blanco en el disefio de agentes con propiedades
guimioterapéuticas. Estos agentes pueden interactuar con el ADN cambiando su conformacion
o inhibiendo procesos esenciales como son la transcripcion o duplicacion, evitando asi la

propagacion de la enfermedad. &
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La interaccion con el ADN se puede dar de dos maneras: por intercalacion o por unién a
ranura. La intercalacién mediante interacciones no covalentes (hidrofébicas, idnicas, enlaces
de hidrégeno y van der Waals) fue demostrada por Lerman en el afio 1961 entre la pro-flavina
(Figura 8a) y el ADN. # Se describe como un proceso mediante el cual compuestos con
sistemas planos aromaticos (cromoforos) se insertan entre los pares de bases del ADN
adyacentes. # Esta insercidn genera un descenso en el giro helicoidal y un alargamiento de la
macromolécula, acompanado de un costo energético importante pero que, sin embargo,
resulta en constantes de asociacion del orden de 10! de las interacciones no covalentes antes

mencionadas. 8%

La estructura basica para los agentes intercalantes es la de anillos aromaticos planos con una
superficie tal que puede insertarse entre las bases del ADN. La minima superficie necesaria
para que el proceso sea efectivo, es la que presenta el naftaleno, un sistema de dos anillos

fusionados. ¥

La interaccién puede mejorar aun, teniendo en cuenta que posiciones B del
naftaleno, estan sustituidas con anillos bencénicos que permitan la conjugacién con el sistema
condensado. La caracteristica que tienen en comun estas estructuras es la de un sistema
aromatico TT- deficiente de dos o mas anillos de 6 eslabones. 8 La interaccion de los anillos
policiclicos con el ADN ocurre en general entre el sistema de electrones T de la molécula y el

anillo heterociclico del par de bases. &

El mecanismo de accién de los agentes intercalantes no es del todo claro, aunque hay estudios
que relacionan este mecanismo con un “envenenamiento” de las enzimas topoisomerasas, ya
que son las responsables de responder a las perturbaciones topoldgicas de la molécula de
ADN, provocando rupturas en las hebras para liberarla de las tensiones a las que el agente la

somete. %082

Dentro de los agentes intercalantes reconocidos como anticancerigenos, se encuentran las
antraciclinas. Un ejemplo de ellas es la Mitoxantrona (Figura 8b), que se usa en el tratamiento
de leucemias, cancer de mama y ovarios y aparenta presentar un menor riesgo cardiotoxico
comparado con Doxorrubicina (Figura 8c). Ambas tienen alta afinidad por el ADN, pero su
difusion a los tejidos es muy baja. 88 Es por ello que se buscan desarrollar agentes con una
moderada afinidad por el ADN y cuyo coeficiente de difusién por los tejidos sea tal que

permita su uso en tumores sélidos. *°
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Figura 8 Agentes intercalantes desarrollados para el tratamiento del cancer. Extraido y modificado de /brahim, M. y col
(2018)

En este sentido, en los Ultimos afios en nuestro grupo han desarrollado compuestos derivados de N,N"-
diéxido de fenazina ®* (Figura 8d) que podrian tener la capacidad de intercalarse en el ADN y de
presentar citotoxicidad selectiva en condiciones de hipoxia. Estos agentes presentan grupos N-
Oxido capaces de bio-reducirse aumentando asi su potencial para intercalarse, otorgandole

capacidad citotoxica.

1.8. Modelo experimental para el estudio de
cancer de mama

No hay duda que el uso de animales de experimentaciéon ha aportado las bases para dar
soluciones en cuanto a la salud de los seres humanos, siendo de gran ayuda en la comprension
de la patogénesis de muchas enfermedades a nivel mundial. Tanto es asi, que en los procesos
de investigacion, desarrollo y aprobacion de farmacos, se exigen ensayos en organismos vivos

(in vivo) y en células o tejidos (in vitro). %

El animal de laboratorio se define como cualquier especie animal (mamifero, ave, reptil,
anfibio o pez) que se mantiene bajo condiciones determinadas y se utiliza con fines cientificos.
93,94 Sy uso exige técnicas reglamentadas relacionadas al estado de bienestar del animal y a

disminuir al maximo posible su dolor, sufrimiento, angustia o agravio. *°
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En el marco legal del uso de animales con fines de docencia e investigacidn, se establecen en
Uruguay la Ley 18.611 titulada “Utilizacion de animales de experimentacién, docencia e
investigacion cientifica”. En el cual se enmarcan los lineamientos para minimizar o evitar el
sufrimiento y dolor de los animales, se detallan las directivas de su uso y manejo en todo el
territorio nacional. Dicha ley dispone a su vez la creacién de Ila Comisién Nacional de
Experimentacién Animal (CNEA),% la cual se encarga del registro de instituciones y personas
gue usen animales para docencia, experimentacién y/o investigacion. En el marco de
acreditaciones institucionales o personales, segln corresponda, procurando la habilitacién

locativa asi como capacitacion correspondiente del personal.®’

La institucion encargada de asesorar, otorgar habilitaciones relacionadas con la Universidad
de la Republica, es la Comisidn Honoraria de Experimentacién animal (CHEA) quien hara de
nexo entre las actividades institucionales y la CNEA. ®Es asi, que en el marco de la presente

tesis de grado se trabajo bajo el protocolo aprobado por la institucién Facultad de Ciencias.

De entre los animales que se emplean en experimentacion, el ratdn es el mas utilizado (Figura
9), en investigacion biomédica. Ya que es un muy buen modelo para el estudio de

enfermedades bacterianas, viricas, genética y diferentes tipos de canceres %

El ratdn se encuentra dentro del género Mus, el cual engloba una gran variedad de especies y

subespecies, dentro de las que se encuentra el ratédn que se usa en experimentacion,

100

perteneciente a la especie Mus Musculus.

