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“The one who follows the crowd
will usually go no further than the crowd.
Those who walk alone are likely to find
themselves in places no one has ever been before”.

Albert Einstein
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RESUMEN

El cancer es una enfermedad multifactorial que determina millones de muertes anuales a nivel
mundial. En Uruguay es el responsable del 25% de las muertes. A pesar de que el cdncer ha
sido estudiado por afios desde diferentes aspectos tanto bioldgicos como bioquimicos, aun no
se ha descubierto un tratamiento eficaz y seguro para el mismo.

Los tumores solidos se caracterizan por la formacidn de una masa celular que tiene
caracteristicas bioldgicas Unicas como resultado de la insuficiente neovascularizacion.

El sistema vascular inadecuado en los tumores sdlidos lleva al desarrollo de poblaciones
celulares distantes de los vasos sanguineos y como consecuencia son hipdxicas. A pesar de que
la hipoxia tumoral es un problema al conferir resistencia a las terapias antitumorales actuales,
en las circunstancias apropiadas puede ser visto como una ventaja. Esto llevé al desarrollo de
un grupo especial de agentes citotdxicos conocidos como citotoxinas selectivas en hipoxia.

Las citotoxinas selectivas en hipoxia, también conocidas como profarmacos bioreducibles,

son compuestos inactivos per se que se reducen quimica o enzimdticamente in vivo a un
intermedio, farmaco, siendo este proceso reversible en presencia de oxigeno. Asi el
confinamiento de la hipoxia en el tumor sélido y el desarrollo de citotoxinas sensibles al
oxigeno hacen que la hipoxia tumoral pase de ser un problema potencial para el tratamiento
del cancer a ser una ventaja para la terapia.

En el presente trabajo se buscé determinar si las cadenas laterales de una familia de derivados
de fenoxi y feniletenilfenazina generaban interaccién con ADN. Para completar el estudio de
relacidon estructura-actividad se decidid ampliar la familia de compuestos de derivados de
N’ N*°-didxido de fenazinas como agentes bio-reducibles en hipoxia capaces de interaccionar
con el ADN. Los nuevos compuestos fueron sintetizados de tal manera de que las
modificaciones pudieran dar informacién sobre la influencia de la sustitucién del grupo
hidroxilo de la fenazina con cadenas hidroxialquilicas.

De los derivados ensayados, la mayoria evidenciaron una interaccidon con el ADN. Se observé
una actividad de corte de hebras que fue diferencialmente potenciada por todos los
sustituyentes, a excepcién del sustituyente ftalimidilpropil. Dentro de los sustituyentes, el 4-

aminoguanidonilfenoxi, fue el que causé una mayor degradacién del ADN.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 Aspectos generales del cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, aproximadamente un
tercio de la poblacién desarrolla esta enfermedad durante su vida. Cancer es un término
genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que tienen la potencialidad de afectar
a cualquier parte del organismo.' Ya se han descrito mas de 200 variedades de cancer que
afectan diferentes érganos y tejidos y requieren tratamientos muy variados. La incidencia en
los diferentes tipos de cancer varia mucho entre diferentes paises. Estas diferencias no son de

caracter hereditario sino mas bien ambiental.?

A pesar de que se han descrito cambios epigenéticos que modifican la expresién génica
causando cancer®, la conexién entre el cancer y los factores ambientales sugiere que la
mayoria de los cdnceres son originados por agentes que producen cambios en la informacion
genética de una célula. Las células normales actian en conjunto para controlar su crecimiento
y otras propiedades en balance con todo el organismo. Estas son estrictamente reguladas por
una variedad de procesos’. Las mutaciones genéticas causan que algunas células evadan el
estricto control del desarrollo celular y comiencen a propagarse a expensas de las células
vecinas, comprometiendo el crecimiento, la division de las células normales y la supervivencia
del organismo. Los genes cuya mutacién puede dar lugar al cancer se clasifican en oncogenes y
genes supresores de tumores. Los primeros corresponden a aquellos en los que la mutacion
tiene un efecto dominante, mientras que los genes supresores de tumores deben sufrir una
mutacién en ambos cromosomas para dar lugar a la transformacién maligna®.

La mutacion en el ADN debe ocurrir en un lugar que no desencadene la muerte celular, que
genere un cambio de comportamiento y que conduzca a una adaptacidn que le permita a la
célula tumoral competir con ventaja frente al resto de las células del organismo’. Estas
mutaciones genéticas causan una pérdida en la fidelidad de replicacién, reparacién y
segregacion de los cromosomas durante el ciclo celular®. Cuando esto sucede, las células no
mueren y células nuevas se forman cuando el cuerpo no las necesita. Como se muestra en la
figura 1.1, esta proliferacion celular descontrolada de células mutantes puede resultar en la

formacion de una masa celular conocida como tumor o tumor sélido®.
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Figura 1.1- Pérdida del control del crecimiento celular normal. Extraido de’.

