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RESUMEN

Cuando una célula normal sufre una transformacién maligna, la misma comienza a dividirse
muy rapidamente generando una masa tumoral conocida como tumor sélido. Si el tumor tiene
la capacidad de invadir tejidos circundantes y generar dafio en los mismos, se define como
tumor maligno y da origen al cancer. Estos tumores presentan caracteristicas biolégicas unicas,
ya que su crecimiento acelerado provoca que zonas internas del tumor se alejen de los vasos
sanguineos, generando en consecuencia zonas hipoxicas.

Las zonas hipdxicas confieren resistencia a terapias antitumorales como la quimioterapia y la
radioterapia. Esta desventaja generada por las zonas hipdxicas puede considerarse una
ventaja, si se toma a las mismas como blanco terapéutico. Esto llevd al desarrollo de agentes
citotdxicos selectivos en hipoxia, también conocidos como profarmacos bio-reducibles. Estos
compuestos son inactivos per se, se reducen quimica o enzimdticamente en condiciones
hipdxicas, generando radicales libres o especies citotdxicas. Esta bio-reduccidn es revertida en
presencia de O, Nuestro grupo de investigacién ha desarrollado profdrmacos citotdxicos
selectivos hacia células hipdxicas, derivados de N°,N'"’-diéxido de fenazina.

En el presente trabajo de tesina de grado se modificaron estructuralmente los derivados de
N°,N"-diéxido de fenazina, desarrollados previamente que mostraron buen perfil citotéxico en
oxia/hipoxia. Estos compuestos combinan dos agrupamientos quimicos bio-activos; un sistema
bio-reducible, la funcién N-6xido, y por otro lado una estructura plana, el sistema fenazina, que
podria interaccionar con el ADN. A esta estructura se le afiade una cadena lateral flexible con el
fin de mejorar su interaccidn con el ADN, y lograr una interaccién con el sistema binario ADN-
topoisomerasa, siendo posibles inhibidores de las enzimas ADN topoisomerasa | y/o
topoisomerasa Il. De esta manera se disefian los derivados de N°,N"-diéxido de benciloxi,
bencilamino y sulfonamida fenazina. Asi estos se evaltan como inhibidores de la ADN
topoisomerasa Il en un modelo in vitro utilizando levaduras Saccharomyces cerevisiae. Ademdas
se evalta la capacidad de interaccién de los mismos con ADN y de bio-reducirse en
condiciones de oxia/hipoxia .

De los derivados desarrollados, el derivado de N°,N"*-diéxido de benciloxi fenazina presenté
inhibicién de la enzima topoisomerasa Il presente en levaduras, sin presentar interaccion con

ADN.

VII



Capitulo 1 Introduccidn

INTRODUCCION

1.1-Enfermedad del cancer

Generalidades

Las células de un organismo pluricelular estdn comprometidas a colaborar entre ellas.
Coordinan su comportamiento, emitiendo, interpretando, elaborando y recibiendo sefiales que
actian como controles sociales. Esta comunicacién indica a las células el momento de
dividirse, de mantenerse en estado quiescente, de diferenciarse o de morir, por el bien del
organismo. El problema surge cuando estos controles sociales se rompen, cuando una
mutacidn no sélo altera a una célula, sino que le proporciona una ventaja selectiva frente a las
demas, dividirse rapidamente y asi convertirse en la fundadora de un clon mutante en
crecimiento, generando asi las bases del cancer. El cancer es una enfermedad en la cual clones
de células mutantes empiezan a prosperar a expensas de sus células vecinas, destruyendo
finalmente toda la sociedad celular'. Esta proliferacion descontrolada de células mutantes

puede resultar en la formacién de una masa celular conocida como tumor sélido’.

Los tumores se clasifican en varias categorias segun su origen y naturaleza. Los tumores en
donde las células permanecen agrupadas, se llaman tumores benignos. Mientras que aquellos
tumores que tienen la capacidad de sobrepasar los limites del tejido que le dio origen,
invadiendo tejidos circundantes y causando dafio en los mismos, se definen como tumores
malignos y dan origen al cancer” Los tumores sélidos se clasifican de acuerdo con el tejido y
con el tipo celular del cual se originan. De esta manera se distinguen los carcinomas, que
derivan de células epiteliales, los sarcomas que derivan de tejido conjuntivo o de fibras
musculares y los linfomas que se originan de células del sistema inmunitario. Otros tipos de
cancer son la leucemia que deriva de células hematopoyéticas y el cancer derivado del sistema

nervioso. Estos ultimos, por lo general no forman tumores sélidos™.

Las mutaciones y los cambios epigenéticos que sufren las células, presentes en los tumores
malignos, generan en las mismas cambios fenotipicos, que permiten diferenciarlas de células
normales. Dentro de los cambios fenotipicos se encuentran alteraciones morfoldgicas® y
funcionales®.
Cambios morfoldgicos:

e Anaplasia. Son células no especializadas, de apariencia indefinida.

e Pleomorfismo. Las células tumorales presentan diferente tamafio con respecto a sus

vecinas, pueden ser mas grandes 0 mas pequefias.
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e Morfologia nuclear anormal. Los ntcleos tienen mucho ADN y se tifien intensamente.
Contienen nucleos grandes, la proporcidén ntcleo citoplasma es 1 a 1 aproximadamente,
cuando lonormal es 1a 4 6 1a 6 (nucleo/citoplasma).

e Mitosis. Presentan una tasa de proliferacion elevada.

e Pérdida de la polaridad. Hay una pérdida de la orientacidn citoldgica, el crecimiento

celular es desorganizado.

Cambios funcionales:
e Autonomia o independencia de factores de crecimiento.
e Insensibilidad a factores inhibitorios del medio.
e Evasidon de la apoptosis.
e Alteraciones en lareparaciéon de ADN.
e Potencial replicativo ilimitado.
e Angiogénesis.
e (apacidad de invasién y metastasis.

e Evasion del sistema inmune.

Todos estos cambios funcionales le permiten a las células tumorales replicarse ilimitadamente
y crecer independientemente de las sefiales que se encuentran en el medio extracelular,
sobreviviendo sin que sus mutaciones sean reparadas, evadiendo mecanismos de muerte
celular programada o apoptosis. También desarrollan mecanismos de supervivencia que le

permiten evadir al sistema inmune, para que el mismo no las reconozca y las elimine*.

Por otro lado, las células tumorales frente a diferentes estimulos como la hipoxia (baja presién
de 0,), son capaces de estimular la formacién de neovasos a partir de vasos sanguineos
preexistentes, proceso que se denomina angiogénesis, de esta manera logran obtener
nutrimentos y seguir creciendo. La angiogénesis también permite que las células que se
desprendan de la masa tumoral primaria, migren por el torrente sanguineo e invadan y dafien a
otro tejido en un sector distante al sitio primario, generando metastasis®. Las células presentes
en los tumores sdlidos en general presentan la capacidad de invadir y generar metastasis. La
invasion se refiere a la migracidon y penetracién en los tejidos vecinos; mientras que la
metdstasis se refiere a la habilidad de las células de penetrar en el torrente sanguineo o en el

sistema linfatico, invadiendo cualquier tejido del cuerpo®.
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Tumores sdlidos

Como se ha mencionado anteriormente, cuando una célula normal sufre una transformacién
maligna que la convierte en célula tumoral, el ciclo celular de esta célula dafiada se sale de
control, dividiéndose muy rapidamente, ya que no tiene restricciones para ingresar al ciclo
celular. Es por esto que las células tumorales son células que se caracterizan por tener una tasa
de proliferacidn elevada, lo que genera la formacién de una masa celular que se conoce como
tumor sélido™*.

El crecimiento de la masa tumoral se da de forma acelerada provocando que zonas internas del
tumor sdlido se alejen de los vasos sanguineos, por lo cual el mismo va a presentar zonas

deficientes en presién de oxigeno y nutrimentos (figura 1.1.1)°.

Vascularizacion
insuficiente

Alta tasa de proliferacién

<O
® — @_>—.

Zonas deficientes
Transformacién maligna Masa Tumoral en O, y nutrientes

Figura 1.1.1- Etapas que dan origen a la formacién de un tumor sélido y la posterior generacion de zonas
deficientes en oxigeno y nutrimentos.

En un tumor sdlido se pueden distinguir tres zonas de diferente presién de oxigeno; una zona
interna, formada por células necrdticas, en donde la presion de oxigeno es muy baja y no hay
casi nutrimentos, ya que es la zona mas alejada de los vasos sanguineos; una zona intermedia
hipdxica de baja presién de oxigeno y nutrimentos; y una zona de normoxia que se encuentra
mas cerca de los vasos sanguineos, en donde las células viven con el oxigeno y los nutrimentos

adecuados (figura 1.1.2)°.

Figura 1.1.2- Se muestran las tres
regiones que se pueden encontrar en

HIPOXIA un tumor sélido, las mismas se
generan por las diferentes presiones
de oxigeno.

NORMOXIA NECROSIS
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Esta vascularizacién inadecuada le confiere caracteristicas bioldgicas unicas al tumor, como
presentar zonas hipdxicas y necréticas’. Las células tumorales que se encuentran en una
regién hipdxica, disminuyen su tasa de proliferacién por la disminucién de nutrimentos®.
Ademas la glucdlisis que realizan las células se da en presencia de baja presién de O,, por lo
que la glucdlisis resulta en la produccidn de lactato que causa un sustancial descenso del pH

extracelular, alcanzando valores de pH préximos a 6°.

Epidemiologia

En Uruguay, los tumores malignos constituyen la segunda causa de mortalidad, luego de las
enfermedades cardiovasculares®. En el grafico que se muestra la figura 1.1.3 se puede observar

que el cdncer es responsable del 25% de las muertes en Uruguay™.

CANCER
24.8%

ENF. AP. CIRCULATORIO
30.6%

[ _ENF. AP.RESPIRATORIO
9.2%

ACCIDENTES

/ 6.6%
OTRAS CAUSAS

28.8%

Figura 1.1.3- Mortalidad en el Uruguay en el afio 2008. Fuente: Division Estadistica. Ministerio de Salud
Publica.

En los graficos de la figura 1.1.4 se muestran los porcentajes de incidencia de los canceres mas
frecuentes en hombres y mujeres uruguayos, entre los afios 2004 y 2008, segtn el Registro
Nacional de Cancer. Siendo los mds frecuentes y de mayor mortandad el de pulmdn y prdstata

en el hombre, y el cdncer de mama en la mujer™.
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HOMBRES INCIDENCIA MORTALIDAD

PROSTATA
PULMON 456,32
COLO-RECTO

VEJIGA

ESTOMAGO

RINON

BUCQFARINGE
LINFOMA NO HODGKIN

PANCREAS

ESOFAGO

MUJERES INCIDENCIA MORTALIDAD

MAMA

COLO-RECTO

CUELLO UTERINO

PULMON

CUERPQ UTERINO

OVARIO

TIROIDES

PANCREAS

ESTOMAGO

LINFOMA NO HODGKIN

Figura 1.1.4- Incidencia del cdncer en hombres y mujeres uruguayos entre 2004 y 2008. Se expresa la tasa de
incidencia ajustada a la poblacién. Fuente: Registro Nacional de Cdncer-Programa Vigilancia Epidemioldgica;
Comision Honoraria de Lucha Contra el Cdncer.

1.2-Terapia del cancer
Generalidades

La terapia mas antigua para el tratamiento del cancer es la cirugia. La extirpacién quirdrgica es
un método seguro para curar pacientes que presentan tumores sdlidos, cuando el tumor se
encuentra confinado en su sitio de origen". Actualmente se han desarrollado nuevas
metodologias quirdrgicas, menos invasivas, como la laparoscopia quirtrgica® La extirpacién
quirdrgica ademds de ser un tratamiento local, también se utiliza como terapia preventiva,
para diagndstico, como terapia paliativa y de reconstruccién y rehabilitaciéon. Sin embargo,

esta terapia local no es suficiente cuando las células tumorales invaden otros tejidos que no es
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el de origen, y deben agregarse tratamientos complementarios como la radioterapia o

quimioterapia”.

La radioterapia se utiliza para el tratamiento de tumores localizados. La misma se basa en la
irradiacion del tumor, ya sea con fotones o particulas. La radiacién ionizante al interactuar con
material bioldgico genera ionizacion y radicales libres. Estos son los principales mecanismos

que provocan dafio en el ADN, generando asi en las células, senescencia o apoptosis®.

La quimioterapia se aplica en el caso de tumores sélidos, canceres hematoldgicos y linfaticos™.
Como en general los canceres hematoldgicos no forman tumores sdlidos, la extirpacion
quirdrgica y la radioterapia no son tratamientos efectivos, ya que son localizados. En el caso de
los tumores sdlidos, la quimioterapia se utiliza como tratamiento adyuvante de tratamientos
locales, para prevenir la invasidn de otros tejidos y la metdstasis. También se utiliza en

cénceres avanzados que presentan metdstasis”.

Las primeras moléculas que se desarrollaron como agentes quimioterdpicos fueron los
agentes alquilantes. Entre ellos se encuentran los alquilsulfonatos, aziridinas, triazinas,
mostazas nitrogenadas, nitrosoureas'. Otros agentes quimioterapicos son los anélogos de

platino”, los antimetabolitos®, los agentes inhibidores de enzimas, entre otros.

Actualmente estan en estudio terapias inmunoldgicas para el tratamiento del cancer. Ya se han
desarrollado vacunas preventivas, un ejemplo es la vacuna contra el virus del papiloma

humano (HPV), que estd asociado al desarrollo de cancer de cérvix®.

Desventajas de las terapias

Los tratamientos con radioterapia y quimioterapia presentan varias desventajas. La dosis en
que se irradia o que se prescribe el fdrmaco, se ve limitada por la citotoxicidad que las mismas
presentan frente a las células sanas®. Esto ocurre porque ambas terapias tienen como blanco
terapéutico caracteristicas comunes entre las mismas y las células tumorales. En Ia
radioterapia, la misma puede presentar cierta selectividad hacia el tumor, ya que la radiacién
se focaliza en el mismo, pero el tejido sano que lo rodea también recibe radiacién, viéndose
afectado. En la quimioterapia, la mayoria de los farmacos que se utilizan tienen como blanco
terapéutico células que tienen una alta tasa de proliferacidn, esto hace que las células
tumorales se vean afectadas, ya que como se menciond anteriormente las mismas presentan
esta caracteristica. Sin embargo, hay células presentes en tejidos sanos que también tienen
una elevada tasa de proliferacion, como ser las células de la médula dsea, de los foliculos

pilosos, células epiteliales que recubren el tracto gastrointestinal; que también sufren el efecto

6
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citotdxico de los farmacos quimioterdpicos®. Otro efecto secundario que se ha observado es a

nivel del sistema cardiovascular®®.

Resistencia de tumores sdlidos a las terapias

Otra desventaja que presentan ambas terapias, es que las zonas hipdxicas presentes en los
tumores sdlidos son resistentes a las mismas. Esto se debe, a que estas zonas presentan baja
presién de O, ya que estdn alejadas de los vasos sanguineos (figura 1.1.1y 1.1.2). La resistencia
de los tumores sdlidos a la radioterapia se debe a que la presencia de oxigeno es lo que le
confiere sensibilidad a las radiaciones ionizantes. Estas radiaciones producen dafio generando
radicales en el ADN. Los radicales sufren un proceso de oxidacidn por el oxigeno, que genera la
lesién en el ADN. Cuando hay baja presién de O,, los radicales sufren un proceso de reduccién,

que repara la lesién en el ADN’.

La resistencia a la quimioterapia se debe a multiples factores. Las zonas hipdxicas se
encuentran distantes de los vasos sanguineos, por lo tanto las células hipdxicas van a tener
menos exposicion a la concentracién del farmaco deseada, que las células que se encuentran
en la superficie del tumor, ya que éstas actian como un filtro. Los farmacos antitumorales son
mas efectivos contra células con alta tasa de proliferacion. Como se menciond anteriormente,
en la descripcidn de los tumores sdlidos, las células presentes en las zonas hipdxicas
disminuyen su tasa de proliferacion por falta de nutrimentos; lo que las hace mds resistentes a
los farmacos antitumorales. La accién de los farmacos también puede verse disminuida por la
ausencia de O,, como en el caso del farmaco etopdsido (seccion 1.5); o por alteraciones en el

gradiente de pH, como en el caso de los agentes alquilantes™,

Profarmacos selectivos en hipoxia.

Dada la resistencia que presentan las zonas hipdxicas a la radioterapia y a la quimioterapia, se
desarrollaron farmacos antitumorales cuyo blanco terapéutico son las células hipdxicas’. De
esta forma los farmacos adquieren especificidad por los tumores, disminuyendo sus efectos
secundarios y aumentando su eficacia®. Los profdrmacos son reducidos por enzimas 6xido-
reductasas presentes en las células, generando radicales o especies citotdxicas. Esta bio-
reduccion es revertida en presencia de O,, generando un profarmaco no citotdxico y el radical
superdxido, el cual en general, es menos citotdxico que las especies que se producen por bio-

reduccién’ (figura 1.2.1).
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Figura 1.2.1- Profdrmacos citotéxicos selectivos en hipoxia. La bio-reduccién se revierte en
presencia de oxigeno, generando el radical superdxido.

Hasta el momento existen diversos agrupamientos quimicos que han demostrado diferente
grado de selectividad en condiciones de hipoxia®. Entre ellos cabe destacar las quinonas
(Mitomicina ¢, la; E09, Ib; figura 1.2.2)%, los nitroarométicos (misonidazol; RSU 1069, I, figura
1.2.2) ° y los derivados de N-6xido de aminas heterociclicas aromaticas y alifaticas
(tirapazamina, 3-amino-1,2,4-benzotriazina-1,4-dioxido, Il figura 1.2.2) °7?, diéxido de
quinoxalinas (diéxido de 2-amino-3-ciano-6-cloroquinoxalina, 1V, figura 1.2.2) ***>*® y AQ4N (V,

figura 1.2.2)’.

J\ OH
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HN N N
2 OCH, N\( <]
HaC N NH NO,
(o]
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o
i | _cHs
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T | oH o v N e,
N Cl lll CN
‘kN \I
Kl/ NH, T NH,
(lj © OH (o] HN CH
O . s
\/\N<
. . . . CH
I Tirapazamina IV Quinoxalinas V AQ4N (L :

Figura 1.2.2 Algunos profdrmacos bio-reducibles

Considerando a la hipoxia como blanco terapéutico también se han desarrollado otras
terapias. La terapia génica utiliza dentro de las caracteristicas de las zonas hipdxicas, el factor
inducible en hipoxia HIF-1 como blanco terapéutico, que interviene en diferentes procesos

como la angiogénesis’. Otra metodologia descrita en la terapia génica, es la utilizacion de una
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bacteria recombinante anaerobia no patdgena, de la cepa Clostridium. Esta bacteria
recombinante, contiene un pldsmido, que tiene un gen que codifica para la enzima que va a

transformar al profarmaco en el formaco®’.

1.3-ADN Topoisomerasas

Generalidades

Las ADN topoisomerasas son enzimas altamente conservadas, que estan involucradas en el
mantenimiento de la integridad del genoma celular”. Se encuentran en todos los organismos,
incluyendo Archaebacteria, virus, levaduras, Drosophila y humanos®. Estas enzimas tienen la
funcién de controlar y modificar los estados topoldgicos del ADN; su mecanismo de accidn es

catalizar la rotura y unién concertada de las hebras del mismo™.

La importancia de estas enzimas para todas las células, se debe a la estructura de doble hélice
del ADN?. Las topoisomerasas resuelven el estrés de torsién, que se genera al separar las
hebras que forman la doble hélice, en procesos como la replicacién del ADN, la transcripcién, la
recombinacion y la remodelacion de la cromatina. Las topoisomerasas evitan el
superenrollamiento excesivo que es deleterio y controlan la topologia del ADN de diferentes
formas. Algunas topoisomerasas sélo pueden relajar (quitar) giros superhelicoidales negativos,
otras pueden relajar tanto superenrollamientos positivos como negativos y otras pueden

introducir superenrollamientos negativos (ADN girasa) o positivos (girasa reversa) en el ADN*°
(figura 1.3.1)°".

Transcribiendo ADN
Desenrollado

oo Superenrollado
(superhélices - ) _* (superhélices +)

: = Figura 1.3.1- Diferentes

; e— estados topoldgicos
’ N 7 N S /XN \ \ \
/. /"\" P /'\ /___ /\ W /\ .//\.//\- //\ del ADN?',
y e
La topoisomerasa “lll La girasa introduce
‘l ‘l
1l

relaja las superhélices superhélices negativas

negativas
VN NINNNN A\

ADN Duplex (10.4 pb/vuelta)
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Clasificacién de las ADN topoisomerasas.

La primera caracterizacién de estas proteinas fue en 1970, cuando se descubrié la ADN
topoisomerasa | y la ADN girasa de Escherichia coli *. Hasta el momento se han encontrado
diferentes tipos y subtipos de ADN topoisomerasas en células procariotas y eucariotas®.

Las topoisomerasas se clasifican en dos tipos. La topoisomerasa de tipo I, corta una hebra
simple de ADN y permite el pasaje de otra hebra simple a través del corte, seguido de la
religacion de la hebra. La topoisomerasa de tipo I, corta una doble hebra de ADN y permite el
pasaje de otra doble hebra, religando ambas hebras al final*°.

A su vez las topoisomerasas de tipo | se clasifican en dos subfamilias. Las topoisomerasas que
se unen covalentemente al extremo 5’ terminal del ADN, pertenecen a la subfamilia IA.
Mientras que, las topoisomerasas que se unen covalentemente al extremo 3’ terminal del ADN,
pertenecen a la subfamilia IB*°.