Figura 9 Fotografia tomada en el Laboratorio de Experimentacion Animal del CIN,
representando el modelo de experimentacién objeto de la presente tesis. Sexo:
Hembra, cepa: Balb/c

Desde que Robert Hooke en 1664 utilizé al ratén para estudiar las consecuencias bioldgicas de

1

un aumento en la presion del aire, 1 es que se han explorado todas sus ventajas como
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reactivo bioldgico. En primer lugar es un animal pequeiio, lo cual facilita su mantencion,
manipulacién y control de las condiciones del micro y macro-ambiente en el cual se encuentra,
% tienen un corto tiempo de generacién y un gran rendimiento reproductivo. ®° Ademdgs,

muchos de sus procesos bioquimicos son similares al humano, por tratarse de un mamifero. %2

Para el estudio del cancer hay una gran cantidad de modelos murinos que abarcan diferentes
cepas co-sanguineas, mutaciones espontdneas, ratones transgénicos y knock out (KO). Estos
modelos, vienen siendo reportados, ya que brindan la posibilidad de estudiar qué efectos
tienen las mutaciones que inducen el cancer, ademas de poder llevar a cabo todo tipo de

estudio y ensayos terapéuticos in vivo. *°

La cepa utilizada en este trabajo, Balb/c, alcanzan la pubertad a las 4-5 semanas y llegan a la
adultez pesando entre 28 y 30 g (habiendo una leve diferencia entre machos y hembras).
Tienen un periodo de gestacién de entre 19 y 21 dias, alcanzando un mdaximo de 5 crias por

camada. 100103
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2. Antecedentes
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2.1 N-oxido de fenazina

Existen muchas moléculas con la capacidad de bio-reducirse que contienen en su estructura el
grupo N-éxido. %> 7476 Este grupo puede formarse por la adicion de un dtomo de oxigeno al

par de electrones solitario presente en un dtomo de nitrégeno.®°

En tumores sélidos, donde la caracteristica mds destacable es la hipoxia , hay sobre-expresién
de las enzimas reductasas, por lo que la bio-reduccién del grupo N-éxido se ve favorecida.l®
Dicho grupo, da lugar a las citotoxinas selectivas en hipoxia, que pueden ser reducidas via uno
o dos electrones. Cuando la reduccion es via un electrdn, se genera el radical nitroxido que
produce dafio en el ADN.® Cuando es via dos electrones, el producto es una amina aromatica,
gue a pH fisiolégico se protona, lo cual se ve favorecido por la acidez del microambiente de las
células tumorales (Figura 10). A su vez, la carga positiva que ahora adquiere la molécula, la
hace mas afin al ADN, genera una baja de su lipofilia y de la solubilidad de la bicapa lipidica.
Este aumento de afinidad por el ADN e impedimento de atravesar la bicapa asegurarian la

selectividad hacia el tejido enfermo.

Radical nitroxido

. rijpoxia . _\-J ) Dafio al
Weo —0 T pDN
Normoxia —
le l—'pux'a
0: 1e
2e 0 .
\ H* \ + Interaccion con
_— —lp
R —H el ADN

Amina aromatica

Figura 10 Esquema representativo de la bio-reduccion de N-6xidos aromaticos. Extraido y modificado de Cerecetto,
H. y col (2006)
Se han desarrollado muchos agentes anti-tumorales cuyo principal mecanismo de citotoxicidad
es intercalarse entre las bases del ADN y generar dafio, ejemplo de ellos son Tirapazamina y
Mitoxantrona.®> Estructuralmente estos compuestos comparten similitud en cuanto al
cromdforo plano que lo conforma, que consiste en un sistema aromatico de tres anillos que le

77,88 La

permiten intercalarse entre las bases. intercalacion es la insercién del sistema
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cromdforo poli-aromatico plano entre los pares de bases de la doble hélice de ADN, impulsado

por las interacciones de apilamiento.%

En el Laboratorio de Quimica Orgdnica Medicinal se ha trabajado en el desarrollo de diferentes
series de compuestos derivados de N-Oxido como potenciales agentes bio-reducibles. 106118
Particularmente, se pueden destacar los derivados de N,N’-diéxido de fenazina, que se han
descripto como compuestos hibridos ya que combinan la capacidad de presentar citotoxicidad

selectiva en hipoxia y de poder intercalarse en las bases del ADN.'41

Al igual que su compafiero de grupo, la tirapazamina, este sistema presenta dos grupos N-
Oxido que son excelentes candidatos a reducirse en condiciones de hipoxia y convertirlos asi
en pro-farmacos bio-reducibles. Ademas, el anillo triciclico que presenta, también se lo puede
encontrar en el agente intercalante Mitoxantrona, entre otros. Es asi que estos sistemas

reunen las caracteristicas de ser compuestos hibridos.

H
N
OH 0 HN" >~ >~ oH 0
| |
|
PN .,.,-J::.H N. _NH,
40% A

I S . + N
. N
H O HN“‘\/A\“N/-“\/OH CII' Tirapazamina

H
Mitoxantrona

N® N*° _didxido de fenazina

Figura 11 Disefio de potencial pro-farmaco bio-reducible en base a dos farmacos ya descritos a modo de potenciar
su actividad citotoxica especificamente en condiciones de hipoxia tumoral. Extraido y adaptado de Tesina de
posgrado Lavaggi, M.L. (2009) 11°
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3. Objetivos

General

e Estudiar la capacidad anti-tumoral del profirmaco N°N¥°-didxido de 2-amino-7(8)
fluorofenazina (FNZ) (Figura 12) en el modelo murino de cancer de mama metastasico
inducido por células 4T1

OG)
[
@®
N NE NH,
Fe
Ne
02
FNZ

Figura 12 Estructura de N>, N1°-diéxido de 2-amino-7(8) fluorofenazina

Especificos

e Escalado de la sintesis de FNZ y caracterizacidn estructural del producto
e Estudio del agente FNZ in vivo a través:

» Del analisis de la supervivencia de los animales

» De la evoluciéon del tamafio tumoral

» De los analisis clinicos
e Andlisis post-mortem a través de:

> Estudios de anatomia patoldgica

» Estudios de analisis Clinicos
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4. Materiales y métodos
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4.1 Escalado de la sintesis de FNZ y caracterizacion

fisico-quimica.

En el siguiente apartado se detallaran los procedimientos experimentales que llevaron a la

obtencidn del producto final, asi como del intermedio de reaccién. 12°

Los disolventes que lo requerian fueron previamente destilados por métodos convencionales y
los reactivos quimicos fueron obtenidos de fuentes comerciales: Aldrich, Sigma, Merck, Dorwil,

entre otros.

La caracterizacidn del intermedio y producto finales se realizé mediante *H RMN en un equipo
BRUKER DPX-400 (400MHz). Se utilizdé como disolvente DMSO deuterado y TMS como

referencia.

Para la sintesis del intermedio de reaccién, 5-fluorobenzofuroxano (BFX), se coloca en un
baldn una disolucion de 4-fluoro-2-nitroanilina (2 g, 13 mmol) en MeOH (143 mL) en bafio se
hielo y se agita con pastilla magnética durante 10 minutos. Luego se agrega una disolucion
acuosa de NaOH (50 %) (21.5 mL) gota a gota y posteriormente se adiciona una disolucion
acuosa de NaClO (producto de origen comercial con fines domésticos) (86.0 mL) también gota
a gota. Para ajustar el pH entre 5.5 y 6.0 se agrega disolucién acuosa de HCI (50 %) (44.0 mL).