No todos los tumores causan cancer y pueden clasificarse segln su origen y naturaleza. Si las
células tumorales permanecen agrupadas en una masa Unica se dice que el tumor es benigno.
Las células al estar confinadas no se diseminan a otras partes del cuerpo y generalmente se
puede conseguir la curacion completa extrayendo la masa tumoral mediante cirugia. Por el
contrario si las células tumorales pueden invadir tejidos cercanos y diseminarse a otras partes
del cuerpo, el tumor se considera maligno y éste es capaz de dar origen a la enfermedad del
cancer. La capacidad invasora implica, generalmente, la habilidad de liberarse, entrar en el
torrente sanguineo o en los vasos linfaticos y formar tumores secundarios o metastasis en
lugares diferentes al del tumor primario®. En nuestro organismo existen distintos tipos de
células y a pesar de que cualquiera de ellas puede potencialmente originar un tumor, el 90%
de los tumores son generados por células epiteliales, denominandose carcinomas. Los otros
tipos mayoritarios de canceres son los sarcomas, derivados de células de tejidos conectivo o
muscular, las leucemias, linfomas y mielomas, originados por células de la sangre y los

neuroblastomas y gliomas, que derivan de células del sistema nervioso’.
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Epidemiologia

En el afio 2008, cerca de 12.7 millones de nuevos casos y 7.6 millones de muertes se
produjeron por cancer mundialmente™.

En Uruguay, los tumores malignos constituyen la segunda causa de muerte detras de las
enfermedades cardiovasculares, dando cuenta actualmente de mas del 24 % de todas las
defunciones anuales™.

Como se muestra en la figura 1.2 los tipos de canceres mas frecuentes y de mayor mortandad,
en hombres y mujeres uruguayos entre los afios 2004 y 2008 y segun el Registro Nacional de

Cancer, son el cancer de pulmén y prdstata en el hombre y el cancer de mama en la mujer'*.

HOMBRES INCIDENCIA MORTALIDAD

PROSTATA

PULMON

COLO-RECTO

VEJIGA

ESTOMAGO

RINON

BUCOFARINGE

LINFOMA NO HODGKIN

PANCREAS

ESOFAGO

MUJERES INCIDENCIA MORTALIDAD

MAMA

COLO-RECTO

CUELLO UTERINO

PULMON

CUERPO UTERINO
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TIROIDES
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40 60 80

Figura 1.2- Incidencia del cancer en hombres y mujeres uruguayos entre 2004 y 2008. Se expresa la tasa (tasa

ajustada por edad a la poblacién mundial estandar expresada en casos x 100000) de incidencia ajustada a la
o 11

poblacion™.
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A pesar de haber sido estudiado por afios, todavia no se ha descubierto un tratamiento eficazy
seguro para el mismo. Los tratamientos actuales incluyen la remocidn quirudrgica de tumores,
la radioterapia y la quimioterapia, pero cuando aparecen multiples metdstasis, estas
aproximaciones terapéuticas se vuelvan inefectivas™. Entre los agentes quimioterdpicos para
el tratamiento de tumores sélidos, se reconoce la ciclofosfamida, el paclitaxel y el cisplatino,
pero estos presentan un grado de selectividad por las células tumorales muy reducido™. Las
diferencias tan sutiles entre una célula tumoral y una normal hacen que la erradicacion
selectiva de las células tumorales sea una tarea muy complicada y resultan en un desafio

importante para la busqueda de nuevos agentes quimioterapicos.

1.2 Hipoxia tumoral

Los tumores sélidos forman mas del 90% de los cidnceres presentes en humanos. Cuando el
tumor comienza a diseminarse, éste debe establecer su propio suministro de sangre a través
de la estimulacién del crecimiento de células de los vasos sanguineos que rodean al tumor.
Este proceso es conocido como angiogénesis'. Los nuevos vasos sanguineos formados en el
tumor tienen caracteristicas muy diferentes a los de la vasculatura normal. Mientras que los
tejidos normales tienen vasos sanguineos uniformes y lo suficientemente cerca unos de otros
para poder oxigenar todo el tejido, los vasos sanguineos de un tumor son altamente
irregulares y tortuosos, con derivaciones arteriovenosas, con ausencia de musculo liso y con
revestimiento endotelial incompleto™.

Oclusion temporaria

Hipoxia

Extremo
ciego

Rompiento
de la
pared del
vaso

Derivacion arteriovenosa Molecular Medicine Today

Figura 1.3 — llustracion de las principales diferencias entre una vasculatura normal y un tejido maligno.
Modificado de Molecular Medicine Today“.
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Como resultado, el flujo sanguineo es muy lento y e
Proliferacion

altamente irregular, y por lo tanto, el abastecimiento

de oxigeno y nutrientes serd menos eficiente en

células tumorales. Esto lleva a bajos niveles de

oxigeno en la mayoria de los tumores, con dreas ‘
Capilar

extremadamente hipdxicas. En proliferacién, las

células tumorales se encuentran mas alejadas de los

vasos sanguineos que la distancia normal de difusidn

, 16 _. . /
de oxigeno (alrededor de 100um) ™ rindiendo células  gigura 1.4 - Imagen del crecimiento de un