La topoisomerasa de tipo Il también se puede clasificar en dos subfamilias, 1A y IIB. Las
mismas son estructuralmente diferentes, pero actian por mecanismos similares, ambas
forman el enlace covalente transitorio con el extremo 5’ terminal del ADN?.

Las células de levadura Saccharomyces cerevisiae (eucariotas inferiores) presentan tres tipos
diferentes de topoisomerasas; la topoisomerasa | (perteneciente a la subfamilia IB), la
topoisomerasa Il (perteneciente a la subfamilia Il1A) y la topoisomerasa Ill (perteneciente a la
subfamilia IA). Los eucariotas superiores tienen como las levaduras una uUnica isoforma de la
topoisomerasa | (IB). Sin embargo, tienen dos isoformas de la topoisomerasa l1A (lla, 11B) y dos

isoformas de la topoisomerasa Il (Illa, 111B) .

a-ADN topoisomerasa |

Estructura®® 3

La ADN topoisomerasa | humana es un monémero de 91 kDa, formado por 765 aminoacidos
(aa). La proteina se divide en cuatro dominios diferentes, el dominio N-terminal, el dominio del

Core, el dominio del linker, y el dominio C-terminal (figura 1.3.2.).
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Dominio Dominio

Dominio N-terminal Dominio del Core del Linker C-terminal
NV % = e

1 215 636 713 765

Figura 1.3.2.- Estructura en dominios de la topoisomerasa I. Los limites de los dominios se establecen en

base a la alineacién de secuencias, estudios proteoliticos y estructuras cristalogrdficas de la proteina°.

El dominio del Core contiene todos los residuos involucrados en la catalisis, a excepcidn de la
Tyr723 que se encuentra en el sitio activo. Este aminodcido que interviene en la catdlisis se
encuentra en el dominio Cterminal. En la figura 1.3.3 se observa al complejo ADN-

topoisomerasa .

Figura 1.3.3- Estructura
cristalogréfica del complejo

ADN-topoisomerasa I>.

Mecanismo de accidn>3

La topoisomerasa de tipo | (subfamilia IB) relaja superenrollamientos positivos y negativos. Lo
lleva a cabo mediante el corte de una hebra simple de ADN y el pasaje de otra hebra simple a
través del corte, seguido de la religacion de la hebra. El corte en una de las hebras comienza
con el ataque nucleofilico del oxigeno, presente en el grupo hidroxilo de la Tyr723 (figura 1.3.4),
sobre el grupo fosfato presente en el ADN. De esta manera, se genera un enlace covalente
fosfodiéster entre la Tyr723 y el fosfato 3’, dejando un grupo hidroxilo libre en la posicién 5’ en
el sitio de corte. Posteriormente al pasaje, la hebra es religada, restaurandose la doble hebra
de ADN. La religacion en principio seria mecanisticamente el proceso inverso de la reaccién de
corte de hebra. El mecanismo de accién se muestra en la figura 1.3.5.

2+

Para la catdlisis esta enzima no requiere ATP, ni cationes divalentes, aunque el Mg*" y el Ca

potencian el grado de relajacidn.

1
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Figura 1.3.4- La enzima topoisomerasa |
relajando una hebra de ADN. La Tyr723
que se representa mediante radios de
Van der Waals, rompe una de las
hebras de ADN formando un enlace
covalente. La hebra que ha sufrido el
corte se representa con los colores
naranja y rosado, el cambio de color se
da en la zona que fue realizado el

corte®
(L (Ij
|
OH
(O H _
Tyr M | c|>
Tyr (e} O—P=0
'\_/| Tyr o—||>=o
o
35 | Cl)
CH,
B
o CHa

—O0

53
| 53
Tyr H
Tyr
3y
35
Figura 1.3.5- Mecanismo de accién de la ADN topoisomerasa I. La enzima se une al ADN y el oxigeno

de la Tyr723 realiza un ataque nucleofilico sobre el grupo fosfato del ADN, generando asf un enlace
covalente transitorio. Adaptado de Lehninger®.

b- ADN topoisomerasa Il

Estructura
Todas las ADN topoisomerasas |l presentes en eucariotas son homodimeros (figura 1.3.6) a
diferencia de los procariotas, que son heterodimeros o heterotetrameros®’. Dentro de los

eucariotas, los eucariotas inferiores presentan una sola isoforma de la enzima ADN
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topoisomerasa ll; a diferencia de los vertebrados, que contienen dos isoformas de esta

enzima, ADN topoisomerasa Ila y ADN topoisomerasa I13*7°.

Figura 1.3.6- Estructura de la enzima
topoisomerasa Il. Los mondmeros se
representan en verde y azul. Las
tirosinas que participan de la catalisis
se representan en rojo>.

La topoisomerasa lla y la topoisomerasa I3 humanas son enzimas homdlogas, que comparten
el 70% de su secuencia aminoacidica, pero son codificadas por diferentes genes. Las mismas
presentan actividades cataliticas similares, pero estadn involucradas en diferentes funciones
fisiolégicas. La topoisomerasa lla se expresa en células que se dividen rapidamente, en
especial en fase Sy G2 + M del ciclo celular. Por lo tanto, la misma es esencial para la
proliferacién celular y para la regulacién de eventos del ciclo celular, como la replicacién del
ADN, la condensacidn y segregacién cromosdmica. La topoisomerasa I a diferencia de la
topoisomerasa lla, se expresa en todos los tejidos y su expresidon es independiente del ciclo

celular. La misma estd involucrada en la diferenciacién celular temprana®.

La topoisomerasa lla humana es un homodimero de 170kDa, que contiene 1531 aminodcidos
(aa), mientras que la topoisomerasa IIf es un homodimero de 180okDa y contiene 1626aa. La
estructura primaria de ambas enzimas consiste en tres regiones diferentes, un dominio ATPasa
N-terminal, un dominio de unién/corte al ADN que es el nucleo catalitico central, y un dominio

C-terminal (figura 1.3.7)*.
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Topotsomerasa 110

Tyr 805
N —| ATPasa Union/Corte de ADN- - Ims]kqgulqctén C
1 678 1171 1531
Topoisomerasa IIB
Tyr 826
N —|  ATPasa  |i: Unién/Corte de ADN: - - |nis| Regulacian |
1 694 1183 1626

Figura 1.3.7- Estructura primaria de los dominios de ambas isoformas de la enzima topoisomerasa llo y
topoisomerasa 118. Las mismas poseen tres dominios; un dominio N-terminal ATPasa, un dominio de
unién/corte de ADN que contiene a la tirosina del sitio activo, y un dominio C-terminal que contiene NLS
(sefiales de localizacién nuclear) y sitios de regulacion®.

El dominio ATPasa N-terminal contiene el sitio de unién e hidrdlisis del ATP. El nticleo catalitico
central contiene a la tirosina del sitio activo, y es el responsable de la unién y corte/religacién
del ADN. En la topoisomerasa lla, la tirosina del sitio activo se encuentra en la posicién 805,
mientras que en la topoisomerasa IIf la misma se encuentra en la posicién 826. Estos dos
dominios presentan una homologia importante entre las dos isoformas de la enzima, y
participan directamente en la catdlisis. Sin embargo, el dominio C-terminal, es el dominio mas
variable y no es necesario para la catalisis. Este contiene sefiales de localizacidn nuclear y esta
sujeto a modificaciones covalentes, como la fosforilacién; estas modificaciones pueden ser

importantes para la modulacién de la actividad biolégica de ambas isoformas de la enzima

(figura 1.3.7)*.

Mecanismo de accién

Las enzimas topoisomerasa Il relajan superenrollamientos positivos y negativos™. Lo llevan a
cabo mediante el corte y la apertura de una doble hebra de ADN, permitiendo el pasaje de otra
doble hebra por el corte, religando las hebras cortadas al final®. El corte de las hebras de ADN
se realiza mediante una reaccién de transesterificacién, en donde las tirosinas presentes en

cada sitio activo de ambos mondmeros, atacan a un fosfato presente en cada hebra de ADN,
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separados por cuatro pares de bases. En este proceso el oxigeno fendlico de la tirosina, se une
mediante un enlace covalente transitorio al fosfato 5’-terminal del ADN (ocurre en ambas
hebras), dejando libre un par de grupos hidroxilo en los fosfato 3" (figura 1.3.8). Los cortes
realizados en las hebras se sellan por medio de una segunda reaccién de transesterificacion, en
donde los grupos hidroxilo de los fosfatos 3’-terminal del ADN que quedaron libres cuando se
realizé el corte, atacan nucleofilicamente al atomo de fésforo unido a la tirosina,

recomponiendo el enlace fosfodiester del ADN*.

La ADN topoisomerasa Il requiere de iones metdlicos divalentes (Mg™)*°, también requiere de
la unién e hidrdlisis del ATP. Lo mismo es necesario para que se de el pasaje de la doble hebra
de ADN a través del corte, y para que la enzima sufra un cambio conformacional que le permita
comenzar un nuevo ciclo de catalisis. La unién del ATP no se necesita para la reaccién de

corte”.

‘.. &
oV e

Figura 1.3.8- Se muestra la reaccién de corte del ADN. La tirosina del sitio activo y el ADN estdn en un
equilibrio entre los estados de corte de las hebras y de no corte. La unién del ATP y otro duplex de
ADN, provoca la translocacidn de ambas hebras unidas a las tirosinas, las cuales se alejan abriendo una
compuertad, para que pase el diplex de ADN%.

1.4- Inhibidores de ADN topoisomerasas |

Se ha observado que en determinados tumores sdlidos hay niveles elevados de la enzima
topoisomerasa I. A pesar de que todos los tipos de células expresan la topoisomerasa I, como

los niveles de la enzima no cambian con el ciclo celular, los mismos son bajos en células
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normales no proliferativas, de alli resulta su citotoxicidad selectiva hacia las células tumorales.
Los niveles elevados de la enzima en estas células, podrian explicarse como un aumento en la
transcripcion del gen de la topoisomerasa | y/o una mayor estabilidad de la ARNm que codifica

para dicha enzima®®.

Mecanismo de accidn de los inhibidores de ADN topoisomerasa |

Los inhibidores de la topoisomerasa | pueden ser agrupados en dos clases, los venenos de la
topoisomerasa | o los inhibidores cataliticos de dicha enzima. Los venenos actian atrapando al
complejo de corte, forman un complejo ternario enzima-ADN-firmaco que bloquea la
religacién de la hebra, la cual permanece unida a la enzima®®?*° (figura 1.4.1). En general, la
mayoria de los inhibidores que se conocen hasta el momento actian como venenos de la

topoisomerasa I*°.

Tyr-773

LR [T
A \

Figura 1.4.1- Mecanismo de accién de los venenos de la
topoisomerasa I. A- La enzima (rosado) relaja
normalmente al ADN superenrollado, formando un enlace
covalente entre la tirosina-723 y el extremo 3’terminal del
ADN. B-La adicién del veneno (amarillo) resulta en la
formacién de un complejo ternario y bloquea la religacién
del ADN. C- La colisién entre la horquilla de replicacion que
avanza con el complejo ternario, lleva al dafio en el ADN y

interacting agents®.

Férmacos de uso en clinica

Los unicos inhibidores de la topoisomerasa | que se encuentran en uso clinico son los
derivados del producto natural camptotecina (figura 1.4.2). Camptotecina es un alcaloide
quinolinico Jdpticamente activo extraido del darbol chino Camptotheca acuminata, con

propiedades antitumorales*. En los afios 80, se determind que el tnico blanco molecular de la

16
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camptotecina es la topoisomerasa I*. La sensibilidad de las células al farmaco depende de los
niveles de la enzima, esto sucede en general para todos los venenos de la topoisomerasa I. En
consecuencia, la reduccién de la actividad de la topoisomerasa | es la causa mas comun de

resistencia a estos farmacos®.

Figura 1.4.2- Estructura de camptotecina.

Dada la alta toxicidad que presenta la camptotecina, la misma no puede ser utilizada como un
antitumoral. Por este motivo, se han desarrollado derivados de camptotecina, que son

utilizados actualmente en la clinica, los cuales presentan mejor solubilidad y menor toxicidad®'.

La camptotecina es una molécula plana, la cual no se intercala en el ADN*°. Se une en la
interfase del complejo topoisomerasa I-ADN, intercaldndose en el sitio de corte,
interaccionando mediante fuerzas hidrofébicas por apilamiento de tipo m (figura 1.4.3).

Ademas forma enlaces de hidrégeno con tres residuos de la topoisomerasa | (figura 1.4.4).

Farmaco

1
-
+
-—
i
e
t 4
!
>
1
-
+
-—

Figura 1.4.3- Se observa como el fdrmaco se intercala en la interfase de la topoisomerasa |- ADN,
formando el complejo ternario, bloqueando la religacién de la hebra de ADN cortada®.
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Derivados de la camptotecina.

Actualmente, dos derivados de la camptotecina, Topotecan e Irinotecan*®*, estdn aprobados
clinicamente y presentan mayor solubilidad que la misma. El primero se utiliza en cancer de
ovario y de pulmdn, difiere de la camptotecina en los grupos hidroxilo y dimetilamino en el
anillo A, lo que le confiere un aumento en la solubilidad y minimiza su citotoxicidad*' (figura
1.4.5). Interacciona con el complejo ADN- topoisomerasa | de la misma manera que la

camptotecina, como se observa en la figura 1.4.6".

o

Topotecan

Irinotecan

Figura 1.4.5- Estructura de camptotecina con sus derivados Topotecan e Irinotecan, los cuales se encuentran
actualmente en uso clinico. Los recuadros en azul (anillo A) indican la posicion de las modificaciones
estructurales del Topotecan con respecto a la camptotecina. Los recuadros en rojo (anillo A y B) indican la
posicién de las modificaciones estructurales del Irinotecan con respecto a la camptotecina.
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Figura 1.4.6- Estructura tridimensional del
complejo ternario ADN-topoisomerasa |
humana- Topotecan. Las hebras del ADN
estdn coloreadas en naranja (hebra que no es
cortada), violeta (hebra cortada corriente
arriba), y verde (hebra cortada corriente
abajo). La molécula de topotecan se
representa mediante radios de Van Der
Waals, y los diferentes colores representan
diferentes dtomos®.

El irinotecan es un profdrmaco que se utiliza en tumores de colén, difiere de la camptotecina

en los grupos bis-piperidina y etilo en los anillos A y B respectivamente (figura 1.4.5). Este

profdrmaco necesita ser convertido a su metabolito activo SN-38 por la carboxilesterasa

(figura 1.4.7)*.

carboxilesterasa

Figura 1.4.7- Metabolizacion de irinotecan a SN-38*.
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Nuevos derivados de la camptotecina estan en pruebas clinicas, los mismos se observan en la
figura 1.4.8%.

Exatecan NH,

H3C

Belotecan
(CKD 602)

Gimatecan ——\V

Diflomotecan

S 39625

Figura 1.4.8- Derivados de la camptotecina que se encuentran en pruebas clinicas. En rojo se identifican las
modificaciones de los derivados con la camptotecina. En azul se identifican las modificaciones de las
homocamptotecinas, estas modificaciones incluyen cambios en el anillo-E*°.

Los derivados de la camptotecina presentan varias limitaciones. Los mismos son quimicamente
inestables inactivandose rapidamente, por la apertura del anillo-E, por lo cual pasan de su
forma lactona activa a carboxilato inactivo (figura 1.4.9). Esta reaccién es reversible, pero el
equilibrio favorece la forma carboxilato a pH fisiolégico. Ademds los derivados activos son
rapidamente depletados en la circulacién sanguinea, dada la alta afinidad de unidn entre el

carboxilato y la albimina sérica.
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Camptotecina (lactona) Camptotecina (carboxilato)

ACTIVA INACTIVO

Figura 1.4.9- Se observa el equilibrio entre la forma lactona activa y la forma carboxilato inactiva*.

Con el fin de lograr una mayor estabilidad del anillo-E se han sintetizado las
homocamptotecinas. Estas moléculas son derivados de la camptotecina que tienen modificado
el anillo-E (figura 1.4.8)*. Diflomotecan y S39625 son ejemplos de homocamptotecinas. Estas
moléculas presentan una citotoxicidad similar a la camptotecina, y presentan la ventaja de
generar menor resistencia en las células que expresan los trasportadores de flujo de salida

ABCG2.

Ademds de ser quimicamente inestables, los derivados de la camptotecina presentan otras
limitaciones. Los tiempos de exposicidn a estas moléculas deben ser largos, ya que una vez
que el fdrmaco se remueve de su sitio de accidn, se revierte la inactividad del complejo de
corte. Ademas las células que sobreexpresan transportadores de membrana ABCG2 y ABCB1,
que son transportadores de flujo de salida, presentan resistencia a estos derivados. Por
ultimo, estos derivados presentan muchos efectos secundarios importantes que limitan la
dosis a administrar. Por este motivo se han desarrollado nuevos farmacos no derivados de la

camptotecina®.

Farmacos en desarrollo, no derivados de la camptotecina
Otras tres familias de compuestos inhibidores de la enzima topoisomerasa | han alcanzado

desarrollo clinico, indolocarbazoles, indenoisoquinolinas, y derivados de fenantridinas*” +.

Los indolocarbazoles son alcaloides bis-inddlicos aislados predominantemente de diferentes
bacterias, los mismos presentan actividad antitumoral Unicamente a través de la inhibicién de
la topoisomerasa I. Uno de los primeros indolocarbazoles que mostré actividad

antiproliferativa a través de la inhibicidn selectiva de la enzima es la rebeccamicina (figura
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1.4.10). Se han sintetizado varios indolocarbazoles, actualmente la endotecarina (figura 1.4.10)

ha finalizado la fase 11l de pruebas clinicas®.

Rebeccamicina Endotecarina

Figura 1.4.10- Se observan dos derivados de indolocarbazoles, la rebeccamicina y la endotecarina®.

Las indenoisoquinolinas (figura 1.4.11) inhiben a la topoisomerasa I, mediante un mecanismo de
acciéon como el de la camptotecina, inhiben la reaccién de religacién uniéndose en la interfase
topoisomerasa I-ADN, intercalandose en el sitio de corte®. Estas moléculas presentan ventajas
con respecto a los derivados de la camptotecina, ya que mejoran las limitaciones que
presentaban los mismos. Las indenoisoquinolinas son quimicamente estables, la inactividad del
complejo de corte se revierte mas lentamente que cuando es inactivado por la camptotecina'y
tienen elevada actividad antiproliferativa. Dos compuestos, el indotecan y el indimitecan
(figura 1.4.11) se encuentran en fase | de pruebas clinicas®. Ademas estas dos moléculas no son

sustratos de los transportadores de membrana ABC*.

NSC 314622 MJ-111-65

Figura 1.4.11- Estructura de los diferentes derivados de las indenoisoquinolinas*>*.
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Indotecan Indimitecan

Figura 1.4.11- Estructura de los diferentes derivados de las indenoisoquinolinas*>®.

Arc-111 (figura 1.4.12) es un derivado de las fenantridinas*® que presenta actividad antitumoral, y

se vio que presenta niveles de actividad similares a la camptotecina®. Estos derivados presenta

ventajas similares a las de las indenoisoquinolinas frente a las camptotecinas***.

Arc-111
\(CHz)z_N(CH3)2

Figura 1.4.12- Arc-lll, derivado de fenantridinas*>**.

1.5- Inhibidores de ADN topoisomerasa Il

La enzima topoisomerasa Il es un blanco molecular ideal para la quimioterapia, ya que
participa en la modulacion del ADN en muchos eventos metabdlicos, que estan
frecuentemente alterados en las células tumorales”. La actividad de la topoisomerasa Il de
relajar el superenrrollamiento por el corte, pasaje y religacion de las hebras del ADN, puede
considerarse una potencial causa de toxicidad, ya que si la religacion de las hebras falla, la
célula puede dirigirse hacia la muerte celular®. Los farmacos que tienen como blanco a esta
enzima, son utilizados ampliamente en clinica para el tratamiento de diferentes tipos de

cancer”.
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Mecanismo de accién de los inhibidores de la topoisomerasa Il

Los farmacos que tienen como blanco a esta enzima, como en el caso de los inhibidores de la
topoisomerasa | se dividen en dos clases, los venenos de la topoisomerasa (figura 1.5.1, 1 y 1l) y
los inhibidores cataliticos de la misma (figura 1.5.1, 1ll). Los venenos de la topoisomerasa I
acttan estabilizando el complejo de corte ADN-topoisomerasa 1, que se forma durante el ciclo
catalitico, impidiendo la religacidn de las hebras cortadas. Los inhibidores cataliticos inhiben la

actividad de la enzima en otros puntos del ciclo catalitico”.

Los venenos de la topoisomerasa Il se clasifican en intercalantes (figura 1.5.1, 1) y no
intercalantes (figura 1.5.1, 11). El mecanismo propuesto para los venenos intercalantes, es que
pueden unirse en la interfase del complejo de corte por un mecanismo similar al de la
camptotecina y ADN topoisomerasa |, en donde el farmaco se intercala entre la base +1y -1 del
complejo ternario, distorsionando la geometria requerida para la religacién. El mecanismo
propuesto para los venenos no intercalantes, es que forman inicialmente un complejo binario
farmaco-topoisomerasa Il, que es importante para que el firmaco se ubique en el sitio

adecuado para que pueda bloquear al complejo ternario*.