Los restos de 4-Fluoro-2-nitroanilina que quedaron sin reaccionar se filtran.

A la disolucién obtenida anteriormente se le agrega H,O (30.0 mL) y se realizan tres
extracciones con EtOAc (80.0 mL cada una). Posteriormente la fase organica se deja secar con
Na,SO, anhidro y luego se evapora a vacio hasta eliminar el disolvente. El residuo obtenido se
liofiliza por 72 h, obteniéndose un sélido naranja/amarillento (1.68 g, 85 %). Se procede a su

caracterizacion por 'H RMN.

El intermedio, BFX, (5 g, 32 mmol) se coloca en un baldn con p-aminofenol (2.83 g, 26 mmol) y
DMF anhidro (8.0 mL) se mantiene bajo atmdsfera de nitrégeno y bafio de hielo en agitacion
magnética durante 10 minutos. Se adiciona EtsN (4.5 mL) y se continua la agitacién por 24 h a
temperatura ambiente, luego 24 horas a -20°C. Al compuesto obtenido se le hacen dos lavados
con n-hexano (2 mL cada uno), se filtra y se hacen dos lavados mas con Et,0 (10 mL cada uno).
Se deja en desecador y el precipitado se liofiliza por 72 h. El sélido violeta oscuro, FNZ, (3.6 g,

56 %) se caracteriza por *H RMN y se almacena para su posterior uso.
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4.2 Cultivo de lalinea celular

La linea celular 4T1 (CRL-2539™) de tumor de mama metastasico fue obtenida de la empresa
ATCC®. Proviene de la glandula mamaria de ratén, Mus musculus, cepa Balb/c, es de
morfologia epitelial y crece en forma adherente (Figura 13). Es un tumor que simula estadio IV

de cadncer de mama humano. '*

Las células se cultivaron en medio completo RPMI suplementado con 10% de SFB y se dejé en
incubadora humificada con 5% de CO; a una temperatura de 37°C procurando esterilidad.
Cuando las células alcanzaron la llamada confluencia, placa completa de células, se
centrifugaron en falcén a 1000 RPM durante 5 minutos, el sobrenadante se descarté y el pellet

se re-suspendid en el volumen necesario para la inoculacion posterior.1?

OATCC®

Figura 13 Imagen de microscopia 6ptica de la linea celular 4T1. Izquierda, células en temprano crecimiento comenzando a
adherirse. Derecha, células en confluencia. Obtenido de: pdgina web ATCC

4.3 Vehiculizacion de FNZ

Se masé 6g de FNZ y se mezcld con 3mL de una mezcla de SF:T (80) 122 en proporciones 4:1 (%
v/v), previamente esterilizados en autoclave, en un vial de vidrio. La preparacion se dejo en
agitacion moderada durante 24 horas. También se realizé control el cual consta de una

solucion SF:T(80) 4:1 (% v/v).

4.4 Estudios /in vivo

En los estudios in vivo se utilizaron hembras, de la cepa Balb/c,'* de entre 6 y 8 semanas de
edad, %1% con un peso promedio de 18.3+0.6 g, criados en condiciones especificas libre de
patdgenos, proporcionados por la Unidad de Reactivos y Bio-modelos de Experimentacion

(URBE) 12° de la Facultad de Medicina. Todo el trabajo experimental se llevé a cabo en el

24



Laboratorio de Experimentacién Animal (LEA) del Centro de Investigaciones Nucleares (CIN),
bajo el protocolo numero 240011-002249-15 aprobado por la Comisién Honoraria de

Experimentacion Animal (CHEA). %7

El responsable de la manutencién y manipulacién con los animales de experimentacion fue

Bach. Marcelo Fernandez, encargado del LEA, CIN.

Condiciones generales estandarizadas: los animales se dejaron climatizar durante 5 dias luego

de su ingreso al laboratorio. Se colocaron en racks de ventilacidon controlada, con entre 15y 20
recambios de aire / hora, ubicados de tal manera que todos se encontraran en las mismas
condiciones. La temperatura del macro-ambiente se establecié a 20+2°C, con ciclo de luz
artificial / oscuridad de 12 h y humedad controlada (50-70%).'%® En cuanto a las condiciones
del microambiente, las camas contenian viruta, esterilizada por calor humedo (121°C, 15

minutos).

Su régimen de alimentacion fue ad libitum, con racién en pastilla proveniente de la empresa
Rodek, Vitaron. El agua fue proporcionada bajo el mismo régimen, esterilizada por calor
himedo (121°C, 15 minutos), proporcionada en biberones de policarbonato con boquilla de

metal inoxidable.

Los animales fueron monitoreados diariamente, teniendo en cuenta todas las condiciones de
bienestar animal.?® Se realiza y toma como referencia de bienestar el test de Irwin segun la

guia OECD. B3¢

Al finalizar los ensayos los animales fueron anestesiados con isofluorano y sacrificados

mediante dislocacion cervical. 13!

4.4.1 Caracterizacion de modelo tumoral

Entre 5y 10 ratones fueron inoculados subcutdaneamente en la 4ta mama izquierda con jeringa
de 1 mL y aguja 25G con un volumen de 100 pL de una suspension de células de cancer de

mama murino metastasico, linea 4T1, de concentracién 7.0x10° cel/mL de medio RPMI.1??

Se verificé diariamente mediante palpacion, con los dedos pulgar e indice, la aparicion de
tumor. Cuando el mismo fue palpable, comenzaron la toma de medidas de masa corporal y
tamafio tumoral. Las medidas de masa se hicieron en una balanza especifica para ratones. Las
medidas de tamafio tumoral se realizaron con calibre!??. Se tomaron medidas de los didmetros
mayor (D) y menor (d). El volumen tumoral (V) se calculd segun la ecuacién: V=(d?D) /2, donde

d es el diametro menor y D es el didmetro mayor. 32
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El seguimiento del tumor se realizé mediante rayos X en un equipo In-Vivo MS FX PRO (Bruker,

Billerica, USA).

Figura 14 Ratén hembra, cepa Balb/c, siendo inoculado en la 4ta mama izquierda con la suspensién de
células de la linea 4T1.

Como criterio de punto final, se realizaron observaciones en cuanto a aspectos fisicos y

comportamentales. 1*° Se tuvo en cuenta que la masa del tumor no excediera el 10% de la

masa del animal y si hay una disminucion en el peso, la misma no sobrepasara el 10% de la

masa inicial del animal. 33

Se toma como inicio del ensayo el dia de inoculacién de células. El ensayo culmind el dia 22

post-inoculacidn.