.. . , tumor rodeando un capilar. Modificada de v
hipdxicas. El rango de tensiones de oxigeno en los

tumores soélidos esta entre 10 y 30 mmHg, mientras que, en los tejidos normales es de 24 a 66
mmHg'™®. En estas regiones hipodxicas las células presentan una serie de adaptaciones
metabdlicas que les permiten sobrevivir. Por un lado, son capaces de inhibir la via de p53 que
estimula la muerte celular en respuesta a la hipoxia'®. También son capaces de sobreexpresar
los genes involucrados en el transporte de glucosa y la glucdlisis™. Debido a la ausencia de
oxigeno, las células recurren a la glucdlisis y la fermentacidon anaerébica como la principal
fuente de energia, dando lugar a grandes concentraciones de lactato y a un marcado descenso
en el pH intra y extracelular”. Los bajos niveles de oxigeno también inducen alteraciones en el
perfil de expresidn génica. El factor de transcripcidn inducible por hipoxia HIF-1 es una
proteina heterodimérica cuyas subunidades se denominan HIF-1a y HIF-1B. Mientras que HIF-
1B se expresa constitutivamente y se encuentra en el citosol a concentraciones relativamente
estables, la concentracion de HIF-1a es regulada por la presencia de oxigeno. En condiciones
de normoxia un residuo de prolina conservado en la subunidad a es hidroxilado, lo cual
conduce a la ubiquitinacidon de la proteina y su degradacién en el proteosoma. Cuando las
concentraciones de oxigeno son bajas, hay un marcado descenso en el grado de hidroxilacidon y
HIF-1a alcanza altas concentraciones™. Se han descripto mas de 40 genes inducidos por HIF-1
en condiciones de hipoxia. Entre estos encontramos enzimas involucradas en la glucdlisis,
factores de crecimiento y supervivencia celular, moléculas angiogénicas y enzimas
involucradas en la metastasis e invasion de otros tejidos™.

Las células hipdxicas son mds resistentes a las terapias convencionales de tratamiento del
cancer. Ya desde 1930%* se conoce que las condiciones hipdxicas de una célula la protegen
frente a las radiaciones ionizantes. Las células normales son mas sensibles a la radiacion ya que
las moléculas de oxigeno reaccionan rapidamente con los radicales libres producidos por la
ionizacion de la radiaciéon en el ADN, haciendo permanente el dafio que causa la muerte

5
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celular. En ausencia de oxigeno, el radical formado en el ADN es atrapado por dadores de
hidrégeno presentes en la célula que reparan la lesién. A su vez la falta de vascularizacion y
proliferacién celular le confiere a los tumores resistencia frente a los agentes quimioterdpicos
que tienen como blanco a células en proliferacion®.

La hipoxia tumoral es un problema al conferir resistencia a las terapias antitumorales actuales
pero al estar restringida a los tumores sélidos, puede ser utilizada para desarrollar nuevos
farmacos antitumorales que sean selectivos en condiciones hipdxicas™. Las citotoxinas
selectivas en hipoxia, también conocidas como profdrmacos bioreducibles, son compuestos
inactivos que son capaces de ser reducidos quimica o enzimdticamente en condiciones
hipdéxicas para producir farmacos que causen citotoxicidad en células cancerigenas. La
selectividad hacia las células tumorales se da debido a que el oxigeno molecular revierte el

proceso de bioreduccidn en tejidos que estan oxigenados***.

1.3 Profarmacos selectivos en hipoxia

Las consideraciones mencionadas anteriormente sugieren que la hipoxia tumoral debe ser
considerada como un importante blanco terapéutico. Representa una importante diferencia
entre células tumorales y células normales, y por lo tanto se pueden disefiar farmacos
selectivamente toxicos.

Es por esto, que hace tiempo se ha comenzado a explotar esta caracteristica Unica de los
tumores soélidos como una diana terapéutica que permite disefiar profdrmacos con

citotoxicidad selectiva en hipoxia.**
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En funcién de su estructura quimica, los profarmacos bio-reducibles y moléculas en desarrollo
pueden clasificarse en cuatro grandes grupos: derivados de quinonas, compuestos
nitroaromatricos y compuestos que presentan grupos N-6xido de aminas alifaticas o

arométicas

o o} A . ™ N&
HoN OCHs5 N \\ Nf\\\—(\N \_)\/

N NH NO,
\ oH (c) RSU1069
o}
(a) Mitomicina C (b) EO3 -
HO ’ HNY >~ N \N
N N N
T
Cl N
NO2  (d)RB6145 () NLCQ-1
O
N h|l )
OH 0O HNT >N 0 HNT T~ 4:I}|
LI Cr
+~)\
rld NH,
0
oo HN%I‘JQ.’_: 0 HN\,/'\ ~ U
| | (h) Tirapazamina
() AQ4N ) () AQs

Figura 1.5 — Moléculas lideres de las diferentes familias de los compuestos bio-reducibles Extraido de®®.