@ w\/&@ NAN

Figura 1.5.1- Mecanismo de accién propuestos para los inhibidores de la ADN topoisomerasa Il. | y Il
representan el mecanismo propuesto para los inhibidores que actian como venenos de la
topoisomerasa ll, intercalantes y no intercalantes respectivamente. 11l representa el mecanismo de
accién de los inhibidores cataliticos de la enzima.
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Férmacos de uso clinico

La mayoria de los formacos de uso clinico acttian como venenos de la topoisomerasa 11,

Derivados de antraciclinas

Las antraciclinas son productos naturales aislados de Streptomyces sp. En 1980 se descubrid
que era inhibidores de la topoisomerasa Il. Estas moléculas tienen un amplio rango de uso

clinico ya que también son antibidticos e intercalantes del ADN?.

Las antraciclinas son moléculas planas, relativamente hidrofdbicas, que actian como venenos
intercalantes de la topoisomerasa Il. Estas moléculas se unen al ADN con gran afinidad, y
estabilizan al complejo de corte. Ademas de ser intercalantes, presentan una estructura con
agrupamientos de tipo quinona que participa en reacciones de oxidacién-reduccion,
promoviendo la generacién de radicales libres del oxigeno, que estan involucrados en los
efectos antitumorales, pero también en los efectos colaterales que causan toxicidad®.

Dentro de este grupo se encuentran: doxorubicina, daunorubicina, idarubicina, epirubicinazg’ Y

(figura 1.5.2).

OH OH
NH; NH,

Doxorubicina Daunorubicina

OH

NH, NH,

Idarubicina Epirubicina

Figura 1.5.2- Venenos interclanates de la topoisomerasa ll, derivados de antraciclinas
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Las antraciclinas presentan varias limitaciones, una de ellas es que interacciona con el ADN de
muchas formas, generando dafio en el mismo mediante mecanismos que no involucran a la
enzima topoisomerasa Il, los cuales generan citotoxicidad. También generan cardiotoxicidad,
por lo que la dosis a administrar esta limitada. Ademas es sustrato de la glicoproteina-P, lo que

genera resistencia al farmaco’®".

Estas limitaciones promovieron la busqueda de otros compuestos alternativos, asi surge el
voreloxin (AG-7352) (figura 1.5.3), un derivado de las quinolonas, el cual no presenta actividad
antibidtica pero tiene una importante actividad antitumoral. Este compuesto es un veneno
intercalante de la topoisomerasa Il. Presenta ventajas con respecto a las antraciclinas. Este
derivado no es sustrato de la glicoproteina-P, por lo tanto no presenta resistencia en las células
que la sobreexpresan; presenta menos toxicidad ya que su nlcleo de quinolona es
quimicamente menos reactivo, no generando especies reactivas del oxigeno de forma
significativa, e induce cortes selectivos en el ADN mediados por la topoisomerasa Il humana a
y B. Este compuesto se encuentra en fase Il de pruebas clinicas para la leucemia mieloide
aguday el cancer de ovario resistente al cis-platino®.

(e}

\ oH

HaC | |

/
N N
HN )\
: N

\—/

/Ollm,

CHg

Figura 1.5.3- Estructura del voreloxin.

Derivados de antracenodionas

En busca de andlogos de antraciclinas, que tuviesen menor toxicidad cardiaca, se sintetizd en
1970 la mitoxantrona. Esta molécula es el Unico derivado de las antracenodionas aprobado por
la FDA. La mitoxantrona es intercalante del ADN y actia como veneno intercalante de la

topoisomerasa Il (figura 1.5.4)*%.
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OH (¢] HN OH
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Figura 1.5.4- Estructura de la mitoxantrona.

Derivados de las epipodofilotoxinas

Las epipodofilotoxinas son derivados glicosilados de las podofilotoxinas, extraidos de la planta
Mandrake. Estas moléculas tienen actividad antimicrotubular, pero ademas dos de ellas
presentan actividad antitopoisomerasa II, estas son el teniposido y el etoposido (figura 1.5.5)*.
Estas moléculas acttian como venenos no intercalantes de la topoisomerasa 11, debido a que

interaccionan débilmente con el ADN*.

Tenipdsido

Etopdsido

OH OH

Figura 1.5.5- Estructura del etopdsido y del tenipdsido.

El etopdsido es uno de los agentes quimioterdpicos mas utilizados en los diferentes tipos de
cancer humanos*. Se ha determinado la estructura cristalografica del complejo ternario ADN-
nucleo catalitico central de la topoisomerasa 1IB- etopdsido (figura 1.5.6). También se han
identificado los residuos de la ADN topoisomerasa II que interacciona con el etopdsido,
(figura1.5.7)*.
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Figura  1.5.6-  Vistas
ortogonales del complejo
ternario®.

Figura 1.5.7- Se observan los residuos de la
enzima que interaccionan con el etopdsido.
Los dtomos marcados en el recuadro gris

interaccionan con el ADN®.

El etopdsido en los humanos puede ser metabolizado por varias vias, como indica la figura
1.5.8. Se descubrid que los metabolitos catecol y quinona del etopdsido presentan actividad
antitopoisomerasa lla. La actividad antitopoisomerasa lla del metabolito quinona es varias
veces mayor que la del etopdsido. Sin embargo, estd asociado con la generacién de efectos
secundarios, como la generacidon de leucemia en 2-3% de los pacientes tratados con

etopdsido™®.
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Figura 1.5.8- Metabolismo del etopésido®

Profarmacos selectivos en hipoxia inhibidores de topoisomerasa Il

Como se menciond anteriormente en la pagina 7 (seccién 1.2), los profdrmacos selectivos en
hipoxia son reducidos por enzimas dxido-reductasas presentes en las células, generando
radicales o especies citotéxicas. Esta bio-reduccién es revertida en presencia de O,'.
Tirapazamina y AQ4N son ejemplos de profarmacos cuya bio-reduccién genera ademas de
radicales citotdxicos, moléculas inhibidoras de la enzima topoisomerasa II.

Tirapazamina es un derivado de N-6xido de aminas heterociclicas aromaticas. Es el profarmaco
de un veneno no intercalante de la topoisomerasa Il, que actua estabilizando el complejo de
corte ADN-topoisomerasa II*°. La forma activa se obtiene a partir de la reduccién via un

electrén de sus grupos N-6xido’ (figura 1.5.9).
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Figura 1.5.9- Mecanismo de accién de Tirapazamina. (a)- profdrmaco, (b)- veneno no intercalante de
topoisomerasa Il. Adaptado de referencia 7.

AQ4N es un derivado antraquinona que posee en su estructura N-6xido de aminas alifaticas>.
La forma activa de este profarmaco, AQ4, se obtiene por la reduccidn de sus grupos N-6xido
via dos electrones. AQ4 posee alta afinidad por el ADN, y es un veneno intercalante de Ia

topoisomerasa I1”*° (figura 1.5.10).

(a)
: CH
? (b)
OH o CH Ot
3 N
OH o i CH,
OH 0
OH o HN CH,
\/\N<
CH,

Figura 1.5.10- Mecanismo de accién de AQ4N. (a)- AQ4N, en recuadros rojos se sefialan los grupos N-6xido
(b)-AQ4, potente intercalante del ADN y veneno de topoisomerasa Il. Adaptado de referencia 7.

Inhibidores cataliticos

Los inhibidores cataliticos de la topoisomerasa Il son utilizados con menos frecuencia como
agentes antitumorales. Estos compuestos tienen mecanismos de accidn heterogéneos e
inhiben a la enzima por diferentes vias. Los mismos presentan otros blancos moleculares
ademds de la topoisomerasa I1*.

Entre los farmacos inhibidores de la enzima se encuentran, aquellos que impiden la unién de la
topoisomerasa Il al ADN, como la aclarubicina (un intercalante del ADN, figura 1.5.11) y la

suramina. Los farmacos cuyo mecanismo de accidén es bloquear el sitio de unién al ATP, como
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novobiocina (figura 1.5.11) y la salvicina. Luego hay farmacos como la merbarona (figura 1.5.11)

que inhibe que la enzima realice el corte sobre el ADN; y los derivados de bisdiozopiperazinas,
como ICRF-154, ICRF-187 y ICRF-193 (figura 1.5.11) que atrapan a la topoisomerasa Il en un

complejo cerrado, el cual no puede participar de un nuevo ciclo catalitico™” #.

Novobiocina

o0~ %,
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HO, : N H |
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Figura 1.5.11- Estructura de algunos inhibidores cataliticos de la ADN topoisomerasa Il.

1.6- Inhibidores mixtos

Los inhibidores mixtos de la topoisomerasa son compuestos que inhiben tanto a la

topoisomerasa | como a la topoisomerasa Il. Entre estos compuestos se encuentran los

derivados de acridina’'y los derivados de fenazina®.
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Derivados de acridina

Los derivados de acridina son venenos intercalantes del ADN*> *'. Estos derivados tienen
relevancia clinica, en particular la amsacrina (figura 1.6.1)%. Otro derivado, el N-[2-
(dimetilamino)etil]-acridina-4-carboxamida, conocido como DACA (figura 1.6.1), se encuentra
en ensayos clinicos. A partir de este derivado se han realizado diferentes modificaciones
estructurales a nivel de los anillos aromaticos que dieron lugar a compuestos mas citotdxicos,

siendo el derivado (b) un inhibidor de la topoisomerasa | aproximadamente cuatro veces mds

potente.
| H o)
o) N\S//
&N\ N
HN
>
AN N |
N
_ o N/\/ .
N H
Amsacrina DACA
R
AN
R=(a)- CH;
(b)- OCH, N

(o)-c |

Derivados de DACA

Figura 1.6.1- Derivados de acridina.

Derivados de fenazina

Otros compuestos que demostraron que pueden estabilizar al complejo de corte tanto de la
topoisomerasa I, como de la topoisomerasa ll, catalogandose como inhibidores mixtos de Ia
topoisomerasa, son los derivados de fenazina. Los derivados XR11576 y XR5944 (figura 1.6.2)
demostraron tener potente actividad citotdxica en varios modelos tumorales in vitro e in

vivo®.
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Figura 1.6.2- Derivados de fenazina

1.7- Modelos de estudio de inhibicién de topoisomerasa mediante el uso de levaduras

Las levaduras son eucariotas inferiores, son hongos unicelulares, cuya divisién es en general
por gemacion. Fue el primer eucariota cuyo genoma se secuencié por primera vez>*. Estos
organismos unicelulares son capaces de llevar a cabo dos tipos de metabolismos opuestos, la
fermentacién y la respiracién®. La levadura mas conocida es Saccharomyces cerevisiae*, la
misma es industrialmente importante y es modelo de muchos estudios bioquimicos y

genéticos™.

La levadura S. cerevisiae habita originalmente en frutas y jugos de frutas, pero las levaduras
comerciales son muy diferentes de su ancestro silvestre, ya que han sido manipuladas por el
hombre durante los ultimos afios®*. Por este motivo han tenido en su evolucién, cambios
metabdlicos dependiendo de su origen. Las levaduras de laboratorio se reproducen
rapidamente en la fase de fermentacidn, tienen un tamafio pequefio, y se reproducen poco en
fase de respiracién. Estos organismos sufren un cambio diduxico en un medio con 1% de
glucosa. Los mismos tienen una primera fase de crecimiento en fermentacién, donde
producen etanol; luego cambian su metabolismo a una fase de respiracion en donde utilizan el
etanol como fuente de carbono. La fase de fermentacién presenta un ambiente reductivo,
mientras que la fase de respiracidon presenta un ambiente oxidativo. Este cambio diduxico, en

general no ocurre en un medio con 15% de glucosa®.
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Como se menciond anteriormente la levadura S. cerevisiae es modelo de muchos estudios
bioquimicos y genéticos®®. Mortimer fue el creador del Yeast genetic stock center, en donde se
han desarrollado diversas cepas de levaduras para realizar investigaciones con diferentes
fines®®*. Otros investigadores como Nitiss y colaboradores desarrollaron un sistema utilizando
a la levadura Saccharomyces cerevisiae para el estudio de farmacos anti-topoisomerasa 11°.
Estudios previos de farmacos anti-topoisomerasa | utilizan una cepa de levadura mutante que
no expresa a la topoisomerasa I. De esta manera se pudo demostrar que el blanco mds
importante de la camptotecina es esta enzima. En el caso de la topoisomerasa Il no se puede
utilizar el mismo modelo de cepas de levaduras mutantes, que carezcan de la expresién de la
topoisomerasa Il, ya que esta enzima es esencial para la viabilidad celular. Por este motivo se

cred un mutante de levadura que lleva el alelo top2-1, el cual permite la expresidn diferencial de

la topoisomerasa Il dependiendo de la temperatura®’.

Las cepas que llevan el alelo top2-1 crecen normalmente a 25°C (temperatura permisiva) y
tienen aproximadamente una sensibilidad a los farmacos igual a la cepa salvaje. A 30°C
(temperatura semipermisiva) las cepas pueden crecer pero muy lentamente, a esta
temperatura son altamente resistentes a los farmacos anti-topoisomerasa Il, pero no a los anti-
topoisomerasa I. Esto sucede porque a 30°C la expresion de la topoisomerasa Il es muy baja, de

todos modos la misma es suficiente para la viabilidad celular®.

Nitiss y colaboradores transformaron levaduras generando varias cepas con diferentes
mutaciones. En el siguiente trabajo se utilizaran las cepas JN362a y JN362at2-1. Estas cepas son
isogénicas, la primera es la salvaje y la segunda lleva el alelo top2-1. Ambas cepas tienen la

mutacién ISE2, esta mutacién se requiere para la permeabilidad al farmaco®'.
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ANTECEDENTES

2.1-Disefno racional de nuevos derivados de N,N’-diéxido de fenazina.

Como se explicd anteriormente los tumores sdlidos presentan zonas hipdxicas que lo hacen
resistente a terapias como quimioterapia y radioterapia. Por este motivo, surge la necesidad
de desarrollar farmacos cuyo blanco sean las células hipdxicas, surgiendo entonces
profdrmacos con agrupamientos bio-reducibles como quinonas, nitro derivados y N-6xidos.
Estos agrupamientos son reducidos por enzimas éxido-reductasas presentes en las células via
un o dos electrones, generando radicales o especies citotdxicas, que provocan dafio en el

ADN'.

La bio-reduccion de los N-Oxido de aminas aromaticas via un electron genera el radical
nitréxido, el cual tiene la capacidad de generar rupturas en el ADN. En presencia de oxigeno, el
proceso redox compite con la reduccién anterior. Paralelamente, la bio-reduccién via dos

electrones da lugar a la correspondiente amina aromética (figura 2.1.1)°.

NORMOXIA Radical nitroxido
3
N—0 - : N-O Dafio ADN
7\ HIPOXIA f” L4

- \ HIPOXIA
N\ 1e 1 E\

Bioreduccion

£ Interaccién con ADN
- - N —» . g
~._ 2e ) _— Y/ ylo Biomoléculas

Figura 2.1.1- Bio-reduccidn de derivados de N-6xido de aminas aromadticas.

La funcidn N-6xido enmascara una carga positiva sobre aminas terciarias. Cuando los N-6xidos
son metabolizados por reduccidn via dos electrones dan lugar a las aminas correspondientes,
las cuales suelen protonarse a pH fisioldgico, y mds considerando el pH levemente 4cido de las
células tumorales. De esta forma, la molécula adquiere una carga positiva que le permite
interaccionar con ADN y/o biomoléculas. Ademds baja su lipofilia, lo que no le permite
atravesar la bicapa lipidica, quedando de esta manera confinada en el tejido enfermo, no

dafiando tejidos sanos’.
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Desde el afio 2003, nuestro grupo de investigacién ha desarrollado derivados de N°,N"’-diéxido
de fenazina, profarmacos citotdxicos selectivos hacia células hipdxicas, que combinan dos
agrupamientos quimicos bioactivos. Esta familia de moléculas son “hibridos” que poseen un
agrupamiento bio-reducible N-6xido, y por otro lado una estructura plana, el sistema fenazina,

que puede interaccionar con el ADN.

El disefio racional se realiza a partir de dos farmacos antitumorales, tirapazamina y AQ4N,
como se observa en la figura 2.1.2%’. Tirapazamina es el primer farmaco que ha sido
desarrollado para generar citotoxicidad selectiva en hipoxia. El mismo es un profdrmaco en
donde la reduccidn de sus N-6xido de aminas aromaticas via un electrén genera radicales OH'
responsables de la citotoxicidad'. Ademds de ser citotéxico por la generacién de radicales
libres, es inhibidor de la topoisomerasa I, ya que estabiliza el complejo de corte ADN-
topoisomerasa I1°. Por otro lado, AQ4N' es un profarmaco, la reduccién via dos electrones de
sus N-Oxidos generan radicales libres citotdxicos. Una vez que se metabolizan los N-6xidos, la

molécula adquiere la propiedad de ser intercalante de ADN y veneno de la topoisomerasa II'.

/CH3
N
OH o) HN/\/*\CHg o
N
+\N
S
N NH,
OH (0] HN CH
\/\’:‘/ 3 Q
| e, . .
o) Tirapazamina
AQ4N
0
N X
I X X
"
/ =
|
o

Esqueleto bdsico de las estructuras disefiadas

Figura 2.1.2- Disefo bdsico de profdrmacos de N,N’-diéxido de fenazinas.
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En la figura 2.1.3 se muestran dos derivados de N°,N°-di6xido de fenazina candidatos a
farmacos. Los mismos presentan excelente perfil biolégico en oxia/hipoxia in vitro*’. Ademas
fueron evaluados in vivo en un modelo de cdncer mamario inducido por N-metilnitrosourea.
Ambos poseen baja toxicidad y un efecto antitumoral destacado en tumores sdélidos de mama

de ratas*>”’.

(e]]

OH

+Z—O0!

/

+Z

NH,

/
/

Br

1I0—221
10—21

amino-derivado hidroxi-derivado

Figura 2.1.3- Derivados de N°,N"-diéxido de fenazina candidatos a fdrmacos.

Los estudios realizados sobre el mecanismo de accidn de estos compuestos sugieren que no
son buenos agentes intercalantes, por lo que su citotoxicidad responderia a la generacién del

radical nitréxido®?.

En el presente trabajo de final de carrera se pretende modificar estructuralmente a los
derivados de N°,N"’-diéxido de fenazina desarrollados por el grupo con buen perfil bioldgico,
agregando cadenas laterales flexibles que podrian situarse en el surco menor del ADN. De esta
manera, se pretende que el fdrmaco tenga una mayor interaccién con el ADN y/o biomoléculas.

Asi surgen los derivados de N°,N"’-diéxido de benciloxi, bencilamino y sulfonamida fenazina.

El disefio racional de los nuevos derivados se realiza a partir de los derivados de N°,N"°-diéxido
de fenazina que poseen buena actividad en oxia/hipoxia in vivo e in vitro*? (figura 2.1.3), y del
reconocido farmaco amsacrina'®, el cual es intercalante del ADN e inhibidor de las enzimas
topoisomerasas | y Il (figura 2.1.4). De esta manera, los nuevos derivados tendran un
agrupamiento N-6xido que se bio-reduce selectivamente en hipoxia, dando lugar a un grupo
aminofenazina, que quedara confinado en la célula tumoral acida. La bio-reduccién de los N-
Oxidos genera radicales libres citotdxicos, y da lugar a un sistema fenazina planar
potencialmente intercalante del ADN. Ademds de la estructura plana correspondiente a la
fenazina, los nuevos derivados poseen otra estructura plana correspondiente al grupo bencilo.
Estas dos estructuras estan dispuestas como para adquirir ortogonalidad, y de esta manera ser

capaces de interaccionar con el ADN y el sistema binario ADN-topoisomerasa, siendo posibles
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inhibidores de las enzimas ADN topoisomerasas | y/o topoisomerasas Il. Este mecanismo de
accion es el que presenta el farmaco amsacrina, conteniendo un par de sistemas similares.
Ademas este farmaco posee la funcionalidad sulfonamida que permite una interaccién efectiva

con ADN, esta funcionalidad la presentan el derivado sulfonamida de los N°,N'°-diéxido de

fenazina desarrollados anteriormente (figura 2.1.4).
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Figura 2.1.4- Estructuras quimicas de amsacrina y N°,N"°-diéxido de fenazina (arriba). Derivado de N°,N"°-diéxido
de benciloxi y bencilaminofenazina (a) y derivado de N°,N"-diéxido de sulfonamida fenazina disefados (b). Se

muestra como se combinan las estructuras de ambos farmacéforos en los derivados de N°,N"-diéxido de
benciloxi, bencilamino y sulfonamida fenazina.
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La sintesis de estos nuevos derivados se propone realizarla utilizando calentamiento por
radiaciones de microondas. Esta propuesta surge como alternativa, ya que en nuestro trabajo
previo, las sustituciones nucleofilicas sobre NH, u OH de la posicién 2(3) de N°,N"*-diéxido de
fenazina habia sido deficiente o no posible en condiciones convencionales*. Estd descrito que
la sintesis utilizando calentamiento por radiaciones de microondas reduce el tiempo de
reaccion de horas a minutos, aumenta el rendimiento de las reacciones, y disminuye la
generacion de productos secundarios™".

Usualmente para la sintesis de éteres se utiliza la reaccién de eterificacion de Williamson™'.
Normalmente, este tipo de reacciones utilizando calentamiento por calor térmico, en
presencia de KOH, pueden demorar hasta 12 horas para que se complete la misma®. Sin
embargo, si el calentamiento es por radiaciones de microondas, los tiempos de reaccidén se
reducen, por ejemplo la eterificacién del p-cresol se completa en tres minutos®.