4.4.2 Estudio anti-tumoral

Se procedid a la inoculacion de la suspensién celular de la misma forma descrita en el apartado

anterior.

Una vez los tumores fueron palpables (generalmente al 5to dia post-inoculacién de células),
comienza la administracién de las formulaciones. Se formaron dos grupos de tratamiento con
7 animales cada uno: i) tratamiento con FNZ vehiculizada segin se indicé en apartados
anteriores, administrando 185pL via intraperitoneal correspondientes a una concentracion de
20mg/Kg de masa corporal; ii) control negativo del ensayo, que consistié en la administracién

del vehiculo SF:T por la misma via y mismo volumen. Se utilizan jeringas de 1mL, y aguja 25G.

La posologia elegida para el ensayo consistié en un total de 6 dosis entregadas en un periodo
de 16 dias, con un dia de descanso entre cada una de ellas y dos entre la tercera y la cuarta

dosis. Es asi que las dosis se administran a los dias 5, 7, 9, 12, 14 y 16 de inicio del ensayo.

26



Las mediciones de masa corporal y tamafio tumoral se realizaron diariamente. El punto final
del ensayo se definid el dia 22 post-inoculacién de células. En ese dia se toman muestras de

sangre y se realizan las correspondientes necropsias (ver apartados siguientes).

Los graficos presentados a lo largo de este trabajo fueron realizados con el programa
informdtico Microsoft Excel 2010 y Origin Pro 8 y el test estadistico empleado fue T-Student,

con un p-valor menor de 0.1.
4.4 .3 Analisis clinicos

Los analisis clinicos fueron realizados por la Q.F Cristina Pintos del Laboratorio de Andlisis

Clinicos de Facultad de Quimica.

Los animales son previamente anestesiados con isofluorano, luego se hacen tomas de sangre
via seno venoso orbitario, para posterior analisis bioquimico y hematoldgico de un pool de

ratones (4 ratones en total por tratamiento). 13

Las muestras se mantuvieron en tubos eppendorf estériles de 1.5 mL con EDTA y heparina (al 5

%) y refrigeradas hasta su analisis. 13>136:137

4.5 Estudios post-mortem

Los estudios de este apartado fueron realizados al dia 22 de inicio del ensayo. Los animales

fueron sacrificados por dislocacion cervical, previa anestesia con isofluorano.

Los analisis anatomo-patoldgicos fueron realizados por el Dr. José Pacheco perteneciente al

Laboratorio de Anatomia Patoldgica de Facultad de Veterinaria-UdelaR.

4.5.1 Obtencion de muestras para analisis patolégico
Se realizé la necropsia de los dos grupos de animales segun: 38

1. Previa necropsia se examina pelo, piel, orificios naturales y mucosas en busca de
anomalias.

2. Palpar el cuerpo del animal para determinar la presencia de bultos (en cuyo caso hay
que tener cuidado al realizar incisién).

3. Anestesiar.

4. Colocar el animal en posicion cubito-dorsal y se fijan extremidades.

5. Realizar una primera incision ojal en la regién abdominal y se extiende hasta el

menton.
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Realizar una segunda incisidn, donde comenzé la primera rodeando la zona genital.
Reconocimiento y observacion.

Aperturas de las cavidades abdominal y toracica.

e ® N o

Extirpacion los érganos necesarios.

Se conservaron en formol tamponado al 10 %: tumor, higado, bazo, corazén, pulmones,
rifiones y hueso (fémur), conservandose individualmente en frascos de vidrio color ambar con

tapa de rosca de pldastico. Se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su posterior andlisis.

139

Los restos de muestras bioldgicas se mantuvieron a -20°C hasta su retiro por la empresa

Aborgama, encargada de su correcto descarte.

4.5.2 Preparacion de cortes histolégicos

La preparacién de los cortes se realiza segun el siguiente protocolo: 14

1. Deshidratacidn:
Etanol 70 %, dos lavados de 30 minutos cada uno
Etanol 95 %, dos lavados de 30 minutos cada uno
Etanol 100 %, dos lavados de 30 minutos cada uno
2. Diafanizacion:
Cloroformo |, 1 lavado de 20 minutos
Cloroformo Il, 1 lavado de 20 minutos
Cloroformo lll, 1 lavado de 20 minutos
3. Impregnacién:
Parafina I, 30 minutos
Parafina Il, 30 minutos

Parafina Ill, 30 minutos

Dado que la parafina emite vapores que pueden ser toxicos, este paso se realiza en campana

de gases.
4. Microtomia:

El bloque de parafina, conteniendo la muestra, se molded sobre un soporte de manera de
centrar la porcidn en la cual se quiere realizar el corte. La muestra debe quedar bien retenida a

la base, la cual luego sera colocada en el micrétomo para hacer los cortes.
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Se coloco la base en el micrétomo (Biocut/Mod.1130) y se seleccioné el tamafio del grosor en
pm que se quiere realizar. Se comenzd con un grosor mayor al recomendado y se fue

disminuyendo gradualmente.

Una vez hecho el corte se tomd el mismo muy suavemente con un pincel y se colocé en bafo a
55°C (temperatura al cual la parafina se funde pero no estropea la muestra). Se retird la
parafina de los alrededores. Se tomd un porta objeto y, sumergiéndolo en el bafo, se

“levantd” el corte que queda pegado por la misma humedad al porta.

Los porta objetos se dejaron previamente 20 minutos inmersos en etanol 100 %, de manera

gue queden bien limpios para su uso.

Los cortes realizados en este trabajo se encuentran entre los 5a 10 um.

5. Deparafinacion: para eliminacién el medio de inclusién

Xilol I, 5 minutos
Xilol I, 5 minutos

6. Rehidratacidn:
Etanol 95 %, 5 minutos
Etanol 70 %, 5 minutos
Agua desionizada, 5 minutos

7. Coloracidn nuclear:

Hematoxilina de Mayer, 10 minutos
Agua desionizada, 1 enjuague
Virado en agua del grifo, 10 minutos
Agua desionizada, 2 enjuagues

8. Coloracién citoplasmatica:

Eosina amarillenta alcohdlica al 0.5 %, 4 minutos

9. Deshidrataciéon y montaje:

Alcohol 95 %, dos lavados de 1 minuto cada uno
Alcohol 100 %, dos lavados de 1 minuto cada uno

Xilol, 2 minutos

Se dejd secar las muestras sobre un papel absorbente. Una vez secas, se colocaron sobre un
porta objetos, a los alrededores de la muestra, medio de montaje y se cubrid la misma con un

cubre objetos.
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Dicha técnica contd con el asesoramiento de la Dra. Maria José Arezo de la seccion Biologia

Celular, Facultad de Ciencias-UdelaR.