La mitomicina C (figura 1.5a), introducido para su uso clinico en 1958, es el prototipo de un
profarmaco bioreducible. Este farmaco ha mostrado cierta efectividad frente a diferentes
tumores en combinacion con otros agentes quimioterapicos y radiacidnes ionizantes™. Sin
embargo su grado de selectividad es bajo, ya que presenta una citotoxicidad in vivo sélo dos
veces mayor en células hipdxicas que en células normalmente oxigenadas.

La principal enzima involucrada en su bio-reduccién es citocromo P450. Esta reduce al
compuesto a través de un mecanismo que involucra el intercambio de un electrén y resulta
reversible en presencia de oxigeno”’. El radical semi-quinona que se genera en ausencia de
oxigeno, reacciona con la molécula de ADN estableciendo entrecruzamientos que resultan en
la muerte celular. La mitomicina C también puede ser reducida por otras enzimas, como la DT-

7
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diaforasa, en un mecanismo de reduccidn alternativo, via dos electrones®. Este fendmeno es
el responsable de su reducida selectividad, ya que dicha activacién no es reversible en
presencia de oxigeno, contribuyendo a la citotoxicidad del farmaco sobre células normalmente
oxigenadas. La reducida especificidad de la mitomicina C por los tejidos hipdxicos estimulé la
busqueda de nuevos derivados de quinona que mejoren el perfil de selectividad. Entre los mas
promisorios se encuentra la aziridinilindoloquinona EQ9 (figura 1.5b), que presentd una

selectividad en hipoxia mucho mayor?.

Entre los compuestos nitroaromaticos, los mas estudiados han sido el misonidazol y el
metronidazol. Inicialmente desarrollados como radiosensibilizadores para quimioterapia,
ambos mostraron citotoxicidad selectiva hacia células hipdxicas. Su mecanismo de bio-
reduccion implica varios pasos, en cada uno de los cuales la molécula gana electrones por
accion de diferentes enzimas. El primer paso es reversible en presencia de oxigeno, mientras el
resto no lo es®®. Debido a que la selectividad de ambos farmacos es moderada, se
desarrollaron derivados con un mejor perfil de selectividad en hipoxia. Entre ellos se pueden
destacar RSU1069 (figura 1.5c) y RB6145 (figura 1.5d). A pesar de presentar una mayor
especificidad, ambos resultaron tdxicos a nivel gastrointestinal y de Ila retina
respectivamente®®. También se han desarrollado derivados nitroaromaticos bio-reducibles con
la capacidad de intercalarse en el ADN, como por ejemplo el derivado de quinoleina NLCQ-1
(figura 1.5e). Este compuesto resulta aproximadamente 40 veces mas citotdxico en hipoxia

que en normoxia, y es sustrato de las enzimas citocromo P450 y citocromo b5%.

Dentro del grupo moléculas que presentan grupos N-6xido se encuentra el compuesto AQ4N
(figura 1.5f), que presenta un grupo N-6xido en una amina alifatica. Su derivado reducido AQ4
(figura 1.1g), es un andlogo de la mitoxantrona, un potente agente intercalante. Mientras que
AQ4N presenta escasa afinidad por ADN, AQ4 se une fuertemente a la doble hebra mediante
intercalacion. Ademas, AQ4 también pertenece a una nueva familia de potenciales agentes
antitumorales, los inhibidores de topoisomerasa 11*°. A diferencia de otros agentes bio-
reducibles, AQ4N tiene la ventaja que su producto de reduccién se mantiene activo a pesar de
que la hipoxia que llevo a la bioactivacién sea transitoria®’. Dentro de las moléculas con un
agrupamiento N-O6xido en una amina aromatica la molécula mds estudiada es la
tirapazamina®” (figura 1.1h). El grupo N-6xido adyacente al grupo amino de la molécula puede
ser reducido via un electrén por acciéon de enzimas reductasas, como citocromo P450 y éxido
nitrico sintasa (NOS)®. En ausencia de oxigeno, la entidad generada sufre un rearreglo que,

8



Introduccion

con la pérdida de agua, genera un radical capaz de producir roturas en una o ambas hebras de
la molécula de ADN**. La tirapazamina ha mostrado una citotoxicidad marcadamente selectiva
hacia células en condiciones de hipoxia. Por otro lado, a diferencia de otros compuestos bio-
reducibles que requieren niveles muy bajos de oxigeno para su activacidn, la tirapazamina
puede bio-reducirse en condiciones de hipoxia moderada. Esto la hace muy util en terapias
dirigidas hacia células en condiciones de oxigenacién intermedia y en su combinaciéon con

otros farmacos con un rango de accién mas limitado®.
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Figura 1.6 — Representacion del mecanismo de accién de la tirapazamina Modificada de”.