Por otra parte, la sintesis de feniléteres en presencia de una base mds suave como K,CO;, esta
descrito que puede demorar hasta 72 horas de reaccién'. Sin embargo, la sintesis asistida por

microondas de estos compuestos en presencia de K,CO;, reduce los tiempos de reaccién y los

productos se obtienen con rendimientos de buenos a moderados “ (figura 2.1.5).

OH
X 0
SN \/\o/
OHC >
K,CO,, MeOH OHC
MW
. Tiempos de reaccion L.
-X Temperatura (°C) . Rendimiento (%)
(minutos)
-Br 100 15 45
-Cl 140 30 65

Figura 2.1.5- Ejemplos de sintesis asistida por microondas de feniléteres. Se muestran las condiciones de
reaccién, el tiempo de reaccién y los rendimientos obtenidos™.
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2.2-Estudio de inhibicién de topoisomerasa Il utilizando el modelo de levaduras Saccharomyces

cerevisiae.

Para llevar a cabo el estudio de inhibicién de dicha enzima se han utilizado cuatro cepas de

levaduras diferentes, SC7K(lys2-3), ts14-16, JN362a y JN362at2-1.

SC7K(lys2-3)

La puesta a punto del ensayo de inhibicion de la enzima topoisomerasa Il se realiza en la cepa
de levaduras Sc7K(lys2-3), la cual es salvaje para el gen de la topoisomerasa Il. Esta cepa deriva
de la cepa salvaje SC7K®, y presenta una mutacién auxotréfica que afecta al coddn de la lisina
en el locus 2-3'°. Esta mutacién no es relevante para el presente estudio, ya que no afecta a la
enzima en cuestion.

Sc7k(lys2-3) es utilizada en estudios de mutagenicidad™ '®

. Se puede estudiar la mutagenicidad
de compuestos quimicos o rayos X por el crecimiento de colonias que al sufrir la mutacién son
capaces de revertir a la prototrofia, creciendo en un medio pobre en lisina. En el laboratorio
donde se realizaron los ensayos de inhibicion de la enzima topoisomerasa Il (Departamento de
Biofisica, Facultad de Medicina, UdelaR) se realizan trabajos de mutagenicidad con Sc7k(lys2-

3)”®, Es entonces que se comenzaron a realizar los ensayos en esta cepa, ya que era la que se

encontraba disponible y los investigadores tenian gran experiencia en su comportamiento.

ts14-16

La cepa que se utilizd en primera instancia como mutante del gen de la enzima topoisomerasa
Il, es la cepa ts14-16". Esta cepa de Saccharomyces cerevisiae es una cepa mutante del locus
top2-1, la cual expresa una mutacion temperatura dependiente. La mutacion se expresa a 22°C.
A esta temperatura la cepa presenta un crecimiento lento, ya que su temperatura éptima de
crecimiento son 30°C. Esta cepa fue adquirida por el laboratorio donde se realizaron los
ensayos de inhibicién de la topoisomerasa Il, para realizar estudios anteriores™ al presente
trabajo. ts14-16 fue creada por Mortimer, profesor del Departamento de Biologia Molecular y
Celular de la Universidad de California, Berkeley, y creador del Yeast genetic stock center.
Mortimer y colaboradores han desarrollado varias cepas de levaduras con el fin de realizar

diversas investigaciones' *.
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JN362ay JN362at2-1

Posteriormente, el laboratorio adquirid las cepas JN362a y JN362at2-1, creadas por Nitiss. El
mencionado investigador y colaboradores han desarrollado modelos en levaduras
Saccharomyces cerevisiae que permiten estudiar el mecanismo de accidn de farmacos anti-
topoisomerasa®. Ellos generan mutaciones en los genes de topoisomerasa de levaduras, que
provocan un diferente nivel de expresién de dichas enzimas. Nitiss>*® ha trabajado con
diversas mutaciones, generando asi cepas que no expresan topoisomerasa |, cepas que
sobreexpresan topoisomerasa Il, cepas que expresan minimamente topoisomerasa I, entre
otros. También ha ensayado diversos farmacos como camptotecina, amsacrina, etopdsido, en
las diferentes cepas mutantes para concluir que dichos farmacos tienen como blanco a la

topoisomerasa | y Il respectivamente.

Las cepas mas utilizadas en estos trabajos, son cepas de levaduras que contienen el alelo top2-1
en vez de TOP2. El alelo top2-1 expresa a una topoisomerasa Il temperatura dependiente. A
25°C la expresidn de la topoisomerasa Il es igual a la expresion en las cepas salvajes para este
gen, sin embargo a 30°C la expresion de esta enzima se reduce al minimo suficiente para la
viabilidad celular. No se han podido desarrollar mutantes que no expresen topoisomerasa ll,
porque esta enzima es esencial para la viabilidad celular*. Las cepas que contienen el alelo
top2-1 crecen dptimamente a 25°C (temperatura permisiva) y tienen una sensibilidad a los
farmacos anti-topoisomerasa Il similar a la cepa salvaje. A 30°C (temperatura semi-permisiva)
también puede crecer pero de forma mdas lenta, a esta temperatura presentan una alta

resistencia a fdrmacos anti-topoisomerasa Il debido a la minima expresién de la enzima®*%.

En trabajos anteriores®?**

se ha demostrado que las cepas que contienen el alelo top2-1
muestran alta sensibilidad a amsacrina y etopdsido a 25°C; sin embargo a 30°C muestran una
alta resistencia a estos farmacos anti-topoisomerasa Il. La sensibilidad de estas cepas también
fue probada con camptotecina, concluyendo que a 30°C son hipersensibles a este farmaco anti-
topoisomerasa I. Los resultados de las pruebas con estos tres farmacos demuestran que la
resistencia observada a 30°C es especifica para farmacos que interaccionan con la

topoisomerasa Il, y excluye la posibilidad de que la resistencia a los mismos sea por el

crecimiento lento de estas cepas a la temperatura semi-permisiva (30°C)*.

En el presente trabajo se van a utilizar las cepas de Nitiss JN362a y JN362at2-1. Estas cepas son

isogénicas, ambas contienen la mutacion ISE2 que se requiere para la permeabilidad de la
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pared celular de la levadura a los farmacos. Las mismas se diferencian en que JN362a es salvaje

para el gen de la topoisomerasa Il, y JN362at2-1 contiene el alelo top2-1**.
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Capitulo 3 Obijetivos

OBJETIVOS

En base a los resultados preliminares detallados en la seccién Antecedentes (capitulo 2), el
disefio racional de nuevos derivados de N°,N"“-diéxido de fenazina, y la utilizacién de la
levadura Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio de inhibicion de la enzima
topoisomerasa Il, se proponen en el presente trabajo los siguientes objetivos generales y

objetivos especificos.

3.1-Objetivos generales

e Sintesis y caracterizacion estructural de derivados de N°,N"°-diéxido de bencilamino,
benciloxi y sulfonamida fenazina, que incorporan una cadena lateral flexible,

pretendiendo aumentar la afinidad de interaccién con el ADN y/o biomoléculas.

e Evaluacion de la actividad bioldgica de inhibicidn de la enzima topoisomerasa I, en el
modelo de levadura Saccharomyces cerevisiae de los nuevos derivados sintetizados y

de los compuestos padres.

e Estudios de mecanismo de accién de los derivados N°,N"-diéxido de 7(8)-bromo-2-[2-(4-
nitrobencil-t-il)Joxifenazina (7), N°,N"*-diéxido de 7(8)-bromo-2-[2-(4-clorobencil-1-
il)Joxifenazina (10), y N°,N°-diéxido de 7(8)-bromo fenazina-2-(4-metilfenil)

sulfonamida (13).

3.2-Objetivos especificos
e Generar los derivados de N°,N"-diéxido de bencilamino, benciloxi y sulfonamida

fenazina mediante sintesis asistida por microondas y por via tradicional.

e Puesta a punto del ensayo de inhibicidn de la enzima topoisomerasa I, utilizando el
modelo de levadura Saccharomyces cerevisiae, utilizando como modelo el compuesto

lider N°,N"-di6xido de 7(8)-bromo-2-hidroxifenazina (1).

e Evaluacién de la inhibicion de la enzima topoisomerasa Il por los compuestos

sintetizados en el presente trabajo.
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e Evaluacién de la capacidad de interaccién con ADN de los derivados N°,N'"’-diéxido de
7(8)-bromo-2-[2-(4-nitrobencil-1-il) Joxifenazina (7), N°,N"*-diéxido de 7(8)-bromo-2-[2-
(4-clorobencil-1-il)Joxifenazina (10), N°,N*-diéxido de 7(8)-bromo fenazina-2-(4-metil-

fenil) sulfonamida (13).

e Estudio de la bio-reduccién en condiciones de oxia/hipoxia del derivado N°,N"’-diéxido

de 7(8)-bromo fenazina-2-(4-metilfenil) sulfonamida (13).
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RESULTADOS Y DISCUSION: SINTESIS QUIMICA

4.1- Sintesis de derivados de N°,N"’-diéxido de fenazina.

En el presente trabajo se pretende comparar los derivados O ¢ N sustituidos de N°,N"’-diéxido
de fenazina, que se plantean como agentes anti-topoisomerasa con sus compuestos padres,
por esta razén se sintetizan los derivados de N°,N"’-diéxido de fenazina (1-5) (tabla 4.1.1). La
sintesis de los mismos se muestra en la figura 4.1.1. Los derivados 1-5 han sido previamente
preparados por nuestro grupo de investigacion" a escala de 100 — 200mg. En este trabajo de
tesina se realiza un escalado de la sintesis de los mismos para lograr una cantidad de 500 -
1000mg. Los rendimientos obtenidos en el escalado de la sintesis son similares a los obtenidos

previamente trabajando a menor escala (tabla 4.1.1).

La metodologia llevada a cabo consta de dos etapas principales de sintesis (figura 4.1.1). En el
primer paso se obtiene el derivado benzo[1,2-c]1,2,5-0xadiazol (benzofuroxano)
correspondiente. En el segundo paso se realiza la expansién del benzofuroxano con diferentes
derivados de fenol, p-aminofenol o p-hidroxiquinona, obteniendo asi los correspondientes
N°,N"~diéxido de 2-aminofenazinas o N°,N"°-diéxido de 2-hidroxifenazinas"® respectivamente
(1-5). Los derivados de N°,N-diéxido de fenazinas (1-5) se identifican por comparacién con los
patrones correspondientes por CCF (cromatografia de capa fina). Posteriormente se aislan por
precipitacion, obteniendo rendimientos de buenos a moderados. Estos derivados se obtienen
como mezcla de isémeros de posicién no separables por ninguna técnica de aislamiento, y por

tanto se utilizan en las reacciones siguientes como tales.

T ‘i’
AN NO, = N
—+ N
| NaCIO/NaOH ] \, I R PN
» | I
/N EtOH/T amb N =~/  MeONa/MeOH/THF R~
R N o / ,./
_SC N
-X=-NH,, -OH |
°

Figura 4.1.1- Esquema general de la sintesis de los derivados de N°,N" -di6xido de fenazina.
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Tabla 4.1.1- Derivados de N°,N"-diéxido de fenazina previamente preparados por nuestro grupo de
investigacion. Se muestran los rendimientos trabajando a escala de 100-200mg y del escalado,
obteniendo cantidades de producto de 500-1000mg.

Derivados de N°,N"’-diéxido Rendimiento Rendimiento
de fenazina (100-200mg) (500-1000mg)
0

Z—

OH

Zo

10—

Z—O‘

H
T e e

O—Z

vZ—O-

Cl
Cl

'O—Z¢

+Z—01

=00
4 45% 46%

O——'Zv

+Z—01

LN NH,
5 u@[ :Q/ 48% 627%
O =

10—21

Una vez sintetizados los derivados N°,N°~diéxido de 2-hidroxifenazinas (1-3) y N°,N"°~diéxido
de 2-aminofenazinas (4-5), se los hace reaccionar con diferentes haluros de bencilo o cloruro

de fenilsulfonilo. De esta manera se preparan derivados de N°,N"-diéxido de fenazina
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sustituidos en la posicidn 2, los cuales contienen una cadena lateral que podria incrementar la

interaccion de estos compuestos con ADN y/o biomoléculas.

La sintesis de estos derivados se propone realizarla utilizando calentamiento por radiaciones
de microondas. Esta propuesta surge como alternativa, ya que en nuestro trabajo previo, las
sustituciones nucleofilicas sobre NH, u OH de la posicién 2 de N°,N'°-diéxido de fenazina habia
sido deficiente, 0 no posible en condiciones convencionales’. Como se menciond en
antecedentes (capitulo 2), esta descrito que la sintesis utilizando calentamiento por radiaciones
de microondas reduce el tiempo de reaccidn de horas a minutos, aumenta el rendimiento de
las reacciones, y disminuye la generacién de productos secundarios**. En trabajos anteriores
se han descrito sintesis asistidas por microondas de O-alquilaciones para la generacién de
feniléteres con tiempos de reaccién de minutos, cuando la sintesis de los mismos por

calentamiento térmico requiere horas™®.

4.2- Sintesis asistida por microondas de derivados de N°,N"°-diéxido de benciloxi y

bencilaminofenazina.

En la figura 4.2.1 se muestra el esquema general de sintesis de los derivados N°,N"°~diéxido de
benciloxi y bencilaminofenazina. Los mismos se preparan a partir de N°,N"*~diéxido de fenazina

(1y5) por reaccién con haluros de bencilo, bajo diferentes condiciones.

AL N <
R—i v 1 AN X
/ = > R—I
G

Figura 4.2.1- Esquema general de la reaccion de sustitucién nucleofilica. Los compuestos N°,N" —diéxido

z—O!
(o]]

rZ—
X

0—21
O—2zZ+

de fenazina en presencia de diferentes haluros de bencilo. R variable; X=N, O; W variable, Y=Cl, Br.

La sintesis asistida por microondas de los derivados de N°,N"-diéxido de fenazinas 6-11 (tabla
4.2.1) se realiza mediante una reaccién de sustitucién nucleofilica tipo Sy2, en donde el 4tomo
presente en la posicién 2 de la fenazina (O, N) ataca al carbono unido al halégeno presente en
el haluro de bencilo, provocando la salida del halédgeno. Como forma de evaluar la nucleofilia
del sistema, se trabajaron con diferentes sustituciones a nivel de la posiciéon 7(8) del

heterociclo, incluyendo sustituyentes con diferentes propiedades esteroelectrénicas.
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Para definir las condiciones dptimas para cada reaccién de sustitucién nucleofilica de los
diferentes derivados, N°,N"*~diéxido de 2-aminofenazinas y N°,N"°~diéxido de 2-hidroxifenazina
7(8) sustituidos, se varian las condiciones de reaccién. Por este motivo, se utilizan diferentes
combinaciones de reactivos y catalizadores tales como, K,CO;, Eter corona (18-C-6), loduro de
tetrabutilamonio (como catalizador de transferencia de fases) y CH;CN. Las condiciones en las
reacciones por radiacién con microondas también fueron variables, fijando diferentes

temperaturas, presion, tiempos y potencias, como se muestra en la tabla 4.2.1.

Tabla 4.2.1- Condiciones de reaccidén utilizadas 5 v
. .z 5 NJ10
para los intentos de preparacion de N’,N°- ,L\ «

diéxido de 2-aminobencilfenazinas y N°,N"°- oI S
diéxido de 2-hidroxibencilfenazinas-7(8)- I NG

i
sustituidos. A la derecha se muestra la estructura |
general de los compuestos sintetizados. ¢
Rendimiento.
Compuestos -R -X -W Condiciones Producto aislado por CC.

Observaciones

K HsCN. 50°
2C05 CH;CN. 50°C, 200w, No hay reaccién

5atm,1h
K,CO;3, CH;CN , 18-C-6. Descomposicidn del
50°C, 200w, 5 atm, 15 min reactivo, deoxigenacion
6 -CH3 | -NH | -NO, K,CO;, CH;CN, loduro de

Descomposicién del

tetrabutilamonio, 50°C, . . L
reactivo, deoxigenacion

200w, 5 atm,15 min

loduro de
tetrabutilamonio. 120°C,
1atm,1000w, 25 min

Descomposicion del
reactivo, deoxigenacion

50°C, 300w, 5 atm, 40 min No hay reaccidn

CH5CN, 120°C, 5 atm,
300w, 22 min
K,COs;, CH;CN, 50°C, 300w,
7 -Br -0 | -NO, 5 atm, Trazas
30 min

K,CO;, CH;CN, 120°C, 5
atm, 300w,
22 min

K,CO;, CH;CN, 18-C-6,
loduro de
tetrabutilamonio, 120°C, No hay reaccidén
5atm, 700w,
30 min

Trazas

10%-Formacién de productos
secundarios
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K,CO;, 18-C-6, loduro de
9 -OCH, | -0 | -NO, tetrabutilamonio, 120°C, 5 Formacidén de productos
atm, 700w, secundarios
30 min
K,COs, CH,CN, 50°C, 300w,
5 atm, No hay reaccidn
20 min
1 Br | -0 | -a K,CO,, CH,CN, 18-C-6,
loduro de
tetrabutilamonio, 120°C,
8atm, 700w,
20 min
K,CO;, CH;CN, 50°C, 300w,
5 atm, No hay reaccidn.
20 min
1 -l -NH -l K,CO;, CH;CN, 18-C-6,
loduro de
tetrabutilamonio, 120°C,
8atm, 700w,
20 min

11%-Formacién de productos
secundarios

7%-Formacion de productos
secundarios.

Al finalizar la reaccién, los productos son aislados, purificados por CC (cromatografia en
columna) en silica gel y caracterizados por espectroscopia de 'H-RMN, “C-RMN, EM. Se
obtienen al igual que los compuestos padres como mezclas de isémeros de posicidn los cuales

no se pueden resolver en ninguna condicién. Los productos secundarios no se caracterizaron.

De todos los intentos realizados sélo se pudieron obtener los derivados 7, 10 y 11. Esto
demuestra la influencia de los sustituyentes en posicién 7(8) en la reactividad de las fenazinas.
Al comparar el método tradicional con el de calentamiento por radiaciones de microondas se
observa que los productos 7 y 10 se generan en menores tiempos de reaccién y con mayores
rendimientos que por via tradicional® (tabla 4.2.2), aunque también se generan productos

secundarios.

56



Capitulo 4 Quimica

Tabla 4.2.2- Se comparan los rendimientos y los tiempos de reaccién de la sintesis via tradicional y la
sintesis asistida por microondas de los dos éteres obtenidos

Rendimiento Tiempo Rendimiento Tiempo
Producto (sintesis por via de (sintesis por de
tradicional) reaccién microondas) reaccién
(%) (h) (%) (min)
‘ o)
!
NS o
Br—p
A \O\ 2 24 10 22
T NO,
o
7
o
!
NN 0
N7 . 5 24 1 20
!
10

Para las reacciones en las que se utiliza como reactivos N>,N'°~diéxido de 2-aminofenazinas
sélo se pude generar el producto 11. En estas sintesis se utilizan K,CO; y 18-C-6, con el fin de
aumentar la nucleofilia del nitrégeno, pero la misma no es la adecuada para obtener los
productos deseados. En el caso del compuesto 6, la fenazina se deoxigena antes de obtener el
producto deseado, generando productos secundarios. En el caso del compuesto 8, la reaccién

no se lleva a cabo.

Dada la diferencia de reactividad observada de los diferentes derivados de N°,N"°-diéxido de
fenazina, se propone estudiar tedricamente las propiedades esteroelectrdnicas de los mismos.
Se observan mapas de densidad electrénica mapeada sobre potencial electrostético (figura

4.2.2) y cargas Mulliken sobre los dtomos nucledfilos (tabla 4.2.3)’.
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Figura 4.2.2- Distribucién de la densidad electrénica mapeada sobre potencial electrostdtico de los

compuestos 6%, 12, 8* y sus respectivas estructurds (tabla 4.2.3).

Tabla 4.2.3- Se muestra la carga Mulliken del dtomo de nitrégeno y de I o X "
oxigeno, sustituyentes en la posicién 2(3), en presencia o en ausencia del R— -

oxigeno en la posicién 5y 10 del N°,N"°-diéxido de fenazina T
).
Referencia R -X n Mtﬁlaitl.(ii N Mtﬁlaill-(gei o Dist:r(r;i)a o-
(X) X
1 -Br -0 1 -0.629 0.950
9* -CH;0 -0 1 -0.632 0.950
2 E -0 1 -0.631 0.950
2’ = -0 0 -0.632 0.950
6% -CH;  -NH 1 -0.766
12 -H -NH 1 -0.765
12’ -H NH o -0.821
5 -Cl -NH 1 -0.765
8* F NH 1 -0.765
8% -F -NH o -0.821

*. Derivados de N°,N- diéxido de fenazina que no fueron sintetizados en escalado, pero se
utilizaron para el intento de generacién de nuevos derivados.
‘- Derivados de fenazina, los mismos no contienen el agrupamiento N-éxido.
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En los estudios tedricos no se observa ninguin efecto relevante de los diferentes sustituyentes
en la posicion 7(8) sobre las propiedades estudiadas para los derivados de N°,N diéxido de
aminofenazina . En cambio, para estos derivados se observa el efecto electrdn atrayente de los
grupos N-6xido, que disminuyen la carga sobre el dtomo de nitrégeno del grupo amino, lo que
explica la baja reactividad de éste en estos compuestos, comparar derivados 12 y 127, 8% y 8*’
(tabla 4.2.3). En el caso de los derivados de N°,N"*-diéxido de 2-hidroxifenazina, no se observa

efecto de los sustituyentes ni del grupo N-6xido en la acidez del fenol (tabla 4.2.3).