Deparafinacion Rehidratacion
[ a | "“:‘—ﬂ b—ﬁ
EanA -:!‘I & ._|,:. (E-:-Ilr.ﬂ: i!-:-l‘r s |h:
Cortes en
porta-ohjetos Xilol 1:5 minutos Alcohal 55%: Alcohol 70%:  Agua desionizada:
Kilol 11z 5minutos 5 minutos 5 minutos 5 minutos

Coloracion nuclear

f— | =
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L

— —
[ ]
33

Viradocon g3 desionizada:

Hematoxilina de Agua desionizada:

Mg\rer: un enjuague agua del grifo: dos enjuagues
10 minutos 10 minutos
Coloracién
citoplasmatica Deshidratacién
o et o .
— —>
i i | ¥
.8 ® l__] e
Eosina gmarillenta Alcohol 95%: Alcohol 100%: Xilol:
aln::nhcrl@a al 0.5%: 3 |avados de 1 minuto 2 minutos
4 minutos 1 minuto
Montaje
Muestra pronta
_ para ser observada
Medio de Cubre en microscopio dptico
montaje objetos
x_“ (—;"1, r-"'!’ r:“.‘._,
T, ‘_'}- o, =
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Figura 15 Esquema representativo de tincion tipica de Hematoxilina-Eosina. Extraido y modificado de pagina web de

Atlas de histologia vegetal y animal de la Universidad de Vigo, Espafia.
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5. Resultados y discusion
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5.1 Escalado de FNZ

El proceso de sintesis involucra dos pasos de reaccion (Figura 16). En el primero de ellos se

obtiene el intermedio de reaccién BFX con un muy buen rendimiento, 85 %.

La sintesis a micro-escala'® del diéxido de fenazina logré escalarse, optimizdndose y
obteniéndose una masa de 3.6 g de producto deseado, correspondientes a un rendimiento del

56 %.

El compuesto de interés es obtenido por un proceso de expansién del heterociclo, por una
reaccion de Beirut'*?, del benzofuroxano con el anidn fenolato en medio bdsico!*3. Se utilizan 5
g del intermedio y se obtiene finalmente el didxido de fenazina deseado con un rendimiento

mayor, en comparacion al rendimiento a micro-escala (50 %)

Cabe destacar que cuando se utilizan benzofuroxanos sustituidos las reacciones suelen dar una
mezcla de isémeros de N° N¥°-diéxidos de fenazina sustituida en las posiciones 7 y 8 a causa
del tautomerismo del benzofuroxano de partida. La proporcién isomérica depende del efecto
electrénico del sustituyente.’*® Cuando se hace reaccionar 5-fluorobenzofuroxano con p-
aminofenol el producto de la reaccién rinde casi exclusivamente, segun el andlisis

espectroscopico, al isémero N°,N'°-diéxido de 2-amino—7-fluorofenazina.*

f‘_\{’NHQ
e e
i o® - f':ta- NH
y .,
NaClO/NaOH - = ,Nf:; HO/L“‘-/ N N 2
E - —_— |
0 MeQHIT.amb =N Et:N = N/
NO DMEF /-5°C '@
NH, BFX Ce
Liofilizacién 72h FNZ

Lavado: hexano
Lavado: Et,O
Secado 3 dias
Liofilizacion 72h

PRNE

Rendimiento: 56%

Figura 16 Procedimiento sintético para la obtencién del didxido de fenazina deseado. Sélido violeta oscuro. Se
especifican los pasos adicionales a la sintesis originalmente descripta, que mejoraron su rendimiento.

Los pasos adicionales a la sintesis a micro-escala que ayudaron a la optimizacién, fueron
principalmente 2 ciclos de liofilizacion de 72 horas cada uno, uno del intermedio y otro del
producto final, realizados luego de cada reaccion. Se obtiene asi el producto pronto para su

caracterizacion fisicoquimica.
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Del espectro obtenido de *H RMN del compuesto de interés (Figura 17) se extrae la siguiente
informacion:

1H NMR (400 MHz, CDCls) & 8.52 (dd, J = 9.6, 5.6 Hz, 1H, Hd), 8.30 (d, J = 9.4 Hz, 1H, Hc), 8.17
(dd, J = 9.5, 2.7 Hz, 1H, Hf), 7.84 — 7.73 (m, 1H, He), 7.41 (dd, J = 9.6, 2.3 Hz, 1H, Hb), 7.36 (d, J
= 2.2 Hz, 1H, Ha), 6.94 (s, 2H, NH,).

En el espectro se observan las sefiales caracteristicas de la molécula. Se pudo inferir que se
trata efectivamente del compuesto de interés en su forma isomérica y ademas se pudo
evidenciar la ausencia de disolventes residuales, lo cual estaria indicando que los procesos de

liofilizacion fueron exitosos.

Hd O Ha
He N* NH,
NG
F |7|+' Hb
Hf O He / / [

Hd Hc Hf He Hb Ha NH;

u L-.—....:

-’150
140
_'130
-120
;110
100
:90
50
-70
-60
-50
40
-30
20
-10

..!' T ._‘Sr‘ 3 A

0.9.

9.1 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 B8O ;iQ( 7.8) 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 6.7 6.6
ppm

Figura 17 Espectro completo de IH RMN. En el eje X se representan los desplazamientos quimicos, 6, en
partes por milldn (ppm) y en el eje Y la intensidad de la sefial. Entre 6.6 y 9.1 ppm del producto obtenido
FNZ en DMSO- ds. Se representan los desplazamientos de los protones caracteristicos de la molécula.

5.2 Vehiculizacion de FNZ y ensayos de toxicidad aguda

en un modelo murino

Un gran namero de formulaciones se han podido desarrollar gracias al avance tecnoldgico e

industrial, sin embargo, mas del 50 % de los farmacos presentan el inconveniente de ser
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hidrofébicos mostrando una baja solubilidad en disolventes acuosos. 1* Constituyendo esto un

gran obstdculo a vencer para lograr una absorcién y biodisponibilidad adecuadas.

Se ha demostrado que la vehiculizacidon de farmacos reduce toxicidad, incrementa solubilidad

y estabilidad, ademds de mejorar selectividad por el tejido o zona a tratar. 14°

Dada la baja solubilidad que presentan los diéxidos de fenazina, 1*'*” en el presente trabajo se

vehiculizé el compuesto en una dispersion con proporciones 4:1 (% v/v) de suero fisioldgico:
®
(Tween 80), lo que permitié aumentar la solubilidad y mejorar la limitada biodisponibilidad

que posee FNZ, como se vera en los resultados in vivo.