1.4 Agentes intercalantes de ADN

Un grupo interesante de agentes quimioterdpicos comprende moléculas que interactian con
el ADN. Estas moléculas pueden interactuar mediante enlace covalente o electrostatico o por
medio de la intercalacion®.

La intercalacién ocurre cuando un ligando con tamafio y naturaleza quimica adecuada se
inserta entre las bases a lo largo del ADN. Estos ligandos suelen ser compuestos policiclicos,
aromaticos y planos. La estabilidad de la unién ADN-agente intercalante depende de fuerzas
de Van der Waals, hidrofébicas, enlaces de hidrégeno e interacciones entre orbitales -
moleculares de la molécula aromatica y los orbitales m-moleculares de los pares de bases
(también arométicos) de la molécula de ADN?’. Esto sugiere que la intercalacién es un proceso
reversible y, por lo tanto, es posible definir una constante de equilibrio para cada compuesto.
La estabilidad del compuesto puede ser estudiada mediante a través del uso de dicroismo
circular, espectroscopia de fluorescencia®, espectroscopia UV visible, cambios en el punto de

fusién del ADN (Tm), estudios electroquimicos®®, técnicas de biologia molecular®’, entre otros.
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Lerman en 1961 fue el primero en describir la interaccidon no covalente entre la proflavina (un
derivado de la acridina) y el ADN, sugiriendo un proceso de intercalaciéon®. La proflavina
(figura 1.7a) es un compuesto policiclico aromatico, de tres anillos. Por otro lado, estudios de
resonancia magnética nuclear (RMN), sugieren que las moléculas biciclicas sélo logran
intercalarse en el ADN cuando presentan cadenas laterales cargadas positivamente. Los
compuestos que presentan tres anillos fusionados, presentan interacciones de apilamiento lo
suficientemente fuertes y por lo tanto, no necesitan de cadenas laterales que colaboren en la
uniéon®.

Aun no se ha llegado a comprender completamente los mecanismos de accidn de los agentes
intercalantes, pero se sabe que en muchos casos son capaces de interrumpir la duplicacién del
ADN asi como de introducir mutaciones durante la misma. Tanto la doxorrubicina (figura 1.7c)
como la mitoxantrona (figura 1.7d) son agentes intercalantes eficaces en el tratamiento de
leucemias. Sin embargo, a pesar de su alto grado de afinidad por el ADN poseen una difusion
pobre en los tejidos, haciéndolos poco efectivos a la hora de tratar tumores sélidos. Por este
motivo, hoy en dia se busca desarrollar agentes intercalantes de afinidad moderada, con un

coeficiente de difusion tal que permita su utilizacion en tumores sélidos™.
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Figura 1.7 — Agentes intercalantes en uso y desarrollo para el tratamiento del cancer. Extraido de a4

Recientemente se han desarrollado agentes antitumorales potenciales que combinan la
capacidad de intercalarse en el ADN con un mecanismo de citotoxicidad selectivo en hipoxia.
Como ejemplo de estos agentes se pueden nombrar a AQ4N**' y los derivados de
N°,N*°-didxido de fenazina®* (figura 1.7e). En todos los casos, la molécula presenta grupos
N-6xido que se bio-reducen de forma selectiva en hipoxia, incrementando marcadamente su

capacidad para intercalarse en el ADN y por lo tanto, su citotoxicidad.
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2. ANTECEDENTES Y DISENO DE NUEVOS
COMPUESTOS

2.1 Disefio racional de nuevos derivados de N°N™’-diéxido de fenazina

La funcidn N-6xido es un grupo funcional que resulta de la adicidon de un atomo de oxigeno al
par de electrones solitario de un dtomo de nitrégeno’. Como se mencioné anteriormente,
derivados de N-6xido de aminas aromaticas y alifaticas, quinonas y nitrocompuestos han sido
descritos como agentes antitumorales bioreducibles. En tumores hipdxicos, los bajos niveles
de oxigeno asi como la sobreexpresion de enzimas reductasas, hacen posible la bio-reduccién
del agrupamiento N-6xido’. La funcién N-éxido se ha descrito que puede dar lugar a
citotoxinas selectivas en hipoxia ya que es bio-reducida en un proceso via un electrén,
generandose un metabolito citotdxico, el radical nitroxido con la capacidad de generar
rupturas en las hebras del ADN?.

Paralelamente, la bio-reduccién del N-6xido via dos electrones da lugar a la correspondiente
amina aromatica. La protonaciéon de aminas aromaticas, acentuada por el menor pH extra e
intracelular caracteristico de las células tumorales, implica un aumento de su afinidad por
ADN. La unién a la molécula al ADN asi como su incapacidad para atravesar la membrana
plasmatica aseguran la selectividad hacia el tejido enfermo”. La selectividad hacia las células
tumorales también se da debido a que el oxigeno molecular revierte el proceso de bio-

reduccion en tejidos que estan oxigenados.