Dada la baja nucleofilia del N, el tnico derivado de N°,N"*-diéxido de bencilamino fenazina que
se obtiene es el compuesto 11. La reaccidn de sustitucidon nucleofilica tiene bajo rendimiento,
7%, pero es la primera vez que se obtiene un N-alquilderivado utilizando metodologia asistida

por microondas, que no se ha podido obtener por via de sintesis tradicional®.

En resumen, las reacciones que se llevan a cabo exitosamente; productos 7, 10 y 11; todas son a
altas temperaturas, aproximadamente 120°C, utilizando como disolvente CH;CN. En el caso de
los productos 10 y 11 se utiliza loduro de tetrabutilamonio como catalizador de transferencia de

fases, para lograr de esta manera una mejor solubilizacién de las fenazinas.

4.3-Sintesis de derivado de N°,N"°-diéxido de 7(8) bromofenzina-2-(4-metilfenil) sulfonamida.

5 CH,
| CH,
N NH, o)
X CI\//S\\ Br IL\ H\
F o 2
| ) g \(:[ - I
o Py, Tamb, N, T
CH;CN 0

Figura 4.3.1- Esquema de sintesis del derivado de N°,N'°- di6xido de 7(8) bromo fenazina-2-(4-
metilfenil) sulfonamida.

La sintesis del derivado de N°,N"*-diéxido de 7(8) bromo fenazina-2-(4-metilfenil) sulfonamida
(13) se lleva a cabo mediante una reaccién de sustitucion nucleofilica, en donde el nitrégeno
presente en la posicién 2 de la fenazina ataca al azufre sp® presente en el cloruro de p-
toluensulfonilo, provocando la salida del cloruro (figura 4.3.1). Como forma de aumentar la
nucleofilia del nitrégeno, se agrega la base piridina, para que desprotone al mismo. A su vez
esta base favorece la reaccidon de sustitucidn, ya que desplaza el equilibrio neutralizando el HCI

que se genera.
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La reaccidn se lleva a cabo en 5,5 h, siendo el rendimiento de la misma de 5%. Por este motivo
se busca otra forma de energia para llevar a cabo la reaccidn, utilizando entonces la sintesis

por irradiacién con microondas >*.

CHy
CH3
_ cl 5
0 \S\ T H
| // \o Br N N
Br N NH, o N g
N R A
» — O o

N/ 120°C, 8 atm, 700wtts, 20 min. ’i‘
| CH3CN o)
o

Figura 4.3.2- Esquema de sintesis asistida por microondas del derivado de N°,N"-diéxido de 7(8)-bromo
fenazina-2-(4-metilfenil)sulfonamida.

La sintesis asistida por microondas utiliza los mismos reactivos que la sintesis por via
convencional, a excepcidn de la piridina (figura 4.3.2). Esta base no fue necesaria. La reaccién
en microondas transcurre en 20 min y tiene un rendimiento de 15%. Por lo tanto se concluye

que la reaccién ocurre en menores tiempos, aumentando el rendimiento *°.

Luego de terminado el proceso de sintesis el producto es aislado, purificado por CC
(cromatografia en columna) en silica gel y caracterizado por espectroscopia de 'H-RMN, ®C-
RMN, EM. Se obtienen al igual que los compuestos padres como mezclas de isémeros de
posicidn los cuales no se pueden resolver en ninguna condicién. Los productos secundarios no
se caracterizaron. Como forma de ejemplificar la caracterizaciéon espectroscépica de la

fenazina 13, se muestran diferentes zonas del espectro de 'H-RMN en las figuras 4.3.3 y 4.3.4.
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Espectro de 'H-RMN del producto 13

H Hyg'
13 H13 13 H13'
_ Hiy _ Hiy )
Ho o Hy His Ho o} Hy' His
. ! y . ! {
. .
X g Hip ¢ X ¢ Hip'
A\ 7N\,
o o o o |}
+/ 11 S 11
Hy T Hs Br rl\n Ha
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) -
H13 H13 40
\ / 30
20 Figura 4.3.3- Espectro de 'H-RMN del
compuesto 13 disuelto en DMSO-d6
1o adquirido a 27°C. Se observa la regién de
las sefales correspondiente a los protones
¥ T ° del grupo metilo.
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™ (2] F
T T T T T T T T T T T T
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Las integraciones del espectro 'H-RMN del producto 13 se realizan tomando como referencia la
integracion de los protones del grupo metilo (H,;) correspondiente al isémero de posicidn 7,
estructura a la derecha de la figura 4.3.3. En el espectro se distinguen las sefiales de ambos
isdmeros de este grupo, H13 y H13’. A partir de las integraciones de los grupos metilos de
ambos isémeros se puede determinar la proporcidn de los mismos. La proporcidn es 7-isdmero
: 8 isémero (5.2 : 4.8), siendo el isémero en la posicién 7 el mayoritario. Esta proporcién es muy
similar a la proporcién de isémeros del derivado N°,N"*-diéxido de 2-amino-7(8)-bromofenazina,
que es el derivado fenazina que se utiliza como reactivo para la sintesis del derivado 13, la cual
es 7-isémero : 8 isémero (5.4 : 4.6).

A partir de las integraciones de los protones del grupo metilo, se determinan las integraciones
de los protones aromdticos. A partir de las sefiales de estos protones (H13) se determinan las
sefales de los protones del grupo fenilo, H12 y H11, mediante espectroscopia bidimensional
HSQC y HMBC. Los protones del grupo metilo (H13) se correlacionan con el carbono al cual
estan unidos mediante espectroscopia HSQC. A su vez el carbono unido a H13 se correlaciona
con H12 mediante espectroscopia HMBC. De esta manera se obtiene la sefial de H12. El mismo

razonamiento se aplica para determinar la sefial de H11 a partir de H12.
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Por otro lado los protones pertenecientes a la estructura fenazina son un poco mas complejos
de identificar, ya que las sefiales de los protones de ambos isémeros tienden a superponerse
en la regidn correspondiente a los protones aromdticos. Para identificarlos se tiene como
referencia los desplazamientos quimicos (8) del derivado N°,N-diéxido de 2-amino-7(8)-
bromofenazina, que como se mencioné es la estructura fenazina base del derivado 13. Ademas
se estudia la correlacion entre los protones y sus carbonos mediante espectroscopia
bidimensional HSQC y HMBC. De la estructura fenazina se puede deducir que los protones Hg,
H6 y H9, que son los que se encuentran préximos al grupo N-6xido saldran a 6 mayores a los
demas protones, por el efecto de apantallamiento que genera este grupo sobre ellos. A su vez
la sefial correspondiente a H4 puede salir a 8 mayores que la sefial de H6 y H9, ya que el dtomo
de bromo es un grupo electrén atrayente y disminuiria el efecto de apantallamiento generado
por los N-6xidos en H6 y H9. La regidn de las sefiales correspondientes a los protones
aromdticos se muestra en la figura 4.3.4.
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Figura 4.3.4- Espectro de 'H-RMN del compuesto 13 disuelto en DMSO-d6 adquirido a 27°C. Se
observa la regién de las sefales correspondiente a protones aromdticos.

4.4-Reduccion del derivado N°,N"°-diéxido de 7(8) bromofenzina-2-(4-metilfenil) sulfonamida.

La reduccién quimica del derivado N°,N"°-diéxido de 7(8)-bromofenzina-2-(4-metilfenil)
sulfonamida (14) se lleva a cabo por via tradicional utilizando como reactivo ditionito de sodio,
. 7 . z . 7. R T 8 7
una sal inorganica, que estad descrita como reductora de N-6xidos heterociclicos”. Ademas de
los dos grupos N-Oxido presentes en la molécula, la misma también posee un agrupamiento

sulfonamida que podria ser reducido por ditionito de sodio, aunque no se han encontraron
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antecedentes de agentes reductores de este agrupamiento. De esta manera la reaccion de

reduccién puede generar varios productos posibles (figura 4.4.1).

o s

n;, Ny, N3, N, =0, 1

Z—O‘

10—z

,nz

Figura 4.4.1- Esquema de la reaccién de reduccién del derivado N°,N"°~diéxido de 7(8) bromofenzina-2-
(4-metilfenil) sulfonamida.

La reaccion transcurre en 3 h con un rendimiento de 45%. Por CCF se observa un sdlo producto
de reduccién que tiene Rf similar a su compuesto padre (derivado 13), pero un color diferente a
la luz visible. Se piensa que el producto obtenido puede ser el derivado N>-6xido de 7(8)-
bromofenzina-2-(4-metilfenil)sulfonamida o el derivado N'*-6xido de 7(8) bromofenzina-2-(4-
metilfenil)sulfonamida, ya que el ditionito de sodio esta descrito como un agente reductor de
N-6éxidos heterociclicos. Luego de la reduccidn, el producto es aislado, purificado por CC en
silica gel y caracterizado por espectroscopia de 'H-RMN, "C-RMN, EM. Se obtienen al igual que
los compuestos padres como mezclas de isémeros de posicidn los cuales no se pueden

resolver en ninguna condicidn.

La espectrometria de masas revela que el derivado obtenido es el derivado mono-reducido,
por lo tanto se esperaria que fuese el derivado N>-6xido de 7(8)-bromofenzina-2-(4-metilfenil)
sulfonamida o el derivado N'’-6xido de 7(8)-bromofenzina-2-(4-metilfenil)sulfonamida, como se
comentd anteriormente. Se puede conocer cual de estos derivados es el producto obtenido

mediante la elucidacién de la espectroscopia.

El analisis espectroscdpico se realiza andlogamente a lo que se explicé para el derivado 13. Se
toma de referencia la integracién de los protones del grupo metilo (H13), para integrar las
sefiales de los protones aromaticos. En el espectro se distinguen las sefiales de ambos
isdmeros del grupo metilo, H13 y H13’. A partir de las integraciones de ambos isémeros se
puede determinar la proporcién de los mismos. La proporcidn es 7-isémero : 8 isémero (5.6 :
4.4), siendo el isémero en la posicién 7 el mayoritario. Esta proporcién es muy similar a la

proporcién de isémeros del derivado 13, la cual es 7-isémero : 8-isémero (5.2 : 4.8).
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A partir de las sefiales de los protones H13 se determinan las sefiales de los protones del grupo

fenilo, H12 y H11, mediante espectroscopia bidimensional HSQC y HMBC. En este espectro los

protones que forman parte de la estructura de los grupos aromdticos también tienden a

superponerse en la region correspondiente a los protones aromaticos. Para identificarlos se

toman de referencia los & del derivado del derivado 13 y se estudia la correlacién entre los

protones y sus carbonos mediante espectroscopia bidimensional HSQC y HMBC.

Se identifica al derivado reducido por el decrecimiento en los & de los protones que se

encuentran préximos a los grupos N-6xido. Por esta razdn se comparan los & de las sefiales de

H1, H4, H6, H9 y sus isdmeros, entre los espectros del derivado 13 y el derivado 14. En la figura

4.4.2 se muestra la estructura de los posibles productos obtenidos (a) y la zona de protones

aromaticos del espectro 'H-RMN del derivado 14 (b).
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Figura 4.4.2- a- Estructura de los posibles productos obtenidos. b- Espectro de 'H-RMN del
compuesto 14 disuelto en DMSO-d6 adquirido a 27°C. Se observa la regién de las sefiales
correspondiente a protones aromadticos. Se identifican los protones que varian su & dependiendo
de la presencia del agrupamiento N-6xido.
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Al comparar las sefiales de los derivados 13 y 14, se observa que las sefiales correspondientes a

H1y a H1’ no disminuyen su 8. Sin embargo si disminuye su & la sefial correspondiente a H4, la

misma tiene un & de 8.54ppm en el derivado 13 y disminuye a un & de 8.28ppm en el derivado

14. Las sefiales correspondientes a H4, H4’ H6, H9 y H9’ no pueden compararse ya que las

mismas se encuentran en el espectro del derivado 14 formando parte de un multiplete (7.89 -

7.98ppm) y no pueden elucidarse con claridad. Por lo tanto si se considera la disminucién en el

0 que presenta la sefial de H6’ con respecto a las sefiales de H1y H1’, puede identificarse que el

grupo N-6xido que se reduce es el que esta préximo a H4 y a H6. Por lo tanto se identifica al

producto de reduccién como el derivado N°-6éxido de 7(8) bromofenzina-2-(4-metilfenil)

sulfonamida (14) (figura 4.4.3).

+Z—0!
+Z—0!

CHs CHs
X ~ A ~

Br
S S
\O: O// \o /O: O// \\O
/ /
N Br N

Figura 4.4.3- Estructura de los isémeros de posicién derivados de N°-éxido de 7(8) bromofenzina-2-

(4-metilfenil) sulfonamida obtenidos en la reaccién de reduccién.
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RESULTADOS Y DISCUSION: BIOLOGIA

5.1- Ensayo de inhibicion de la enzima topoisomerasa Il en levaduras Saccharomyces cerevisiae.

En este ensayo se busca evaluar la inhibicién de la enzima topoisomerasa Il por parte de
diferentes moléculas testeadas realizando la comparacién de sobrevida de dos cepas de
levaduras (seccidn 5.1.2). Una de las cepas utilizadas es salvaje del locus top2-1, por lo tanto la
expresion de la enzima topoisomerasa Il es normal. La otra cepa utilizada es mutante del locus
top2-1, la misma expresa minimamente a la enzima topoisomerasa Il a una determinada
temperatura. Las cepas salvajes son SC7K(Lys2-3) y JN3623, las cuales tienen una temperatura
optima de crecimiento a 30°C. Las cepas mutantes son ts14-16 y JN362at2-1, las mismas
expresan su mutacién a 22°C y 30°C respectivamente. La descripcién de las diferentes cepas
utilizadas se realiza en la seccidn 5.1.2. La determinacidn de la inhibicion de la enzima se realiza
comparando la sobrevida de la cepa salvaje con la mutante, SC7K(Lys2-3) y ts14-16, JN362a y
JN362at2-1, siendo deseables valores de sobrevida menores a 10% para la cepa salvaje y 100%

para la cepa mutante'.

5.1.1- Puesta a punto del ensayo de inhibicion de la enzima topoisomerasa Il en levaduras

En la puesta a punto de este ensayo, se buscan conocer las éptimas condiciones de incubacién
de las levaduras Saccharomyces cerevisiae con las diferentes moléculas de interés, para poder
evaluar la inhibicién de la enzima topoisomerasa Il por parte de las mismas, presente en estas
células. Para la puesta a punto se utiliza la cepa salvaje de levaduras Saccharomyces cerevisiae

SC7K(lys2-3)°.

Para poder conocer las déptimas condiciones para la realizacion del ensayo se prueban
diferentes condiciones. Se utilizan levaduras SC7K(lys2-3) en diferentes fases de crecimiento,
fase exponencial y fase estacionaria, ya que ellas presentan diferentes metabolismos,
reductivo y oxidativo respectivamente®®. Se ensayan diferentes tiempos de incubacién de las
levaduras con los compuestos, para lograr una mejor penetracién de los mismos en las células,
que presentan ademas de membrana, pared celular. Se evaldan diferentes vehiculos para
mejorar la solubilidad de los productos a testear. Y por ultimo, se evalla si el ensayo puede
llevarse a cabo en una atmdsfera normoxica y/o hipdxica, para de esta forma simular el

ambiente bio-reductor de una célula tumoral.

Para la puesta a punto del ensayo se utiliza el derivado N°,N°-diéxido de 7(8)-bromo-2-

hidroxifenazina (1, tabla 4.1.1, pdgina 53). En estudios previos de nuestro grupo, este
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compuesto presentd una buena actividad bioldgica en ensayos de citotoxicidad en
normoxia/hipoxia, en la linea celular V79, presentando citotoxicidad selectiva en hipoxia. A una
concentracién 20uM del compuesto, la fracciéon de supervivencia en normoxia de las células

V79 fue de 80%, mientras que la fraccién de supervivencia en hipoxia fue de 0%>°.

En los ensayos bioldgicos el vehiculo utilizado para el compuesto 1 es polietilenglicol (PEG
6000). Para confirmar que el PEG 6000 no es téxico para las células se evalta la sobrevida de
las mismas en PEG 6000, con respecto a un control en agua destilada. El agua destilada es el
medio en el cual se resuspenden las células al realizar lavados, y se las separa de su medio
nutriente. La sobrevida celular en PEG 6000 es de 100%, por lo tanto el mismo no genera

muerte celular.

En una primera instancia se busca conocer la sobrevida de las levaduras SC7K(lys2-3) en fase
exponencial al tratarlas con el compuesto 1, a concentraciones de 0.1mM, 1mM y smM (figura

.1.1.1). El compuesto se incuba con las células por 40 min a 30°C.
p p

70%

60% |

50% -

H0.1mM

40%
H1mM

30% 1 5mM

% de sobrevida

20% -

10% - 24%

0% -

Figura 5.1.1.1- Porcentaje de sobrevida de las células SC7K(lys2-3) al tratarlas con diferentes
concentraciones del compuesto 1 (0.1, 1y 5mM).

Los resultados de este primer ensayo (figura 5.1.1.1) muestran una respuesta dosis efecto con
respecto al compuesto 1. La sobrevida que se obtiene al tratar las células con una solucién de
concentracion smM es de 24%. Como se busca obtener una sobrevida menor al 10%, se
aumentan las concentraciones hasta 5o0mM. Ademas para observar el comportamiento de las
levaduras en las diferentes fases de crecimiento, se utilizan levaduras en fase exponencial y en

fase estacionaria.
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Fase exponencial — Fase estacionaria

Las levaduras presentan diferencias metabdlicas en las diferentes fases de crecimiento. La fase
exponencial, es una fase de fermentacién en donde se genera un ambiente reductivo, y la fase
estacionaria es una fase de respiracién, en donde se genera un ambiente oxidativo®*.

En la fase exponencial las levaduras se dividen rdpidamente, ya que estan en su etapa dptima
de crecimiento’; por lo que la enzima topoisomerasa Il va a estar muy activa, participando en
los procesos de division celular. Ademds en la fase exponencial las levaduras tienen un
metabolismo reductivo, que podria simular un ambiente celular reductivo favorable, para
evaluar si el mecanismo de accién del compuesto es por bio-reduccién. En cambio, la fase
estacionaria presenta un metabolismo oxidativo. En esta fase las células comienzan a dividirse
lentamente hasta alcanzar su nimero maximo (Nmax)’. Como la divisién celular se enlentece,
se piensa que la enzima no estaria tan activa como en la fase exponencial.

Entonces se evalla el compuesto 1 en la cepa SC7K(lys2-3), en las diferentes fases de
crecimiento a concentraciones de smM y somM. El mismo se incuba con las células 40 min a
30°C.
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70%
W5mM

60%

50% 50mM

A0% m5mM

% de sobrevida

50mM

30%
20%
10%

0%

10% R

Exponencial Estacionaria

Figura 5.1.1.2- Porcentaje de sobrevida de las células SC7K(lys2-3) al tratarlas con diferentes
concentraciones del compuesto 1 (5 y 5o0mM). Los resultados de sobrevida de las células en fase
exponencial se expresan en barras rosa, mientras que los resultados de sobrevida de la fase
estacionaria se expresan en barras violetas.

Los resultados que se observan en la figura 5.1.1.2 muestran una respuesta dosis efecto del
compuesto 1 en ambas fases de crecimiento. Los porcentajes de sobrevida en las diferentes
fases de crecimiento no presentaron diferencias significativas. Si bien se obtiene un porcentaje
de sobrevida de 10% a una concentracién 50mM del compuesto 1 para las levaduras en fase
exponencial, el compuesto presenta baja solubilidad a esta concentracion. Se decide

entonces, continuar trabajando con las levaduras en fase exponencial y ensayar
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concentraciones menores aumentando el tiempo de incubacidén, para lograr una mayor
interaccién entre el compuesto y la célula, con el fin de obtener los porcentajes de sobrevida

deseados.

Tiempos de incubacién

En levaduras la baja sensibilidad que presentan a compuestos quimicos se ha atribuido a la baja
permeabilidad de la pared celular, como de la membrana celular®. Por esta razdn, se ensayan
diferentes tiempos de incubacién con el compuesto 1, para determinar si se logra una mejor
interaccion y penetracién del mismo en la célula. Los tiempos de incubacidn ensayados son 40
y 60 min. Se utilizan concentraciones del compuesto 1, 5 y 1o0mM. La temperatura de

incubacién en ambos casos es 30°C.
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10% - 23%
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Figura 5.1.1.3- Porcentaje de sobrevida de las células SC7K(lys2-3) al tratarlas con diferentes concentraciones del
compuesto 1 (5 y 10mM). Las barras en rosa muestran los resultados de la incubacion con el compuesto por 40
min, y las barras en verde muestran los resultados de la incubacién por 60 min.

Los resultados muestran (figura 5.1.1.3) que al aumentar el tiempo de incubacién a 60 min, hay

una importante disminucion del porcentaje de sobrevida con respecto a la incubacién por 40

min. Por este motivo se decide utilizar 60 min como tiempo de incubacion.