Estudios previos de toxicidad aguda 48

en ratones, permitieron determinar la dosis letal media
o DLso, la cual indica la concentracién de compuesto para la cual se obtiene un 50% de muerte
de los animales tratados. Asi FNZ vehiculizada de esta forma, presenta una DLso superior a
2000 mg/kg de masa corporal de animal y el agente FNZ en suero fisioldgico tiene una DLs de
1500 mg/kg de masa corporal del animal, demostrando claramente que la vehiculizacion del

compuesto disminuye la toxicidad. 1#°

5.3 Estudio anti-tumoral /n vivo

5.3.1 Caracterizacion de modelo tumoral

El ensayo se llevé a cabo en ratones de la cepa Balb/c de entre 6 y 8 semanas de edad
portadores de tumor de mama, inducido por la linea celular 4T1, simulando estadio IV
humano.’?! Durante los 22 dias que durd el experimento se realizaron medidas tanto del

tamano tumoral como de la masa de cada animal.

Como se menciond en apartados anteriores se debe controlar el estado de bienestar del
animal, para evitar su sufrimiento durante el ensayo. En este ensayo se destaca la presencia de
un leve grado de pilo-ereccién, sobre los Ultimos 7 dias de experimento, propia del estado de
portador de tumor del animal. Las valoraciones del nivel de bienestar de los animales por el
test de Irwin 1% fueron normales, la masa de los tumores no sobrepasé en ningin momento el

10% del peso del animal y la disminuciéon de masa respecto del dia 0 no superd el 10%.

En base a los datos obtenidos de tamafio tumoral en funcién de los dias, se calcularon los
volimenes tumorales segln la siguiente ecuacién: V=(d’D) /2, donde d es el didmetro menory

D es el didmetro mayor del tumor *32 (Figura 18).

34



Los tamafos tumorales de todos los animales fueron promediados, obteniendo un valor
representativo por dia con su respectivo error. Se pudo observar que el crecimiento tumoral,
con el avance de los dias, se ajusta a una exponencial con coeficiente de determinacién (R?) de

0.97, (Figura 5.2). Alcanzando un valor de 1330.25 mm?3al dia 22 post-inoculacién.

1600 1330,25
1400

1200
1000
800

600 Tumor palpable

400
200
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Dias post-inoculacion

Volumen tumoral (mm3)

Figura 18 Caracterizacién de modelo tumoral. Grafico de los volimenes tumorales (en mm?3 ) vs dias
post-inoculacion, desde el dia que el tumor comienza a ser palpable hasta el fin del experimento. Se
usaron 7 animales.

5.3.2 Estudio anti-tumoral

La posologia se determind teniendo en cuenta resultados previos de toxicidad aguda en

animales sanos %9, los cuales arrojaron los siguientes datos, ya citados:

e SF:T/FNZ presenta una DLso superior a 2000 mg/kg de masa corporal del animal

e FNZ disuelta en SF presenta una DLso de 1500 mg/kg de masa corporal del animal

En base a los mismos, la posologia elegida fue aquella en la que se le entrega a cada animal
tratado una dosis de 20 mg/kg de masa corporal de animal por dia de administracidn,
contenidos en un volumen de 185 L, siguiendo el cronograma de la tabla 1. El mismo volumen
de disolucidn de SF:T fue administrado a los animales del grupo control. De esta manera se
estd 135 veces por debajo de la DLso, por lo que, no habra efectos toxicos por parte de la

formulacion sobre el animal.
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Tabla 1. Cronograma de ensayo planteado en el presente trabajo.

Dias post-inoculacion de células

0 5 7 9 12 14 16 22
Tumor
.. palpable. . . . . . Fin del ensayo
Inoculacion .. Dosis 2 Dosis 3 Dosis 4 Dosis 5 Dosis 6 .,
Inicia Extraccidn de sangre
de células tratamiento. y necropsia
Dosis 1

Volumen tumoral

El conocimiento cientifico de hoy en dia estd cada vez mds basado en estudios empiricos,
cuyos resultados son en general presentados y analizados usando métodos estadisticos. En el
caso de este trabajo se seleccioné como método estadistico de test t-Student. Este lo que hace
es investigar si los valores que se tienen para dos grupos son iguales, asumiendo que los datos
estdn normalmente distribuidos. *® En muchos test estadisticos, t-Student no escapa del caso,
se definen dos hipdtesis, una de ellas Ho 0 “hipdtesis nula”. Ademas, un parametro importante
que se reporta es el p-valor.® Este pardmetro mide cuan fuerte es la evidencia contra Ho, a
menor valor de p, mas fuerte es la evidencia contra dicha hipdtesis. 12 Es decir, para este caso
la hipodtesis nula es que hay diferencia entre los valores de los tamafios tumorales de los

animales tratados y los controles.

Como se puede ver en la figura 19, los p-valor obtenidos desde el dia 17 hasta el fin del ensayo
son menores a 0.05. Cuando el parametro p toma valores menores a 0.05, se habla de una
“significancia” en los datos, indicativo de que el efecto que se esta estudiando, diferencia en el

volumen tumoral de los dos grupos, si existe.!

La figura 18 también muestra que al dia 22 post-inoculacién de las células, el volumen
promedio de los animales tratados es de 135.25 mm3 en comparacion con el grupo control
cuyo valor resulté de 54.1 mm?3, es decir que hubo una reduccién de 2.5 veces en el volumen

tumoral.

Es asi, que a través del método estadistico seleccionado y del analisis del grafico presentado se
logran interpretar como el agente administrado a los animales tratados logra impedir el

avance del crecimiento del tumor.
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Figura 19 Evaluacién del tamafio tumoral de los dos grupos de animales tratados. Se grafica volumen tumoral en funcién
de dias post-inoculacién. Los asteriscos representan el p-valor obtenido aplicando el test t-Student. (* p < 0.05; ** p <
0.01: *** p < 0.001). Los dias de dosificacion fueron: 5, 7, 9 12, 14, 16. Se utilizaron 7 animales iniciales para cada caso.