NORMOXIA

O O Radical

_\ﬁ i f e ,|' ,_\.\'jitrijxido

N—0O ——— = Dafio al ADN
:/ HIPOXIA

/

1e
HIPOXIA

4
\\ H \¥E Interaccion

N —>= NH —  con ADN
Amina :// :/

aromatica

ASLAAAAAAS

Figura 2.1 — Proceso bio-reductivo de N-6xidos de aminas aromaticas.
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Por otro lado, se han desarrollado agentes antitumorales que tiene la capacidad de generar
dafio al intercalarse en el ADN. Entre ellos se pueden mencionar a AQ4N, mitoxantrona y la
amsacrina®. Estos presentan un croméforo plano que consiste en un sistema aromatico de tres
anillos, responsable del fendmeno de intercalacion entre pares de bases.

Desde el afo 1994 nuestro grupo de investigacion ha desarrollado diferentes series de
compuestos derivados del sistema N-6xido como potenciales agentes bioreducibles®?*.

En particular se han sintetizado derivados de N°,N*’-diéxido de fenazinas (figura 2.2) como
profarmacos intercalantes con ADN posterior al proceso de bio-reduccién en condiciones
hipdxicas'’?!. Dichos derivados presentan dos grupos N-6xido, al igual que el compuesto
tirapazamina que se encuentra actualmente en estudios de fase clinica 3 mostrando resultados
promisorios para su uso en combinacion con cisplatino y radioterapia. En condiciones de
hipoxia, la Tirapazamina reducida generando un derivado capaz de generar dafio al ADN*. Asi
mismo, el heterociclo fenazina es un croméforo plano muy similar al anillo triciclico de la
mitoxantrona.

Adicionalmente, debido a que los grupos N-6xido forman parte del heterociclo, su reduccién y

la concomitante protonacion de la amina resultante, favoreceria de forma directa la

intercalacion del derivado reducido en la molécula de ADN.
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Figura 2.2 - Disefio de potenciales profarmacos bio-reducibles sintetizados en este trabajo, derivados de
N5,N10-dic’)xido de fenazina.
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En trabajos previos se ha determinado que los sustituyentes presentes en el anillo de fenazina
tienen una clara influencia sobre su interaccién con el ADN ademds de afectar el perfil de

selectividad de estos compuestos®?.

Recientemente nuestro grupo de investigacion
desarrollé una nueva familia de derivados N°, N*’-diéxido de fenazina gue combinaban las dos
propiedades ya mencionadas con una tercer caracteristica: la incorporacién de sustituyente
para que favorezcan la interaccidon con el ADN*'. Los sustituyentes ensayados se pueden dividir
en dos grupos. Aquellos que presentan un sustituyente derivado de fenilo o ariletenilo que
tienen la potencialidad de intercalarse en el ADN, dando asi lugar a agentes bis-intercalantes
(figura 2.4 8-15). A su vez otros derivados incorporan el grupo funcional aminoguanidona
(figura 2.4 16-17) que puede ser protonado e interaccionar esqueleto de azlcar-fosfato. Todos

los nuevos derivados fueron sintetizados de tal manera que la sustitucién del ciclo de Ila

fenazina fue realizado hacia el oeste de la molécula (figura 2.4).
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A fin de determinar la capacidad de interaccidn de todos los compuestos (figura 2.4) con el
ADN, se estudid por espectroscopia de fluorescencia el grado de afinidad de cada compuesto
con ADN. Mediante este método se pueden observar diversas interacciones como ser
intercalacion, cambios conformacionales e interaccion con el

surco menor del ADN**>

En el estudio realizado, la presencia del grupo amino en la i

posicion 2 del compuesto 2, pareceria favorecer la interaccion 1 1,008
2 7,3+1,7

con ADN en comparacién con el grupo hidroxilo en la posicién 2 8 244+28
del derivado 1. Este resultado fue observado no solo comparando 9 143+0,4
los derivados 1y 2 sino también los derivados 8 y 9 en | | 10 10,1204
os derivados 1 y 2 sino también los derivados 8 y 9 en los cuales 11 152408
el derivado 2-amino siempre presenta una mayor Ksv que el 2- 12 2,8+0,2
hidroxi. Cuando se compard las parejas 1 - 15y 2 — 14 se observé 13 9,3%0,7
14 10,7x1,4

claramente que la presencia del sustituyente 4-formilfenoxi 15 83+04
estaria potenciando la interaccién de los compuestos con ADN, 16 0,1+0,2
sin embargo, al transformar dicho sustituyente en un 17 01:01
80, Y T8 126+15

4-aminoguanidonilfenoxi para dar lugar a los derivados
Tabla 2.1 - Constantes de Stern-Volmer

16 y 17, la Ksv disminuye rotundamente. También resulté (Ksv) calculadas experimentalmente para
los compuestos 1-2, 8-17 y para el el azul
interesante comparar los compuestos 1y 2 con los de toluidna (TB).

derivados 8 y 9. Se pudo afirmar que, en general, el sustituyente ariletenilo incrementa la
capacidad de los compuestos de interaccionar con el ADN, siendo el que lo hace con mayor
eficiencia el sustituyente fenietenilo presente en los derivados 8 y 9 (Ksv= 24,4 + 2,8 y 14,3
0,4 respectivamente).