Es importante observar la diferencia de sobrevida que se obtiene a las concentraciones de

5mM y 10mM del compuesto, a los diferentes tiempos de incubacién. Cuando la incubacién es

de 40 min, la sobrevida a las diferentes concentraciones (5 y 10mM) muestra una respuesta

dosis efecto. Cuando la incubacién es de 60 min las sobrevidas no presentan diferencias y no

se observa una respuesta dosis efecto. Este resultado puede deberse a que la internalizacién

de los compuestos en la levadura alcance la concentracién de saturacién del mismo. En busca

de una respuesta dosis efecto utilizando 60 min como tiempo de incubacidn se decide realizar

el ensayo con el compuesto 1a menores concentraciones.
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Vehiculos

Como forma de evaluar el efecto del disolvente sobre la vehiculizacién de los compuestos se
decide cambiar el que se utiliza, PEG 6000, por Dimetilsulféxido (DMSO) a una concentracién
5%. El DMSO no es genotdxico®. El mismo tiene capacidad de interaccionar mediante enlaces
de hidrégeno con acidos nucleicos™. Esta asociacién podria alterar el entorno del ADN,
alterando de esta manera la interaccién entre el farmaco, el ADN y la Topoisomerasa Il. Por
esta razén se utiliza a una baja concentracion (5%). Ademas se ensaya como vehiculo una
mezcla de PEG 6000: DMSO, 1:1. En ambos casos se realizan controles con respecto al PEG
6000, para confirmar que los nuevos vehiculos no presenten citotoxicidad. El porcentaje de
sobrevida que se obtiene utilizando los diferentes vehiculos es de 100%. Esto indicaria que a la
concentracion de DMSO que se trabaja, él mismo no es citotdxico ni genotdxico para las
levaduras.

Se realiza un ensayo utilizando diferentes vehiculos, PEG 6000: DMSO, 1:1 y DMSO 5%. Las
concentraciones utilizadas del compuesto 1 son 0.1y 1mM. Se incuba 1 con las levaduras por 60

min a 30°C. Los resultados se muestran en la figura 5.1.1.4.

80%

70%

60% -

50% - ®0.1mM

40% - 1mM

67% m0.1mM

% de sobrevida

30% -
H1imM
20% -

10% -
0%

0%
DMSO:PEG 6000 DMSO

Figura 5.1.1.4- Porcentaje de sobrevida de las células SC7K(lys2-3) al tratarlas con diferentes
concentraciones del compuesto 1 (0.1 y 1mM). Las barras en rosa muestran la sobrevida celular al utilizar
una mezcla DMSO:PEG6000 1:1 como vehiculo del compuesto 1, y las barras en verde muestran la
sobrevida celular al utilizar como vehiculo DMSO 5%.

En el grafico de la figura 5.1.1.4 se observa que el porcentaje de supervivencia de las levaduras
SC7K(lys2-3) disminuye notoriamente, cuando el vehiculo utilizado para el compuesto 1 es
DMSO. Ademas se observa una disminucién de la sobrevida a concentraciones del compuesto 1
menores que las anteriormente trabajadas. De esta forma se obtiene 0% de supervivencia para

una concentracion del compuesto 1 de 1mM.
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Normoxia — Hipoxia

En el presente trabajo las condiciones de oxigenacidn que se utilizan son condiciones
normoxicas. Como perspectiva para trabajos futuros, se evalda la capacidad de realizar el
ensayo bajo condiciones hipdxicas, para valorar la sobrevida de las células bajo las diferentes
condiciones de oxigenacidn. La atmdsfera hipdxica simula el ambiente bio-reductor de una
célula tumoral.

Para evaluar la sobrevida de las células SC7K(lys2-3) en hipoxia, se incuban las mismas con su
medio nutriente bajo atmdsfera de nitrégeno a 30°C por 40 min. La sobrevida obtenida en
condiciones de hipoxia se compara con la sobrevida de un control, el cual se realiza en una
atmdsfera normdxica, bajo las mismas condiciones de temperatura y tiempo de incubacidn.
Los resultados muestran que el porcentaje de sobrevida en una atmdsfera hipdxica es del
100%. Entonces se concluye que el ensayo puede llevarse a cabo bajo ambas condiciones de

oxigenacion.

Ensayo de evaluacidn de inhibicién de la enzima topoisomerasa Il utilizando levaduras

De acuerdo a los resultados obtenidos utilizando el compuesto 1 como modelo se definieron
las condiciones mds adecuadas para el ensayo bioldgico de inhibiciéon de la enzima
topoisomera Il. El mismo se va a llevar a cabo bajo una atmdsfera normdxica, utilizando células
de levaduras en fase exponencial, con un tiempo de incubacién del compuesto de 60 min, y

utilizando como vehiculo DMSO 5%. El protocolo estandarizado del ensayo se muestra en la

figura 5.1.1.5.
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PROTOCOLO

1 Células de levaduras a 4°C

Primer Pasaje (24 horas- 1 semana)

100 mL Segundo Pasaje
¢ DMSO Cmpueso, Cmpuesto,

Serealiza un control en DMSO.

Siempre se utiliza como volumen final 2mL, la concentracion de DMSO es de 3%.

Los productos se utilizan en concentraciones iguales o menores a ImM., vehiculo DMSO.
El ensayo se realiza en condiciones de fase exponencial en normoxia.

Se incuban las muestras por 60 minutos 2 la temperatura optima de crecimiento las levaduras salvajes. v a

la temperatura que expresan la mutacién de la enzima las levaduras mutantes.

Luego se realizan 2 lavados descartando el sobrenadante y re suspendiendo el pellet en H,O destilada. En

cada lavado se centrifuga a 5000 rpm por 4 minutos.
Finalmente se realizan diluciones 1/10000 paralos controles y 1/1000 para las muestras tratadas.

Se siembran 200ul. de cada dilucion en placa de petri con YPDA por triplicado.

Figura 5.1.1.5- Diagrama del ensayo de inhibicién de la enzima topoisomerasa Il presente en levaduras

5.1.2- Cepas de levaduras

En los ensayos se utilizaron cuatro cepas de levaduras diferentes. En una primera instancia, se
utilizan las cepas SC7K(lys2-3)* y ts14-16". SC7K(lys2-3) es una cepa salvaje del locus top2-1, por
lo tanto la expresidn de la enzima topoisomerasa Il es normal. ts14-16 es una cepa mutante del
locus top2-1, la cual expresa su mutacion a una determinada temperatura. La temperatura
dptima de crecimiento de ambas cepas es 30°C, pero la cepa ts14-16 expresa la mutacion a 22°C,

es decir que a esta temperatura no presenta funcional a la enzima topoisomerasa II".

Posteriormente, se trabaja con dos cepas isogénicas, JN362a y JN362at2-1, cepa salvaje y

mutante del locus top2-1 respectivamente. La ventaja que presentan estas cepas con respecto
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a las primeras es que son isogénicas y estan caracterizadas, permitiendo de esta manera un

mejor estudio de la inhibicién de la enzima topoisomerasa Il.

JN362a y JN362at2-1 tienen una temperatura dOptima de crecimiento a 30°C y a 25°C
respectivamente. La cepa JN362at2-1 expresa la mutacién en locus top2-1 a 30°C. A esta
temperatura la expresién de la enzima es minima, siendo suficiente para la viabilidad celular

pero muy resistente a farmacos anti-topoisomerasa Il'.

A las cuatro cepas se les realiza una curva de crecimiento a diferentes temperaturas.
Realizando estas curvas se obtiene el nimero maximo de crecimiento celular (Nmax), el
tiempo de generacién celular (TGC) y el comportamiento de las cuatro cepas a las diferentes
temperaturas. A las cepas SC7K(lys2-3) y ts14-16 se las estudia a 22°C y 30°C (figuras 5.1.2.1y
5.1.2.2; tablas 5.1.2.1 y 5.1.2.2). A las cepas JN362a y JN362at2-1 se las estudia a 25°C y a 30°C
(figuras 5.1.2.3y 5.1.2.4; tablas 5.1.2.3 y 5.1.2.4).

SC7K(Lys2-3)

-e- SC7K(lys2-3) 22°C
-8~ SC7K(lys2-3) 30°C
O 1.0x10°7 +
1S
@
K]
=
'8 1.0x1006 -
Z
1.0)(1005 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (h)

Figura 5.1.2.1- Curvas de crecimiento de la cepa de levadura SC7KLys a 22°Cy a 30°C.

SC7K(lys2-3) Tabla 5.1.2.1- Numero mdximo de crecimiento

. n celular (N mdx) y tiempo de generacién celular

R2)C e (TGC) a las temperaturas de trabajo de la cepa

N max 1.4 X 10’ 1.6 x 10° de levadura SC7KLys a 22°Cy a 30°C, obtenidas
TGC (h) - 15 a partir del grdfico de la Figura 5.2.1.

74



Capitulo 5

2.0x107 -

2.0x108 -

N°células/mL

2.0x10° +

ts14-16

Resultados y discusidn: Biologia

-&- ts14-16 22°C
- ts14-16 30°C

o

Tiempo (h)

Figura 5.1.2.2- Curvas de crecimiento de la cepa de levadura ts14-16 a 22°Cy a 30°C

Tabla 5.1.2.2- Numero mdximo de crecimiento
celular (N madx) y tiempo de generacién celular
(TGQ) a las temperaturas de trabgjo. Datos
obtenidos a partir de las curvas de crecimiento
de la cepa de levadura ts14-16 a 22°C y a 30°

(figura 5.2.2.).

-8~ IN362a 25°C
- JIN362a 30°C

10 12 14
(h)

Figura 5.1.2.3- Curvas de crecimiento de la cepa de levadura JN362a a 25°C y a 30°C

ts14-16
22°C 30°C
N max 8.9 x 10’ 3.4 x 107
TGC (h) 3 2
JN362a
5.0x10°7
-
% 5.0x106
<
>
¥l
S 5.0x10° -
5.0x10% ———
0 2 4 6 8
Tiempo
JN362a
25°C 30°C
N max 1x10° 1x10°
TGC (h) 2.5 2

Tabla 5.1.2.3- Numero mdximo de crecimiento
celular (N mdx) y tiempo de generacion
celular (TGC) a las temperaturas de trabajo.
Datos obtenidos a partir de la curva de
crecimiento de la cepa de levadura JN362a a
25°Cy a 30°C (Fig. 5.2.3)
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JN362at2-1
. -e— JN362at2-1 25°C

1.0x10°7 4 -m- JIN362at2-1 30°C
-
£
3
3 1.0x10°
oo
pd

1.0x109° T T T

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (h)

Figura 5.1.2.4- Curvas de crecimiento de la cepa de levadura JN362at2-1a 25°Cy a 30°C

JN362at2-1 Tabla 5.1.2.4- Numero mdximo de crecimiento
celular (N mdx) y tiempo de generacién celular

25°C 30°C (TGC) a las temperaturas de trabgjo. Datos
N max 7.5 X 107 6.2 X 107 obtenidos a partir de la curva de crecimiento

de la cepa de levadura JN362at2-1 a 25°C y a
TGC (h) 2.5 4

30°C (fig. 5.2.4).

Las curvas de crecimiento permiten obtener para cada cepa de levaduras la temperatura
dptima de crecimiento celular. Se comparan los graficos a las diferentes temperaturas dentro
de una misma cepa, y se observa para los diferentes tiempos a cual de las dos temperaturas
hay mayor crecimiento celular, de esta forma se obtiene la temperatura de crecimiento

6ptimo. En la tabla 5.1.2.5 se observan las temperaturas dptimas de crecimiento para cada cepa

de levaduras.

Tabla 5.1.2.5- Temperaturas dptimas de crecimiento celular para las diferentes cepas
de levaduras.

Temperatura 6ptima de
Cepa de levadura

crecimiento (°C)

SC7K(lys2-3) 30
ts14-16 30
JN362a 30

JN362at2-1 25
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5.1.3- Inhibicién de la enzima topoisomerasa Il en levaduras por fenazinas

Los derivados de  N°,N"“-diéxido de 2(3)-aminofenazinas y N°’N"-diéxido de 2(3)
hidroxifenazina 7(8) sustituidos, se evaltan como potenciales inhibidores de la enzima
topoisomerasa Il presente en levaduras. Como se explicéd anteriormente en antecedentes,
estos compuestos estan disefiados para presentar citotoxicidad por dos mecanismos, uno de
ellos es por bio-reduccidn en hipoxia, y el otro por intercalaciéon con el ADN o por inhibiciéon de
la topoisomersa Il. Se pretende evaluar si estos compuestos inhiben a la topoisomerasa Il en
condiciones de normoxia. La inhibicién de la enzima topoisomerasa Il en levaduras es letal, ya

que las mismas son imprescindibles para la viabilidad celular'.

Se utilizaron en este trabajo derivados de N°,N'°-diéxido de 2(3)-aminofenazinas y N°,N"°-

diéxido de 2(3)-hidroxifenazina 7(8) sustituidos, los mismos se muestran en la tabla 5.1.3.1.
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Tabla 5.1.3.1- Estructura de los compuestos evaluados para conocer si generan citotoxicidad por interaccion
con la topoisomerasa Il en levaduras.

Compuestos evaluados

el |
o0l 4

|o—-Zl

(o]}

Z———

|O——Z|

Z_O.

Q—Z&

En las cepas SC7K(lys2-3) y ts14-16, se ensayan los compuestos 1, 4 y 7, @ una concentracion
1mM. La incubacidn de los compuestos con las diferentes cepas se realiza a diferentes
temperaturas, 30°C para la cepa salvaje y 22°C para la cepa mutante. A 22°C la cepa ts14-16 tiene
una expresion minima de la enzima topoisomerasa Il.
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40%
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Figura 5.1.3.1- Porcentaje de sobrevida de las células SC7K(lys2-3) (barras color rosa) y ts14-16
(barras color verde) al tratarlas con los compuestos 1, 4 y 7, a una concentracién 1mm.

Los resultados muestran que para el tratamiento con los compuestos 1y 7, el porcentaje de
sobrevida es mayor en la cepa ts14-16 que en la cepa SC7K(lys2-3) (figura 5.1.3.1). Lo que podria
indicar que los compuestos 1y 7 tienen un mecanismo de accién que involucra la inhibicién de
la enzima topoisomerasa Il, ya que el porcentaje de sobrevida es mayor en la cepa mutante
que en la cepa salvaje. Dado que los porcentajes de sobrevida son de 26 y 35 %
respectivamente, para las células ts14-16, otro mecanismo que genere citotoxicidad deberia
estar involucrado.

El compuesto 4 genera una baja sobrevida en ambas cepas. Por lo tanto su mecanismo de
accion, no estarfa involucrado con la enzima topoisomerasa Il. De todas formas el compuesto 4
deberia ser testeado a concentraciones menores que 1mM, para conocer si a dosis menores

estos compuestos presentan inhibicién de la enzima.

Posteriormente, se trabaja con las cepas de Nitiss JN362a y JN362at2-1. Como se comentd
anteriormente, estas cepas son isogénicas, la primera es salvaje y la segunda lleva el alelo
atop2-1. JN362at2-1 crece normalmente a 25°C (temperatura permisiva) y tiene
aproximadamente una sensibilidad a los farmacos igual a la cepa salvaje. A 30°C (temperatura
semipermisiva) la cepa puede crecer pero muy lentamente; a esta temperatura es altamente
resistente a los farmacos anti-topoisomerasa Il. Esto sucede porque a 30°C la expresién de la
topoisomerasa Il es muy baja, de todos modos la misma es suficiente para la viabilidad celular.
Ambas cepas tienen la mutacion ISE2, esta mutacidon se requiere para la permeabilidad al

farmaco'.

En una primera instancia se realiza un ensayo utilizando el farmaco etopdsido. El etopdsido

como se explica en la seccién Introduccién (capitulo 1, pdgina 27), es uno de los agentes
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quimioterdpicos mas utilizados en los diferentes tipos de cancer humanos®”. Este farmaco
actéia como veneno de la enzima de la topoisomerasa 11, por lo tanto genera citotoxicidad
cuando la enzima esta presente. Se utiliza etopdsido como control positivo. El tratamiento se
realiza con concentraciones del farmaco 0.5mM y 1mM. La temperatura de incubacion fue 30°C

para ambas cepas.

120%

100% 1
® 80% -
-
=
4
.g 60% W IN362a
a I
2z 100% JN362at2-1
R a0% - E—

54%
20% - —
0%
etopdsido 0,5mM etopdsido 1mM

Figura 5.1.3.2- Porcentaje de sobrevida de las células JN362a (barras color rojo) y JN362at2-1 (barras color
lila) al tratarlas con el fdrmaco etopdsido, a una concentracién de 0.smM y 1mM.

Los resultados del ensayo muestran que el porcentaje de sobrevida es mayor en la cepa
mutante que en la salvaje (figura 5.1.3.2). Estos resultados coinciden con lo esperado, ya que el

etopdsido debe ser citotdxico para las células que expresan a la topoisomerasa Il salvaje.

Posteriormente se trata a las levaduras con los compuestos 1, 4, 5 y 13. Los resultados se

muestran en la figura 5.1.3.3.
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Figura 5.1.3.3- Porcentaje de sobrevida de las células JN362a (barras color rojo) y JN362at2-1
(barras color lila) al tratarlas con los compuestos 1,5 y 13 a una concentraciéon 1mM; y con el
compuesto 4 a una concentracién o.1mM.

Los resultados obtenidos del tratamiento con los compuestos 1, 5 y 13, no presentan
diferencias significativas en el porcentaje de sobrevida de la cepa salvaje y la mutante. Estos
resultados indicarian que los compuestos 1, 5 y 13 no son inhibidores de la enzima
topoisomerasa Il presente en levaduras. Los compuestos 1 y 5 presentan porcentajes de
sobrevida muy bajos en ambos casos, entre 0% y 2%. Por lo tanto deberian ser testeados a
concentraciones menores que 1mM, para conocer si a dosis menores estos compuestos
presentan inhibicién de la enzima.

El compuesto 4 tiene un comportamiento diferente al esperado, ya que genera una sobrevida
del 0% en la cepa salvaje. Sin embargo genera una sobrevida del 100% en la cepa mutante.

Los compuestos 1, 4, 5 y 13 generan citotoxicidad en las levaduras lo que se visualiza por un
porcentaje de supervivencia menor al 100%, esta disminucién en el porcentaje de supervivencia

no se genera por la inhibicion de la enzima topoisomerasa Il.

En resumen

El compuesto 1 muestra un perfil de inhibicidn de la enzima topoisomerasa Il presente en la
cepa de levaduras SC7K(lys2-3). Dado que la sobrevida de las células ts14-16 es de 26%, se cree
que deberia estar involucrado otro mecanismo que genere citotoxicidad, ya que si no se
esperaria que la sobrevida de dichas células fuese préxima a 100%. El compuesto 1 no muestra

ese perfil de inhibicidn de la enzima topoisomerasa Il en la cepa JN362a. De todas formas para
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confirmar que este compuesto no presenta inhibicién de la enzima en esta cepa deberia ser
testeado a concentraciones menores que 1mM.

El compuesto 7 también presenta un perfil de inhibicion de la enzima topoisomerasa II
presente en la cepa de levaduras SC7K(lys2-3). Como el porcentaje de sobrevida de las células
ts14-16 es de 35%, también se cree que esta molécula puede presentar otro mecanismo de
accién que genere citotoxicidad.

El compuesto 5 no presenta un perfil de inhibicidn de la topoisomerasa Il. De todas formas
para confirmar los resultados obtenidos, se deberia testear el compuesto a concentraciones
menores.

Los compuestos 4 y 13 no presentan un perfil de inhibicién de la topoisomerasa Il.

5.2-Estudios de selectividad oxia - hipoxia de los derivados 7,10 y 13.

Con el fin de tener una aproximacién al mecanismo de accién de los nuevos derivados
generados en el presente trabajo de tesis (7, 10 y 13, figura 5.2.1), se realizan estudios de
interaccién con ADN (seccién 5.2.1) y de bio-reduccién en condiciones de normoxia/hipoxia
(seccién 5.2.2). De esta manera se busca comparar los diferentes agrupamientos quimicos

presentes en las cadenas laterales de los derivados generados.

NO, cl
i i
l N 0.
| X N ° | A RN
Br—— Br——
|
l NS . PN )
T Derivado 7 T Derivado 10
0 0
CHs
o
!

H
N N\S
Br—! O// \O
Z K:/ Derivado 13

o

Figura 5.2.1- Estructuras de los derivados de N°,N'"°-di6xido de benciloxi (7 y 10) y sulfonamida fenazina

(13).
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5.2.1-Evaluacion de la capacidad de interaccién con ADN

En trabajos previos' nuestro grupo de investigacion ha desarrollado derivados de N°,N°-
didxido de fenazina con capacidad de interaccién con ADN, determindndose el grado de

afinidad de los compuestos con la bio-molécula mediante espectroscopia de fluorescencia.

La técnica se basa en la capacidad intrinseca de los derivados N°,N"-diéxido de fenazina de
emitir fluorescencia. El heterociclo fenazina es un fluoréforo fuerte, tanto por la predominante
deslocalizacién electrénica, como por la presencia de heterodtomos en el anillo. Al excitar las
moléculas, estas absorben un fotén pasando a un estado energético excitado. Las moléculas
se desactivan regresando a su estado basal por fluorescencia. Otra via de desactivacién de las
moléculas para que decaigan a su estado basal es el agregado de una segunda molécula
desactivadora o quencher. El quencher (desactivador) forma un complejo con el fluoréforo,
modificando sus caracteristicas electrénicas. Esto permite que el retorno al estado basal tenga

lugar sin la emisién de fluorescencia®.