Supervivencia

Ademads del seguimiento de los voliumenes tumorales, se realizé un seguimiento de la

supervivencia de los animales a lo largo del ensayo (ver curva de supervivencia Figura 20).1°31%4

Particularmente cuando se estad trabajando con una enfermedad crénica como cancer de
mama, la supervivencia es medida como la probabilidad de permanecer vivo durante una
determinada cantidad de tiempo. El cual puede ser definido como el tiempo de supervivencia:

que es el tiempo transcurrido desde el acontecimiento de estudio o estado inicial hasta el

estado final. >4
De manera de obtener datos adecuados para este andlisis de supervivencia se definid: >*

e Origen o inicio de un seguimiento
e Escala de tiempo

e Evento

En el presente trabajo como inicio del seguimiento se toma el dia de inoculaciéon de las células
tumorales, primer punto en el grafico de la figura 20. La escala de tiempo fue definida en base
a la duracién del ensayo, desde la inoculacion de las células hasta el dia 22, cuando se da
punto final al mismo. Por ultimo, el evento “muerte” o “recidiva” se presentara en una Unica

oportunidad, tratandose de una enfermedad como el cancer.
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Existen dos grandes métodos empleados para el andlisis de supervivencia, Kaplan-Meier y el
andlisis actuarial de Cutler-Ederer.’® El método utilizado en este trabajo fue el de Kaplan-
Meier, 6157 particularmente caracterizado por intervalos definidos por la ocurrencia del
evento en individuos independientes en un tiempo t determinado. Asimismo, si se desea
comparar dos curvas de supervivencia, la prueba no paramétrica de log-rank (o logaritmo-

rango) es una de las mas usadas y empleada en la presente tesis. 18

En investigaciones médicas se quiere, en general, comparar la supervivencia de dos grupos de
individuos que difieren en cierto factor (edad, sexo, protocolo de tratamiento, tipo de
tratamiento, entre otros) y el efecto que este factor tiene sobre la supervivencia es lo que se
intenta conocer. Se caracteriza por ser especialmente Util en estudios con nimero pequefio de

animales. 1*8

Una caracteristica importante, es que al final del periodo de observacién no todos los

1% pudiendo asi, inferir algo

individuos de estudio habran presentado el evento de interés,
sobre el tratamiento que se esta realizando. El evento de interés en este trabajo es si los
animales viven hasta el final del experimento en un 100 % luego del tratamiento con el

potencial farmaco.

El resultado a destacar en este apartado es la diferencia en la supervivencia de los dos grupos
de estudio: grupo tratado SF:T/FNZ y grupo control SF:T. La supervivencia de los animales
control cae casi a un 50% (mediana de supervivencia) al dia 19 y se mantiene asi hasta finalizar
el ensayo con la posologia ya mencionada. En contrapartida, los animales tratados tienen dos
bajas en la supervivencia, ninguna de ellas alcanzando el 50% y se mantiene superior a este

valor hasta el final del experimento.

Esta informacidn, complementaria con la obtenida en el estudio de volumen tumoral, estaria
indicando que el tratamiento ademas de impedir el crecimiento del tamafio tumoral, estaria
impactando directamente en un mayor porcentaje de sobrevida del grupo tratamiento. Hoy en
dia existen muchos medicamentos en la industria farmacéutica que fueron aprobados por el

solo hecho de aumentar la sobrevida de las personas que padecen esta enfermedad. 3 °

38



100 == SF:T

—'— SF:T/FNZ

g
©
k)
c
[
2
z
[}
Q
=]
® 501
[
T
'(D
s
<
[
2
o
-9
O ] I L] I 1
0 5 10 15 20 25

tiempo (dias)

Figura 20 Curva de supervivencia. Animales tratados (SF:T/FNZ) vs Animales control (SF:T).
El analisis comparativo de ambas curvas se llevd a cabo a partir del analisis de Kaplan-
Meier con la prueba no paramétrica de log-rank de (P): 0.13, X?=2.31.

5.3.3 Analisis clinicos

Los examenes de laboratorio clinico son de gran utilidad para la confirmacién o rechazo de una
hipdtesis, pronosticar la evolucién de una enfermedad, monitorear la evolucidn de una

enfermedad, entre otras cosas.'®®

En oncologia dos de los analisis mas comunes son el bioquimico y el recuento sanguineo
completo. En el andlisis bioquimico se hace un conteo de sustancias que son segregadas a la
sangre como metabolitos, electrolitos, proteinas, enzimas, etc. En un recuento sanguineo
completo se miden las cantidades de los diferentes tipos de células que se encuentran en la

sangre.®

De los valores bioquimicos obtenidos (Tabla 3) se puede observar, por un lado, que la
creatinina se encuentra por debajo, tanto para los animales tratados con el agente como para
el grupo control, del valor medio descrito para animales sanos. Cabe destacar que la creatinina
es un subproducto de la creatina que se encuentra en sangre y en musculo de vertebrados. 6%
162,163 En |os andlisis bioquimicos los niveles de creatinina brindan cierta informacién del
funcionamiento de los rifiones. En este caso los valores estan levemente por debajo de lo
reportado para animales sanos. Para conocer si hay realmente un dafio renal se deberian
hacer mas pruebas. Ademds no se puede inferir con certeza si los valores obtenidos responden
a la droga o al estado portador de tumores del animal, porque ambos valores son muy
similares y porque los animales portadores pero no tratados (ultima columna) conservan el

valor dentro del rango.
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Otro parametro a destacar son las enzimas hepdaticas aspartato aminotransferasa (AST o GOT)
y alanina aminotransferasa (ALT o GPT), que cuando se produce un dafio en el higado pueden
filtrarse al plasma y verse incrementadas en el mismo, generando una alerta al respecto. 16416
Hay muchos fdrmacos que generan una alteracién en los niveles de estas enzimas,
produciendo lo que se conoce como hepatotoxicidad. 1°41%7 Los valores observados en ambos

grupos de animales para las dos enzimas se encuentran dentro del rango de la normalidad.

Tabla 2 Valores bioquimicos y hematoldgicos obtenidos luego de los tratamientos in vivo.

Animales Animales
sanos (sin CON tumor
Parametro Unidades SF:T SF:T/FNZ tumor ni SIN
tratamiento)* tratamiento*
Glicemia (g/L) 1.41 1.22 0.83-2.81 1.8
Urea (g/L) 0.30 0.37 0.07-0.34 0.34
Creatinina (mg/dL) 0.16 0.15 0.2-0.5 0.22
GPT (UI/L) 28 70 40-170 36
GOT (Ul/L) 91 182 67-381 115
Hematocrito % 26.8 42.6 42.1-67.0 42.2
Concentracion de
hemoglobina g/dL 9.2 13.2 10.0-18.9 13.1
MCV(volumen
corpuscular medio) fL 47.2 52.3 48.0-64.1 49.3
MCH (Hemoglobina
corpuscular media) Pq 16.2 16.1 13.0-17.6 16.8
MCHC(Concentracion
de hemoglobina g/dL 34.3 30.8 23.9-33.1 34
corpuscular media)
Plaquetas 103cel/pL 680 816 476-1611 527
Leucocitos 103cel/pL 1.0 62.7 3.0-14.2
Neutrdfilos 103cel/pL 0.0 1.2 0.74-3.01 1.8
Eosinofilos 103cel/pL 0.0 0.0 0.0-4.0 0.6
Basofilos 103cel/pL 0.0 0.0 0.00-0.16 0.00
Linfocitos 103cel/pL 0.4 61.2
Monocitos 103cel/pL 0.0 0.1 0.34-1.37 0.0

*Pagina web Animal Lab: http://animalab.eu./sites/all/pliki/produkty-opobrania/balb_c_Mouse_clinical_pathology_data-pfd
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Por tal motivo, no hay toxicidad generada por parte de la FNZ vehiculizada. El resultado
obtenido se corresponde, ademas, con el planteamiento inicial en donde se describié la DLso
de la formulacién trabajada y en base a ello se establecié la dosis a administrar, mas de 100

veces por debajo de dicha dosis.