En el presente trabajo se buscard determinar si las cadenas laterales de los profarmacos
generan interaccién con ADN de manera que permita realizar un estudio de la relacidn entre la
estructura de la molécula y la capacidad de interaccién con ADN. Basandonos en estos
antecedentes es que nos propusimos en el presente trabajo, ampliar la familia de compuestos
de derivados de N°,N*’-diéxido de fenazinas como agentes bio-reducibles en hipoxia capaces
de interaccionar con el ADN. Los nuevos compuestos incorporan modificaciones que puedan
dar informacidn sobre la influencia de la sustitucidn del hidroxilo de la fenazina con cadenas

hidroxialquilicas.
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3. OBJETIVOS

En base a los resultados preliminares, detallados en la seccidon anterior, se plantean los

siguientes objetivos:

1) Disefio de nuevos derivados de N°, N'°-didxido de fenazina (figura 3.1) O-sustituidos

X

Figura 3.1 — Estructura general de los derivados de N’ N"-diéxido de fenazina.

2) Sintesis y caracterizacidon espectroscépica de derivados de N°,N'’-diéxido de fenazina
disefados en el objetivo anterior.
3) Evaluacién bioldgica de los derivados sintetizados y anteriormente desarrollados en el
grupo.
a. Evaluacién de la interaccion con ADN in vitro. Aproximacion al mecanismo de
accion.

b. Estudios de relacion estructura-interaccion con ADN in vitro.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Sintesis quimica

En el presente trabajo se planteé como obijetivo, el desarrollo una nueva familia de derivados
de N°,N'’-diéxido de fenazina (figura 4.1) como potenciales agentes antitumorales que

combinan la capacidad de intercalarse en el ADN con un mecanismo de citotoxicidad selectivo

en hipoxia.
o)
f O
R, i} « 5: Ry=H, Ry=H, X= O\/\/w
\ O
— 6: Ry=H, Ry=H, X= 0~ " oH
Ry N
+ 7: R;=H, R,=Br, X:O/\/\OH
(6]

Figura 4.1 - Nueva familia de derivados de N,N’-diéxido de fenazina que se planean sintetizar en la presente tesina.

La formacién del heterociclo de N°,N'’-diéxido de fenazina se lleva a cabo en 2 etapas que
seran descritas en detalle a continuacion. Luego se detallard las reacciones de sustitucién

sobre el ciclo de fenazina para la obtencién de los diferentes derivados deseados.

4.1.1 Sintesis de los derivados de N-6xido de benzo [1,2-c]1,2,5-oxadiazol

A partir de las o-nitroanilinas disponibles comercialmente u obtenidas por el grupo de
. . .1 . .2 . . . . .
investigacion™ se produce una oxidacidn de las mismas con hipoclorito de sodio para conducir

al heterociclo de interés N-6xido de benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazol, benzofuroxano®.

R
2 R, Nf
NaClO/NaOH = \
—> O
EtOH/T.amb \N/
R2
NO,
HoN

Ri=H, R,=H a: Ry=H, R,=H; Rend: 89%

R1:Br, R2:H b: R1:Br, RZZH; Rend: 72%

R1:C|, R2=C| C: R1:C|, R2:C|; Rend: 76%

Figura 4.2 - Condiciones generales de sintesis de N-6xido de benzo [1,2-c]1,2,5-oxadiazol.
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El avance de todas las reacciones se controla por cromatografia en capa fina (CCF). El producto
sintetizado se verifica por CCF, compardndolo con un patrén ya sintetizado®. Los

benzofuroxanos se utilizan en las siguientes etapas sin posteriores purificaciones.

4.1.2 Sintesis del heterociclo N°,N*°-diéxido de fenazina

Una vez sintetizados los intermedios benzofuroxanos, se los hace reaccionar con p-aminofenol
o p-hidroquinona, en medio basico, para obtener los correspondientes N°,N*°-diéxido de 2-
aminofenazinas o N°,N'’-diéxido de 2-hidroxifenazinas respectivamente. Para ello se sigue el
proceso de sintesis propuesto por Ludwig y Baumgartel® para la reaccién de Beirut. Esta
reaccion describe la de expansiéon del heterociclo benzofuroxano con distintos nucleéfilos
entre ellos fenolatos. Se utiliza como base, generadora del fenolato, metdxido de sodio. Los
disolventes de eleccidon, mezcla de THF y MeOH, permiten que los productos de interés

precipiten en el medio de reaccidn.