De esta manera los derivados de N°N°-diéxido de fenazina se incuban con diferentes
concentraciones de ADN, y se mide la emisién de fluorescencia. Si la molécula se intercala en el
ADN, éste actiia como quencher, disminuyendo la emisién de fluorescencia del derivado N°,N"°-

diéxido de fenazina. El fendmeno de quencher permite estudiar la interaccién de ADN con

moléculas que son potenciales agentes . 7
. . N CH
intercalantes, como el antitumoral azul de AN °
PRt 16 . Cl
toluidina”™ (figura 5.2.1.1).
HaCo Z
/N (% NH,
En el presente ensayo se incuban los derivados 7, HaC

10 y 13 con diferentes concentraciones de ADN de Figura 5.2.1.1- Estructura quimica del azul
timo de ternera que van desde ouM hasta 400uM. de toluidina

La incubacion se realiza en condiciones de normoxia, a 37°C por 30min. Se utiliza solucién
tampén fosfato pH=6 para simular las condiciones acidas del ambiente tumoral”. Como
control positivo se utiliza el agente intercalante azul de toluidina (TB)" (figura 5.2.1.1), y como
blanco las soluciones de ADN en ausencia de compuesto. Una vez finalizada la incubacién se
irradia a la muestra con la longitud de onda de maxima absorcidn y se registra su espectro de
emisioén. En las figuras 5.2.1.2, 5.2.1.3, 5.2.1.4 y 5.2.1.5 se muestran los espectros de emision del

azul de toluidina y de los derivados 7, 10 y 13.
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En el espectro de emisién del TB se observa un marcado descenso de la intensidad de

fluorescencia (If) a medida que aumenta la concentracién de ADN. Estos resultados reflejan
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claramente que la molécula se intercala en el ADN, y que este ultimo actia como quencher
disminuyendo la emisién de fluorescencia. Este mismo comportamiento puede observarse
para el derivado 10. Sin embargo esta apreciacidn no se observa en los espectros de emisién de
los derivados 7 y 13. En estos ultimos no se observa un descenso en la If a medida que aumenta
la concentraciéon de ADN. Estos resultados indican en una primera instancia que el derivado 7y

13 no interaccionarian con la bio-molécula.

A partir de los espectros de emisidn es posible determinar la longitud de onda maxima de
emision. Si se grafica la If a dicha longitud de onda en funcién de la concentracién de ADN, se
esperaria observar un grafico de saturacién para los compuestos que interaccionen con la bio-
molécula. Para determinar el grado de afinidad del TB y de los derivados 7, 10 y 13 con el ADN
se recurre al andlisis de Stern-Volmer. Este anadlisis se aplica a los primeros puntos gréfico,

donde todavia no se observa saturacién. La ecuacién de Stern-Volmer es If°/ If% = 1 + Ksv

[Q] If° es la intensidad de fluorescencia en ausencia de quencher, es decir en ausencia de ADN;
If® es la intensidad de fluorescencia en presencia de ADN, por este motivo se escribira If*"";
[Q] corresponde a la concentracién de ADN. La pendiente del grafico If% If*™ vs [ADN] se
denomina constante de Stern-Volmer (Ksv), y es una medida de la desactivacién que sufre el
compuesto por la bio-molécula'®. Esta constante esta directamente relacionada con la afinidad
que tiene el compuesto por el ADN.

En la figuras 5.2.1.6, 5.2.1.7, 5.2.1.8 y 5.2.1.9 se muestran los graficos de intensidad de

fluorescencia en funcién de la concentracién de ADN, y el grafico de Stern-Volmer, parael TBy

los diferentes derivados respectivamente.

68
L (a) Ksv=9,9x10%+9,4 x10* (b)
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Figura 5.2.1.6- Grdficos correspondientes al TB. (a) Grdfico de intensidad de fluorescencia a la longitud
de onda de mdxima emision (674nm) en funcién de la concentracién de ADN. (b) Crdfico de Stern-
Volmer, la pendiente corresponde Ksv.
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Figura 5.2.1.8- Grdficos correspondientes al derivado 10. (a) Grdfico de intensidad de fluorescencia a la
longitud de onda de mdxima emisién (550nm) en funcién de la concentracién de ADN. (b) Grdfico de
Stern-Volmer, la pendiente corresponde Ksv.
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Figura 5.2.1.9- Grdficos correspondientes al derivado 13. (a) Grdfico de intensidad de fluorescencia a la
longitud de onda de mdxima emisién (66onm) en funcion de la concentracion de ADN. (b) Grdfico de
Stern-Volmer, la pendiente corresponde Ksv.

En la figura 5.2.1.6 (a) se puede observar que el azul de toluidina, el cual se utiliza como control
positivo, tiene un comportamiento cldsico, ya que la intensidad de fluorescencia desciende de

forma pronunciada con concentraciones crecientes de ADN. Este comportamiento también se
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observa para el derivado 10 (figura 5.2.1.8, a). La Ksv calculada para el TB es 9,9 x 10°. Esta
constante es del mismo orden que la del derivado 10, cuya Ksv es 9.1 x 10>. Estos resultados
indicarian que ambos compuestos interaccionan con el ADN con el mismo grado de afinidad.
Por otro lado, en la figura 5.2.1.7 se puede observar el comportamiento del derivado 7, el cual
claramente no interacciona con la bio-molécula, ya que su comportamiento es muy diferente al
TB. Para compuestos que no interaccionan con el ADN se espera un grafico de If vs. [ADN]
constante, en donde el valor de Ksv es 1. En cambio, en el gréfico del derivado 7 se observa que
a medida que aumenta la concentracion de ADN aumenta la If hasta una concentracién de
ADN 60uM. Este comportamiento podria deberse a una agregacién del compuesto por
apilamiento, debido a interacciones T stacking entre las estructuras planas de los heterociclos
de fenazina. Este apilamiento dejaria de generarse a concentraciones de ADN mayores a
60pM, en donde la If disminuye. El hecho de que la If no disminuya al agregar la bio-molécula
es un claro indicador de que la misma no actia como quencher, mostrando que el derivado 7
no interacciona con el ADN. Por esta razén no se realiza para este compuesto el andlisis de
Stern-Volmer.

En la figura 5.2.1.9 se observa el comportamiento del derivado 13. Para este compuesto se
obtuvo una Ksv cuyo valor es 13,6 x 10>. Esta constante es mayor que la Ksv que se obtuvo
para el TB, que es el compuesto control. Estos resultados indicarian que el derivado 13
presenta mas interaccién con la bio-molécula que el TB. Sin embargo el grafico de If vs. [ADN]
para el derivado 13 (figura 5.2.1.9, a), no presenta un comportamiento clasico. Si se observa la If
para el rango de concentraciones de ADN desde opM a 6ouM, con excepcién del punto
correspondiente a 40uM, hay un descenso de la If con concentraciones crecientes de ADN. En
este rango la curva se asemeja al comportamiento del TB. La disminucién de la intensidad de
fluorescencia es minima si se compara con el control, pero hay que tener en cuenta que el
derivado 13 presenta una intensidad de fluorescencia intrinseca mucho menor que el TB (62,2 y
1.38 respectivamente).

La intensidad de fluorescencia del derivado 13 para las concentraciones de ADN 100puM, 200uM
y 400uM aumenta de manera significativa con respecto a concentraciones menores de ADN.
Este comportamiento no es el esperado, pero es predecible si se observa el espectro de
emisién (figura 5.2.1.5), ya que en el mismo se registra la menor If a una concentracién 6ouM de
ADN. Igual que lo que sucede con el compuesto 7, este comportamiento podria deberse a que
moléculas del derivado 13 interaccionen entre si por apilamiento, en este caso a altas
concentraciones de ADN. De esta manera no interacciona con la bio-molécula e incrementa su

intensidad de fluorescencia respecto a concentraciones de ADN menores.
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En resumen

De los tres derivados de N°,N-diéxido de fenazina estudiados, sélo el derivado 7 no presenta
interacciéon con el ADN. El derivado 13 presenta interaccion con el ADN en el rango de
concentraciones entre opyM y 60puM. A concentraciones mayores de ADN no se observa
interaccidn con la biomolécula. Se cree que esto puede deberse a un fenémeno de apilamiento
entre los heterociclos de fenazina. Este fendmeno se piensa que también lo sufre el derivado 7,
ya que aumenta su If a concentraciones crecientes de ADN. De todas formas para confirmar el
fendmeno de apilamiento son necesarios estudios mas profundos.

El derivado 10 mostré un comportamiento similar al TB, y los resultados indicarian que este

derivado interacciona con el ADN con un grado de afinidad similar al control.

5.2.2-Ensayo in vitro de bio-reduccién en condiciones de normoxia/hipoxia.

El ensayo in vitro de bio-reduccién se lleva a cabo para conocer si los derivados 7, 10 y 13, figura
5.2.1, pagina 82) pueden ser reducidos por la accién de enzimas celulares. El mismo se realiza
en condiciones de normoxia/hipoxia con el objetivo de conocer si estos derivados presentan
un perfil de bio-reduccidn selectivo en hipoxia. La realizacién de este ensayo sdélo fue posible
para el derivado 13, ya que con la metodologia empleada los compuestos 7 y 10 precipitaban en

la solucién tampdn utilizada.

El ensayo se realiza incubando al derivado 13 con tres fracciones celulares diferentes obtenidas
de un homogeneizado de hepatocitos de rata. La fraccién microsomal, enriquecida en enzimas
presentes en el reticulo endopldsmico; la fraccién citosdlica, enriquecida en enzimas
localizadas en el citosol; y fraccidn S9 que contiene enzimas presentes en el citosol y en la
mitocondria, pero en menor concentracién que las fracciones citosdlicas y mitocondriales
respectivamente. Utilizando estas tres fracciones celulares se tiene un amplio espectro de las
enzimas presentes en la célula, para asi detectar cualquier reduccidn enzimatica a la cual este
expuesto el compuesto. Algunas de las enzimas presentes en el homogeneizado que se han
identificado como responsables de la bio-reduccién de grupos N-6xido son: citocromo P450,

xantino oxidasa, DT-diaforasa y aldehido oxidasa'™™".

Las diferentes fracciones celulares se incuban con el derivado 13 por 30 min a 37°C en presencia
y en ausencia de oxigeno. Ademas se realiza un control en donde se incuban todos los
reactivos menos el derivado 13. El control se realiza para asegurarse que todo lo que se

siembra en la CCF corresponde a metabolitos extraidos de la bio-reduccién del derivado 13, y
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no a los reactivos. Posteriormente a la incubacidn, se inactiva la fraccidn y se extraen por
reparto los productos de metabolizacion. Se comparan los metabolitos con el producto

obtenido por reduccién quimica (derivado 14, pagina 65, figura 4.4.3) mediante CCF.

Hipoxia
Los resultados de la incubacién en condiciones de hipoxia se observan el la figura 5.2.2.1.

En los carriles se siembra:

1-  Incubacién con fraccion Sg

2-  Control en normoxia

3- Producto de reduccién
quimica (derivado 14)

4- Derivado 13

5- Incubacién con fraccién

citosdlica
6- Incubacion con fraccion
-’f—
microsomal
1 2 3 4 5 6 3 4

Figura 5.2.2.1- Resultados de la bio-reduccién en condiciones de hipoxia. La CCF se realiza en altiming;
CH,Cl,:MeOH, 99:1. Los circulos resaltan el metabolito obtenido por bio-reduccién que coincide en Rf con el
producto obtenido por reduccién quimica.

Los resultados obtenidos de la bio-reduccién en condiciones de hipoxia muestran que el
derivado 13 sufre reduccidén enzimdtica, por las enzimas presentes en las tres fracciones
celulares. En los carriles 1, 5y 6 se pueden observar los diferentes metabolitos obtenidos de la
reduccién enzimatica, aunque también se observa la presencia del derivado 13 sin reducirse. De
todos los metabolitos generados en la bio-reduccion se identifica al metabolito que coincide en
Rf con el producto obtenido por reduccién quimica (fenazina de oxigenada 14). El metabolito
identificado y el derivado 14 presentan un color similar a la luz visible, excepto en la fraccién
S9, el cual presenta un color mas amarillo (figura 5.2.2.1).

El control (carril 2, figura 5.2.2.1) no presenta ninguna mancha, esto indica que en las
extracciones no hay restos de reactivos que puedan aparecer en la CCF, y confundirse con
metabolitos bio-reducidos.

Para conocer de forma cualitativa si el metabolito generado se corresponde con el derivado 14

se revela con anisaldehido (figura 5.2.2.2).
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En los carriles se siembra:
1- Incubacién con fraccién S9
2-  Control en oxia
3- Producto de reduccidn
quimica (derivado 14)
4- Derivado 13
5- Incubacién con fraccién
citosdlica
6- Incubacién con fraccién
1 2 3 4 5 6 3 4 microsomal

Figura 5.2.2.2- Resultados de la bio-reduccién en condiciones de hipoxia. La CCF se realiza en aliming;
CH,Cl,: MeOH, 99:1, se revela con anisaldehido. Los circulos resaltan el metabolito obtenido por bio-
reduccién que coincide en Rf con el producto obtenido por reduccién quimica.

El revelado de la CCF con anisaldehido permite observar que el metabolito que coincide en Rf
con el derivado 14, revela el mismo color que el producto obtenido por reduccién quimica
(derivado 14). El color que presentan al revelar con anisaldehido es fucsia-violeta. Este
metabolito presenta el mismo color al revelado en las tres fracciones celulares (carril 1, 5y 6,
figura 5.2.2.2).

Estas observaciones indicarian que el metabolito presente en las tres fracciones celulares es el
mismo derivado de-oxigenado que el derivado 14. Por lo mismo se podria afirmar que hay bio-

reduccién en condiciones de hipoxia.

Normoxia

En condiciones de normoxia los resultados fueron muy similares a los obtenidos en la bio-

reduccién en condiciones de hipoxia (figura 5.2.2.3).
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(a) (b)

En los carriles se siembra:
o 1- Incubacion con fraccién
citosdlica
2- Incubacién con fraccidon
microsomal

3- Incubacién con fraccién S9
, 4- Derivado 13
5 5- Producto de reduccidn
quimica (derivado 14)

-
1 2 3 4

Figura 5.2.2.3- Resultados de la bio-reduccién en condiciones de normoxia. (a) CCF en alimina; CH,Cl,:
MeOH, 99:1, vista a la luz visible. (b) CCF revelada con anisaldehido. Los circulos resaltan el metabolito
obtenido por bio-reduccién que coincide en Rf con el producto obtenido por reduccién quimica.

Los resultados de la incubacién en normoxia muestran que el derivado 13 sufre reduccién
enzimatica. Al igual que en la bio-reduccién en condiciones de hipoxia, se obtienen varios
metabolitos de la reaccién y se observa la presencia del derivado 13 sin reducirse (figura 5.2.2.3
(a) carril 1, 2 y 3). Se identifica al metabolito que coincide en Rf con el derivado 14. En las
fracciones microsomal y citosdlica se observa que el metabolito y el producto de reduccién
quimica tienen un color a la luz visible similar. En la fraccién S9 no se distingue una marca como
en las otras fracciones (figura 5.2.2.3 (a), carril 3), aunque si se observa detenidamente se
puede ver una marca difusa color naranja palido, que se mezcla con el color rojo
correspondiente al derivado 13. Este color naranja palido es igual al del metabolito identificado
en las fracciones microsomal y citosdlica. Por lo tanto puede ser que el mismo también esté
presente en la fraccidn S9, pero no se puede determinar con claridad. Lo que sucede es que el

derivado 13 y el derivado 14 tienen un Rf similar en la CCF.

Para conocer cualitativamente si el metabolito obtenido por bio-reduccidn se corresponde con
el producto obtenido por reduccién quimica, se revela con anisaldehido (figura 5.2.2.3 (b)). El
revelado de la CCF con anisaldehido muestra al igual que el revelado en condiciones de hipoxia,
gue el metabolito identificado coincide en Rf con el derivado 14 revela el mismo color, un color
fucsia-violeta (figura 5.2.2.3 (b) carril 1, 2). Como se comentaba anteriormente la excepcién se
da en la fraccién S9 (figura 5.2.2.3 (b) carril 3), en donde no se observa una marca definida
correspondiente al metabolito. De todas formas si se observa con atencidn se puede ver una

marca del mismo Rf que el derivado 14 de color fucsia-violeta pero de forma difusa.
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Estas observaciones indicarian que el metabolito presente en las tres fracciones celulares es el

mismo derivado reducido que el derivado 14. Por lo mismo se podria afirmar que hay bio-

reduccién en condiciones de normoxia.

En resumen

Se observa que existe reduccidn enzimatica del derivado 13 en condiciones de hipoxia y de

normoxia. El metabolito generado en ambas condiciones, y presente en las tres fracciones

celulares se corresponde con el producto obtenido por reduccién quimica (derivado 14). Es

entonces que se concluye que la bio-reduccién del derivado 13 no es selectiva en hipoxia.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

En resumen

Se han podido sintetizar y caracterizar los derivados de N°,N"°-diéxido de
bencilamino (11), benciloxi (7 y 10) y sulfonamida fenazina (13), mediante
sintesis asistida por microondas y por via tradicional. Logrando reducir los
tiempos de reaccién y aumentado los rendimientos mediante la sintesis asistida
por microondas de los derivados 7,10 y 13.

Se sintetizé con rendimiento moderado el producto mono-reducido (14) del
derivado 13.

Se logrd la puesta a punto del ensayo de inhibicién de la topoisomerasa Il en
levaduras. De los compuestos ensayados se observé que los derivados 1y 7
presentan inhibicién de la enzima en la cepa SC7K(lys2-3).

Los derivados 10 y 13 presentaron interaccién con ADN, siendo la afinidad de
interaccidén igual o mayor a la que presenta el azul de toluidina. De esta manera
se observa que los agrupamientos 4-Cl-bencilo y 4-metilfenilsulfonamida
estarian involucrados en la interaccién con la bio-molécula.

En el estudio de la bio-reduccién en condiciones de oxia/hipoxia del derivado 13
se concluye que el mismo sufre bio-reduccién en ambas condiciones, por lo

cual no presenta selectividad en hipoxia.

Compuestos Resultados

+Zz——0!

10—2t

OH

+zZz—0!

/

Presenta inhibicion de la enzima

\

topoisomerasa Il en la cepa de levaduras

SC7K(lys2-3).

10—21

NO: Presenta inhibicion de la enzima

o topoisomerasa Il en la cepa de levaduras
SC7K(lys2-3).
No interacciona con el ADN.
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10

“ No se ensay6é como inhibidor de la enzima

0
N nL o topoisomerasa Il en el modelo de levaduras.
X
- _ Presenta interaccion con ADN.
N
é

CHs No es inhibidor de la enzima topoisomerasa

Q

Il en el modelo de levaduras.

+Z—

u
TR

Br—i— A\ P ; : 8
I & o resenta interaccion con ADN.

13

(|), Sufre reduccién enzimatica, no siendo

selectivo en condiciones de hipoxia.

Perspectivas

Los derivados que presentan inhibiciéon de la enzima topoisomerasa Il en levaduras,
son derivados de N°,N"“-diéxido de hidroxi (1) y benciloxi (7) fenazina. Estos
compuestos poseen una estructura fenazina en comun, la cual tiene un dtomo de
bromo en la posicién 7(8), y un atomo de oxigeno en la posicidn 2. Estas caracteristicas
comunes, es decir, el esqueleto fenazina, podria ser quien esté involucrado en el
mecanismo de inhibicién de la enzima. Este mecanismo de inhibicidn no estaria dado
por la intercalacién del esqueleto fenazina en el ADN, ya que estudios anteriores al
presente trabajo de tesis sugieren que el compuesto 1 no es buen agente intercalante.
A su vez el compuesto 7 no presenta interaccion con ADN. Por lo tanto estos
compuestos podrian ser venenos de la topoisomerasa Il no intercalantes o inhibidores
cataliticos. De todas formas habria que realizar estudios mas profundos para poder
elucidar este hecho.

El derivado 10 al igual que el compuesto 7 es un derivado de N°,N"’-diéxido de benciloxi
fenazina. Este derivado a diferencia del derivado 7 presenta interaccién con ADN. Esta
propiedad estaria asociada al agrupamiento 4-clorofenilo que se encuentra en su
cadena lateral. Como perspectiva seria interesante incluirlo en el ensayo de inhibicién,
para asi determinar si es inhibidor de la enzima, y en el caso de serlo si la propiedad de
interaccién con ADN podria interferir positiva o negativamente a la inhibicion.

El derivado 13 presenta interaccidon con ADN. Esta propiedad podria estar asociada al

agrupamiento 4-metilfenilsulfonamida que se encuentra en su cadena lateral. Seria
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promisorio continuar trabajando con este derivado, generando modificaciones
estructurales a nivel del esqueleto fenazina para lograr la selectividad de bio-reduccién
en condiciones de oxia/hipoxia. De esta forma podria generar citotoxicidad por
intercalacion en el ADN y por la generacidn de especies citotdxicas bajo condiciones

hipdxicas.
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MATERIALES Y METODOS

7-1-Sintesis y caracterizacion espectroscopica

Los disolventes se destilan previo a su uso. Se utilizan reactivos comerciales: ALDRICH,
JANSSEN, MERCK, FLUKA, entre otros. El avance de las reacciones y la pureza de los productos
se examinan por cromatografia en capa fina (CCF). Se utiliza silicagel o alimina con indicador
fluorescente en placas de poliéster o de aluminio. Los cromatogramas se revelan por alguno
de los siguientes métodos: exposicidn a la luz ultravioleta a 254 nm, asperjado con una mezcla
de etanol:dcido sulfurico:anisaldehido (95:4:1) (v/v/v) y posterior quemado, exposicién a
vapores de yodo. Para las cromatografias en columna (CC) se utiliza silicagel (Merck, 60-230
mesh).

Las reacciones mediante sintesis asistida por microondas se realizan en un reactor de digestion
enzimatica WX-4000, EU Chemical instruments.