Los resultados hematoldgicos también brindaron informacién prometedora. Analizando los
valores de hematocrito se puede observar en la tabla 3 como el potencial pro-farmaco logra
revertir los bajos niveles de hematocrito de los animales enfermos y sin tratamiento,
llevandolo dentro del rango de los valores de referencia. Ademas que los valores de los
animales tratados hayan sido revertidos por nuestro compuesto testeado es un gran hallazgo,
ya que la anemia, enfermedad relacionada con este parametro, afecta la calidad de vida de las

personas que la padecen generando fatiga y debilidad entre otras cosas.*

Otro parametro hematoldgico a discutir son los leucocitos los cuales se encuentran en sangre
y en tejidos linfaticos y son producidas por la médula dsea. Forman parte del sistema inmune,
ayudando a combatir infecciones y otras enfermedades.>®
En este caso también se observa una reversion por parte de la droga, con la diferencia que la
lleva a valores de leucocitos por encima del valor normal. Dicho incremento se considera

normal ya que al aumentar la muerte celular, se reclutan mds células inmunes para proteger el

organismo.

5.4 Estudios post-mortem

5.4.1 Necropsia

A los 22 dias post-inoculacion de las células tumorales se realizé el sacrificio y posterior
necropsia de los animales. Una vez realizadas las aperturas de las cavidades abdominal y
tordcica se hace una observacion general en ambos grupos de animales del estado de los
drganos, resultando en aspecto, color y tamafio normales, no presentando adherencias. La

excepcion a estas observaciones fueron el tumor y el bazo.

La masa promedio de los tumores de los animales tratados fue de 0.35+0.16 g, mientras que
para el grupo control sin tratamiento fue de 0.61+0.12 g. Esta diferencia se traduce en 1.7
veces mas pequefios para los animales tratados (Figura 21). Es asi que el tratamiento
administrado logra enlentecer el crecimiento del tumor, al mismo ritmo que el grupo control

aumenta, como se observd en los estudios de seguimiento in vivo.
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Figura 21 Tumor de animal tratado y control extraidos post-mortem al
finalizar el ensayo

Por otro lado, el bazo logré6 mantenerse en su tamafio normal en los animales tratados,
generandose un aumento del mismo en el grupo control de 4.9 veces, registrando una masa
promedio de 0.36+0.06 g para los controles y de 0.073+0.039 g para los tratados (Figura 22).
Dicho fendmeno de incremento en el tamafio del bazo se denomina esplenomegalia. 168169170
Puede producirse por metdstasis de carcinomas de pulmén o de mama o por melanomas,

171172 y es caracteristico del modelo tumoral en estudio. 17> 174

Ademds, como consecuencia de la enfermedad se descompensan muchos mecanismos
fisiolégicos, bioquimicos y de defensa que pueden haber llevado a que se desarrolle

esplenomegalia.

SF:-T SFTI/IFNZ

Figura 22 Bazos extraidos post-mortem de animales tratados con el farmaco y
control al finalizar el protocolo de tratamiento.

5.4.2 Anatomia patolégica

Del protocolo descrito en el apartado 4.5.2 Preparacion de cortes histoldgicos, se pudieron

obtenes las imagenes de la figura 23. A la izquierda de la misma se intentan ver las diferentes

175

zonas del tumor sélido, confirmando la hipoxia tumoral ,'”> referenciado en la figura 23 con
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una la flecha que va desde la zona con menor hipoxia a la de mayor hipoxia. En la figura 23 a la

derecha se observan los acinos caracteristicos de glandulas de secrecién externa.

El proceso de necrosis en células tumorales producido por hipoxia, involucra que la célula se
agrande, su membrana plasmatica se rompa y se genere un colapso que termina en la lisis
celular. Y®Esto ultimo genera que elementos internos de la célula queden ahora expuestos a la

tincidon que se utilizé en la preparacién de los cortes histoldgicos.

La tincion de hematoxilina- eosina se usa hace muchos afios para el reconocimiento de
diferentes tipos de tejidos. La hematoxilina es un colorante basico que tifie estructuras acidas
principalmente el nucleo, ya que es rico en acidos nucleicos, de color azul/violeta. Por el
contrario, la eosina es un colorante acido que tifie estructuras bascias como organelos

citoplasmaticos, de color rosa. "’

La zona hipdxica como se menciond anteriormente, estd vinculada con la zona necrética. En la
figura 23 se puede observar una gran densidad de color violeta correspondiente a la
hematoxilina, por ende la zona de necrosis. Los cortes histoldgicos de este tipo deben tener
un espesor de aproximadamente entre 3-5um para ver con mayor resolucion los detalles de la
muestra, 178179180 como por ejemplo el grado de empaquetamiento de las células tumorales,
su distribucién, tamafio del nucleo y nucleolo o los cambios morfoldgicos que éstos
experimentan. ¥ Sj bien la muestra de la figura 23 no tiene el espesor necesario, la tincidn

permite diferenciar gradualmente la hipoxia caracteristica de este tipo de tumores.

Figura 23 Fotografia de preparaciones histolégicas de tumor sélido de cancer de mama murino. El espesor del
corte es de 20uM. Aumento 10x.
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6. Conclusiones

Se realizd la sintesis a mayor escala de FNZ, mejorando su rendimiento.

Se estudié la capacidad anti-tumoral in vivo de FNZ vehiculizada, impidiendo la misma que el

volumen tumoral avance al mismo ritmo que el grupo control.

Dichos resultados fueron apoyados por andlisis clinicos y estudios de necropsia.
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7. Perspectivas

De manera de ahondar mas en el trabajo aqui presentado se considera:

Realizar una puesta a punto del procesamiento de érganos para histopatologia 'y

continuar con el andlisis de los érganos extirpados.

e Profundizar en detalle en los protocolos farmacoldgicos.

e Realizar ensayos de farmacocinética y farmacodinamia.

e Investigar las diferentes metodologias para la deteccidn, grado de hipoxia tumoral y

metastasis y aplicarlas.
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