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 deuterados utilizados son:
dimetilsulféxido, cloroformo. Los desplazamientos quimicos se expresan en ppm, las
multiplicidades se designan como: s singulete, d doblete, t triplete, ¢ cuarteto, m multiplete, sa
sefial ancha. Las secuencias de pulsos de los experimentos HMQC, HMBC, utilizados son los
disponibles en el software del equipo. Los espectros de masa (EM) se realizan en un
espectrémetro de masas SHIMADZU GC-MS QP 1100 EX. Se realizan ionizaciones de la muestra

por impacto electrénico a 70eV.

Preparacién de derivados de 1-6xido de benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazol "

Se afade la 2-nitroanilina correspondiente (177 mmol) a una mezcla de hidréxido de sodio (17
mmol) en etanol (50 mL). Se agita la suspensién durante 5 min, se enfria en bafio de hielo y se
afnade una solucién de hipoclorito de sodio (30 mmol). El sélido obtenido se filtra y se lava con

etanol frio. El sélido resultante es filtrado y secado a vacio a 20 °C.

Preparacién de derivados de N°,N"°-diéxido de 2(3)-hidroxifenazina*>, 1-3.

Bajo atmdsfera de nitrégeno, se prepara metdxido de sodio disolviendo 3.9 mmol de sodio en
25 mL de metanol anhidro, en bafo de hielo a -5 °C. Por otro lado, se disuelve en 5 mL de
metanol anhidro y 30 mL tetrahidrofurano anhidro, 20 mmol del 1-6xido de benzo[1,2-c]1,2,5-

oxadiazol correspondiente y 20 mmol de p-hidroxifenol, en bafio de hielo a -5 °C bajo
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atmdsfera de nitrégeno. La mezcla anterior se vuelca lentamente sobre la solucién de
metodxido de sodio a -5 °C. Se agita a temperatura ambiente durante 24 h y posteriormente se
mantiene a -20 °C por otras 24 h. El sélido resultante se filtra y se lava exhaustivamente con

hexano hasta obtener un sélido cristalino.

Preparacién de derivados de N°,N"°*-diéxido de 2(3)-aminofenazina*>, 4 y 5.

Bajo atmdsfera de nitrégeno, se prepara metéxido de sodio disolviendo 3.9 mmol de sodio en
25 mL de metanol anhidro, en bano de hielo a -5 °C. Por otro lado, se disuelve en 5 mL de
metanol anhidro y 30 mL tetrahidrofurano anhidro, 20 mmol del 1-6xido de benzo[1,2-c]1,2,5-
oxadiazol correspondiente y 20 mmol de p-aminofenol, en bafio de hielo a -5 °C bajo
atmdsfera de nitrégeno. La mezcla anterior se vuelca lentamente sobre la solucién de
metodxido de sodio a -5 °C. Se agita a temperatura ambiente durante 24 h y posteriormente se
refrigera a -20 °C por otras 24 h. El sdlido resultante se filtra y se lava exhaustivamente con

hexano hasta obtener un sdlido cristalino.

Preparacién del derivado de N°,N"*-diéxido de 7(8)-bromo-2-[2-(4-nitrobencil-1-il)Joxifenazina,
7"

A una disolucién de 0.65 mmol de N°,N"-diéxido de 7(8)-bromo-2-hidroxifenazina en CH;CN se
adicionan 0.65 mmoles de bromuro de 4-nitrobencilo y 0.65 mmol de K,CO;. El agregado se
realiza en un vial de microondas a temperatura ambiente. El microondas se programa a 120°C,
5atm, 300watts. El tiempo de reaccién es de 22 min. Posteriormente, se extrae con acetato de

etilo/acido clorhidrico, obteniendo en la fase orgénica un producto que se purifica por CC (SiO,,

acetato de etilo:hexanos; 6:4) que se corresponde con el producto deseado.

Preparacion del derivado de N°,N"-diéxido de 7(8)-bromo-2-[2-(4-clorobencil-1-il)Joxifenazina,
10°.

A una disolucién de 0.81 mmol de N°,N"-diéxido de 7(8)-bromo-2-hidroxifenazina en CH;CN se
adicionan 0.81 mmol de cloruro de 4-clorobencilo, 0.81 mmol de K,CO;, 0.81 mmol de 18-C-6 y
0.081 mmol de ioduro de tetrabutilamonio. El agregado se realiza en un vial de microondas a
temperatura ambiente. El microondas se programa a 120°C, 8atm, 700owatts. El tiempo de
reacciéon es 20 min. Posteriormente, se extrae con acetato de etilo/acido clorhidrico,

obteniendo en la fase organica un producto que se purifica por CC (SiO,, acetato de

etilo:hexanos; 6:4) que se corresponde con el producto deseado.
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Preparacion del derivado de N°,N"-di6xido de 7(8)-cloro-2-[2-(4-clorobencil-1-il) Jaminofenazina,
1.

A una disolucién de 0.19 mmol de N°,N"-diéxido de 7(8)-cloro-2-aminofenazina en CH;CN se
adicionan 0.19 mmol de cloruro de 4-clorobencilo, 0.19 mmol de K,CO;, 0.19 mmol de 18-C-6 y
0.019 mmol de ioduro de tetrabutilamonio. El agregado se realiza en un vial de microondas a
temperatura ambiente. El microondas se programa a 120°C, 8atm, 700owatts. El tiempo de
reacciéon es 20 min. Posteriormente, se extrae con acetato de etilo/acido clorhidrico,
obteniendo en la fase organica un producto que se purifica por CC (SiO,, acetato de

etilochexanos; 6:4) que se corresponde con el producto deseado.

Hiz
Hio Cl
Hg Hy Hg
N
Cl
A His Hg
P~ Hiz
Hy, Hs cl
Hg Hy He

N°,N"°-diéxido de 7(8)-cloro-2-[2-(4-clorobencil-1-il) Jaminofenazina, 11. Proporcién 7-isémero:8-

Ha

+Z—0!
+Z2—0!
T

/

Hig

T
Iy

Hs

0—2z1
0—2Z1

Hy

isémero (5.6:4.4). Rendimiento 7%. Sdlido violeta. MS, m/z (%): 368 (M- O., 1.00), 257 (1.00), 245
(2.50). '"H RMN 7-isémero (CDCl;, 400MHz) &: 4.50 (1H, s, Hy,), 7.22-7.36 (2H, m, H,, +H,3), 7.63-
7.72 (2H, m, H, +H;), 7.99-8.03 (2H, m, H¢ + Hs), 8.61-8.68 (1H, m, H,), 8.54 (1H, d, Hy J=9.2Hz). 'H
RMN 8-isémero (CDCl;, 400MHz) &: 4.73 (1H, s, Hyy), 7.22-7.36 (2H, m, H,, +H3), 7.63-7.72 (2H, m,
H,+H;), 7.99-8.03 (2H, m, H¢ + H,), 8.61-8.68 (2H, m, H, + Hy).

Preparacién del derivado de N°,N"“-diéxido de 7(8)-bromofenazina-2-(4-metil-fenil)
sulfonamida, 13.

Sintesis por via tradicional. Bajo atmdsfera de nitrégeno se afiaden 0.33 mmol de N°,N™-
diéxido de 7(8)-bromo-2-aminofenazina y 0.33 mmol de cloruro de p-toluensulfonilo en 1 mL de
CH,CN a temperatura ambiente. La mezcla se coloca en bafio de hielo a -5°C, para la adicién de
3.3 mmoles de piridina. Luego se deja a temperatura ambiente por 5.5 h. Posteriormente, se
realiza una extraccidn con acetato de etilo/acido clorhidrico, obteniendo en la fase orgénica un
producto que se purifica por CC (SiO,, acetato de etilo:hexanos; 7:3) que se corresponde con el

producto deseado.
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Sintesis asistida por microondas. Se afiaden 0.16 mmol de N°,N"-diéxido de 7(8)-bromo-2-
aminofenazina y 0.16 mmol de cloruro de p-toluensulfonilo en 3mL de CH;CN, en un vial de
microondas a temperatura ambiente. El microondas se programa a 120°C, 8atm, 700owatts. El
tiempo de reaccién es 20 min. Para obtener el producto deseado el crudo se purifica por CC

(SiO,, acetato de etilo:hexanos; 7:3).

Hip  His
Hip His Hig
Hig Hiyg
Hi 0 H
Hg o Hy His Ho T Hy 13
H
B ,L N Hg N N
' X ~ X \S Hiz
S\ Hio //\
VAR g Yo |
L Hip + 1
H7 T Hs Br T Hs
He o Hy He ] Hy

N°,N"°-diéxido de 7(8)-bromofenazina-2-(4-metilfenil)sulfonamida, 13. Proporcién 7-isémero:8
isémero (5.2:4.8). Rendimiento sintesis por via tradicional 5%. Rendimiento sintesis asistida por
microondas 15%. Sélido naranja. MS, m/z (%): 461 (M+., 5.16), 445 (1.35), 304 (100), 288 (32.26).
"HRMN 7-isémero (DMSO-d6:D,0 (1:1), 400MHz) &: 2.38 (3H, s, H;3), 7.38-7.42 (3H, m, H, +H,),
7.52-7.54 (1H, m, H;), 7.72-7.71 (1H, m, Hs), 7.86 (2H, d, Hy, J=8.4Hz), 8.27-8.31 (3H, m, H, + He +
Hy), ). 'H RMN 8-isémero (DMSO-d6:D,0 (1:1), 400MHz) &: 2.35 (3H, s, H;3), 7.38-7.42 (3H, m, H,,
+H3), 7.52-7.54 (1H, m, H,), 7.86 (2H, d, Hy, J=8.4Hz), 7.91-7.94 (2H, m, H, +H,), 8.27-8.31 (1H, m,
Ho), 8.54 (1H, d, He, J=2Hz). ®C RMN: (ambos isémeros) (HSQC-HMBC) (DMSO-d6:D,0 (1:1),
100MHz) &: 21.54, 128.96, 128.97, 129.02, 129.05, 129.07, 129.10, 129.15, 129.25, 129.93, 129.94,
129.96, 129.99, 131.00, 131.11, 131.15, 131.30, 131.40, 131.50.

Preparacion del derivado de N*-6xido de 7(8)-bromo fenazina-2-(4-metilfenil) sulfonamida, 14.

Se disuelven 0.087mmol del derivado de N°,N"’-diéxido de 7(8)-bromo fenazina-2-(4-metilfenil)
sulfonamida en una solucién de acido clorhidrico concentrado (0.06 mL) en metanol (2.7 mL),
a temperatura ambiente. Se agregan 0.35mmol de ditionito de sodio. La reaccidn se agita a
temperatura ambiente por 3 h, hasta verificar ausencia del reactivo. Se evapora el disolvente a
vacio y se trata el residuo con una solucidn saturada de bicarbonato de sodio, se extrae con
acetato de etilo y el disolvente se destila a vacio. El residuo es purificado por CC (SiO2, acetato

de etilo: hexano; 7:3).
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Hi,  His Hi,  His
His His
_ Hip _ Hia
Hy o Hy His Hg o Hy Hig
| g ! ! §
Br N N 8 "
> \S N Hip N \/S\ Hio
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= Hi = Hiy
Hy N Hs Br N Hz
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N° -6xido de 7(8)-bromo fenazina-2-(4-metilfenil) sulfonamida, 14. Proporcién 7-isémero:8
isémero (5.6:4.4). Rendimiento 45%. Sélido amarillo-naranja. MS, m/z (%): 446 (M+., 100), 289
(32), 124 (8). 'H RMN 7-isémero (DMS0-d6:D,0 (1:1), 400MHz) &8: 2.34 (3H, s, H3), 7.36-7.39 (3H,
m, H, +H,), 7.63-7.67 (1H, m, H3), 7.76-7.77 (1H, m, Hs), 7.84-7.98 (5H, m, H,+ H,+ Hg+H,). 'H RMN
8-isémero (DMSO-d6:D,0 (1:1), 400MHz) 6: 2.37 (3H, s, Hy3), 7.36-7.39 (3H, m, H,, +H;), 7.63-7.67
(1H, m, H,), 7.84-7.98 (5H, m, H,+H,+H,+H,), 8.28 (1H, d, He, J=2.4Hz). *C RMN: (ambos
isomeros) (HMQC-HMBC) (DMSO0-d6:D,0 (1:1), 100MHz) &: 22.55, 125.96, 127.48, 127.76, 128.50,
129.20, 129.55, 129.73, 129.91, 129.95, 130.37, 130.41, 131.27, 131.41, 131.46, 131.47, 133.84, 134.05,
134.34.

7.2 Estudio tedrico de las propiedades esteroelectrénicas de los derivados de N,N’-diéxidos de
fenazina

Los mapas de densidad electrénica mapeada sobre potencial electrostatico y el cdlculo de las
cargas Mulliken sobre los dtomos nucledfilos se realizan en el programa Spartan 4.0. Se realiza
una budsqueda conformacional por mecdnica molecular y optimizaciéon de geometria utilizando

el método semiempirico AM1.

7.3 Ensayo de inhibicién de la enzima topoisomerasa Il en levaduras Saccharomyces cerevisiae
Cepas de levaduras: Se utilizan cuatro cepas de levaduras diferentes.

e SC7K(lys2-3) salvaje para el gen de la topoisomerasa Il.

e ts14-16, atop(2-1)(lys2 ade1 ade2 gal1 his7 ura1 tyr1) mutante para este gen.

e JN362a (urasz-52 leu2 trp1 his7 ade1-2 ISE2)

e JN362at2-1(urasz-52 leu2 trp1 his7 ade1-2 ISE2 top2-1)
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Las cepas JN362a y JN362at2-1 son isogénicas, salvaje y mutante para el gen de la
topoisomerasa |l respectivamente. Todas las cepas de levaduras se conservan en tubos con

agar inclinado a 4°C.

Medios de cultivo.

YPD: 1% extracto de levadura (US Biological, Cleveland, Ohio, USA), 2% bactopeptona (US
Biological, Cleveland, Ohio, USA) y 2% dextrosa (Sigma, St Louis, Illinois, USA).

YPDA (medio sélido): medio YPD mas 2% de agar (US Biological, Cleveland, Ohio, USA).

Preparacion de las levaduras. Las cepas de levaduras se conservan en tubos con agar inclinado

a 4°C. La preparacién de las mismas para el ensayo consta de dos etapas: un primer pasaje (1p),
y un segundo pasaje (2p). El primer pasaje se realiza tomando con un anza una muestra de
levaduras presentes en el agar inclinado, y colocando esa muestra en un medio YPD. El primer
pasaje puede utilizarse entre las 24 horas y los 7 dias de preparado. El segundo pasaje se
realiza a partir del primer pasaje. Previo a la realizacién del segundo pasaje se cuentan las
células del primer pasaje en una cdmara cuenta células de Neubauer. Una vez conocida la
concentracion de células del primer pasaje, se calcula el volumen de células que va a agregarse
al segundo pasaje, para obtener la concentracién celular necesaria para iniciar el tratamiento.
Este cdlculo se realiza mediante la ecuacién a y b (figura 7.3.1). En la ecuacién a se calcula N,
que es el nimero de células inicial/mL que se requiere en el segundo pasaje, a partir de
diferentes parametros. N es la concentracidon de células/mL que se requiere para iniciar el
tratamiento, es entre 5x10° y 1x10’, ya que en ese rango las células se encuentran en fase
exponencial. Los pardmetros t/TGC hacen referencia al nimero de ciclos de divisién que van a
completar las células en un tiempo determinado, este tiempo es arbitrario y es el tiempo (t)
entre la realizacidn del segundo pasaje y la realizacién del tratamiento, TGC es el tiempo de

generacion celular.

a- N=N, x 2"™¢

b- [células/mL]1p x V, =Ny x V,

Figura 7.3.1-Ecuaciones para el cdlculo de la concentracién celular necesaria para iniciar el
tratamiento.

a-Cdlculo de N,, para conocer la concentracién inicial que se requiere en el segundo pasaje. b- Cdlculo
para conocer el volumen que se agrega al segundo pasaje desde el primer pasaje. [células/mL]1p es la
concentracion celular del primer pasaje, V1 es el volumen a tomar del primer pasaje para colocar en el
segundo pasaje, V2 es el volumen de YPD del segundo pasaje.
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Una vez realizado el 2p y esperado el tiempo calculado, se cuentan las células en la cdmara de
Neubauer, si la concentracién del 2p se encuentra entre 5x10°- 1x10” células/mL se comienza el

tratamiento.

Preparacion de los productos. EI compuesto 1 para la puesta a punto se disuelve en PEG 6000.
Posteriormente los productos se disuelven en DMSO (dimetilsulféxido), a excepcion del
farmaco etopdsido que se encuentra en su preparaciéon farmacéutica cuya concentracion es
10omg/smL. Al preparar las soluciones en DMSO, se considera que el volumen final que se
permite agregar de esta solucidn al tratamiento es 0.1mL, ya que se trabaja con un porcentaje

de DMSO de 5%.

Tratamiento. En tubos estériles de 10mL se colocan 1.5mL de células del 2p, 400pL de agua
destilada y 10opL de la solucién del producto a ensayar. Para compuestos que se utilizan a
concentracion 1mM, la solucién madre en DMSO es de 20mM; y para compuestos que se
utilizan a concentracién 0.1mM, la solucién madre en DMSO es de 2mM. En el ensayo siempre
se realiza un control con células sin tratamiento, el cual contiene 1.5mL de células del 2p, 400pL

de agua destilada y 10opL de DMSO.

Las células se incuban por 6omin a diferentes temperaturas, las mismas se muestran en la tabla

7.3.1.
Temperatura de
Cepa de levadura Tabla 7.3.1-Temperatura de incubacién de las
incubacién .
diferentes cepas de levaduras en el
tratamiento.
SC7K(lys2-3) 30°C
ts14-16 22°C
JN362a 30°C
JN362at2-1 30°C

Posteriormente se realizan dos lavados con agua destilada. Se descarta el sobrenadante y se
resuspende el pellet en agua destilada. En cada lavado se centrifuga a 5000rpm por 4min.

Finalmente se realizan diluciones 1/10000 para el control y 1/1000 para las muestras tratadas.
De las muestras diluidas se toman 200 yL y se siembran en placa de petri las cuales contienen

medio YPDA. Se siembran tres placas por muestra. Las muestras se realizan por duplicado.
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Tratamiento de datos. Las células que crecen en las placas de petri se cuentan a los 3 dias de
realizado el tratamiento. A veces como las células mutantes de esta enzima presentan un
crecimiento mas lento que las células salvajes, se recuentan a los 6 dias de realizado el
tratamiento. El porcentaje de sobrevida se calcula como el cociente entre las células que
crecieron bajo tratamiento sobre las células que crecieron en el control x 100. El andlisis

estadistico se realiza con el método de distribucién binomial, con un intervalo de confianza de

95%.

Curvas de crecimiento. A las cuatro cepas de levaduras se les realiza un primer pasaje tomando

con un anza una muestra de las mismas, las cuales se encuentran en tubos de agar inclinado, y
colocando las muestras en medios YPD independientes. Para realizar las curvas de crecimiento
se toman muestras por duplicado a los tiempos o, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14 horas de realizado el
primer pasaje. Las células se fijan en formol al 10% para su posterior recuento. El andlisis de los

resultados se realizada segin el método de desvio estandar.

7.5-Evaluacién de la capacidad de interaccién con ADN”®

Se prepara una solucién madre de ADN 2,5mg/mL, disolviendo 12,5mg de ADN puro de timo de
ternera (Sigma Chemical Co., USA) en 5,0mL de buffer fosfato (5o0mM; pH 6,0). La solucién se
mantiene en agitacion a 4°C durante 16 h. A partir de esta solucién se hacen las
correspondientes  diluciones. Las medidas de fluorescencia se registran en un
espectrofotdmetro Varioskan Flash 2.4.1.

Para los estudios de quenching el compuesto se disuelve en DMSO y su concentracion se
mantiene constante (20uM), la concentracion de DMSO en el posillo es de 20%. La
concentracién de ADN varia en un rango de 0 a 400uM, se mantiene constante el volumen de
la solucién completando con buffer hasta un volumen final de 200pL.

Se incuba el compuesto con el ADN a 37°C durante 30 min y luego se procede a realizar las
medidas. Los espectros de emisidn se registran entre 320 nm y 840 nm, excitando a la longitud
de onda de absorcién maxima, con un ancho de banda de 12nm. Todas las lecturas se realizan

por triplicado.
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7-4- Ensayo in vitro de bio-reduccién en condiciones de normoxia/hipoxia’

El producto se disuelve en DMSO (40 pM) y se incuba durante 30 minutos a 37°C, en buffer
fosfato (0.1M, 1.5 mM EDTA, pH 7.4) con fracciones microsomales, citosdlicas o S9 obtenidas
del homogeneizado de higado de ratas Wistar de 3 semanas de 200g de peso corporal
(1mg/mL) y un sistema generador de NADPH (1.3 mM MgCl2, 40 uM NADP+, 3.5 mM glucosa-6-
fosfato, o.5U/mL glucosa-6-fosfato deshidrogenasa). La bio-reducciéon en condiciones de
hipoxia simulada se realizé gaseando con nitrégeno previamente la mezcla de reaccién
durante 20 min.

La reaccidn se detiene agregando 400 pL de metanol. Los productos se aislan realizando tres
extracciones con 400 pL de acetato de etilo. El disolvente organico se destila a vacio y se
resuspende en un volumen minimo de acetato de etilo.

Los productos se identifican por cromatografia en capa fina (CCF). Se realiza una CCF (SiO2,
acetato de etilo:hexano 1:1), en ella se siembra toda la reaccién resuspendida en un volumen
minimo de acetato de etilo. Se comparan los productos obtenidos con patrones de posibles
productos resultantes de la bio-reduccién previamente sintetizados. Las CCF se revelan con luz

UV o anisaldehido.
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