X -
_ O
(0]
R, N X
Ry N N
+
= \o OH
H
\N/ MeONa&/MeOH/THF g, &
R2 N2 |
©
a: Ri=H, R,=H 1: R;= H, R,=H, X= OH; Rend: 35%
a: R1= H, R2:H 2: R]_: H, R2=H, X= NHz, Rend: 30%
b: Ry=H, R,=Br 3: Ri=H, R,=Br, X=0OH; Rend: 23%
C: R]_:Cl, R2:C| 4. R1=C|, R2=C|, X:OH; Rend: 26%

Figura 4.3 - Condiciones generales para la Sintesis del heterociclo N°,N*-diéxido de fenazina.

El avance de todas las reacciones se controla por cromatografia en capa fina (CCF). El producto
. . . , , . . 1 .
sintetizado se verifica por CCF, comparandolo con un patrdn ya sintetizado™. Los derivados de
1 cs . . - . . . . ape .
N°,N*°-didxido de fenazina se utilizan en las siguientes etapas sin posteriores purificaciones.
La reaccidn transcurre segin el mecanismo propuesto en la figura 4.4 Una vez formado el
carbanién en el carbono adyacente al grupo hidroxilo, del derivado fendlico correspondiente,
se produce un ataque de éste sobre el nitrogeno mas electrofilico del benzofuroxano.
Posteriormente, el nitrégeno nucleofilico, generado en el intermedio, ataca al carbono
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carbonilico generado en el proceso. La formacidn del anillo de fenazina se completa con la

aromatizacion del anillo por la pérdida de una molécula de agua®.

/ ] 7
f H
R N X
R; __N 1 | N R, )I\{ X
2N 2 O
 —
~/ X R N 0% R; RN
Ry N Q/ ‘)
MeOH
1‘ MeO™ (@]
i H
X Ri /N X
R, H,0 Rz N
t oy
o)

Figura 4.4 - Mecanismo general de reaccién de formacion de N°, N*’-diéxido de fenazina®.

Como agente nucledfilo se utilizan dos fenoles diferentes, que conducen a derivados que
pueden ser modificados a través de procedimientos quimicos diferenciales. Cuando se utiliza
p-aminofenol se obtiene la 2-aminofenazina correspondiente, al utilizar p-hidroquinona se
genera el andlogo 2-hidroxifenazina, con rendimientos moderados.

Cuando se parte de benzofuroxanos monosustituidos, debido al tautomerismo existente, el
procedimiento de expansion puede conducir a la mezcla de las correspondientes fenazinas 7-y
8-sustituidas” hecho que se evidencia espectroscépicamente por ‘H-RMN. En este caso sélo el
derivado 3, podria obtenerse como una mezcla de isémeros, pero en trabajos previos se ha

observado que el 7-isémero es el que se obtiene mayoritariamente (95%)".

4.1.3 Sintesis y caracterizacidn fisicoquimica de N°,N'°-diéxido de 2-ftamidilpropiloxifenazina

o 0 o 0

J@ﬁ s IIIF o

0 o

Figura 4.5 - Sintesis de los derivados de ftamidilpropiloxifenazina.
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En la sintesis se realiza la O-alquilacién a través de la reaccién de sustitucién de 3-bromo-N-
propilftalimida por un mecanismo de sustitucidn nucleofilica (Sy2) sobre el hidroxilo de la

fenazina. Se intentaron varias condiciones hasta lograr obtener el producto.

R1 R2 Condiciones Resultado

d d K,CO;/18-C-16/KI/ACN/ Se observa descomposicion del
40 °C, 48hrs. reactivo, no se obtiene el producto.
A medida que avanza la reaccion se
observan en la CCF dos productos. Se
H K,CO;/18-C-16/KI/ACN/ purificaron y se analizaron por ‘H-
100°C, 8 atm, 700 W RMN, pero no se observaron las
sefiales correspondientes a la cadena
alifatica.
Se obtiene un sélido naranja que a
K,CO;/18-C-16/ través de "H-RMN y espectrometria
H H Acetona/(CH;(CH,)s)4NI) de masas se comprobd ser el
T. ambiente, 72hrs. producto deseado. Rendimiento de
47%

Tabla 4.1 - Condiciones de reaccion ensayadas para obtener los derivados de ftamidilpropiloxifenazina.

En todos los casos se utiliza K,CO; como base y el éter corona se utiliza para secuestrar los
iones K" dejando mas disponible la base para la reaccion. La reaccién transcurre segun el

mecanismo planteado en la figura 4.6.

2-

CO.
o) 3
f 2
Ry NS OH R,
—_—
R N/
2 R
) 2
(6]

(¢]
{
N

(0]
X
D/w o
J/\/\N
o
(6]
§
R; N\ Ov\/N
/ O
R, l;l
[¢]

Figura 4.6 — Mecanismo general de la reaccién de sustitucion con 3-bromo-N-propilftalimida.

O=z

P

26



Resultados y discusidn

En algunas reacciones se agregd también ioduro de potasio (KI) para favorecer la sustitucién
del iodo por el bromo, ya que de los haldgenos, el iodo es el mejor grupo saliente’.

En primer lugar, se puede decir que no se esperaban altos rendimientos en esta reaccion,
debido a que el grupo OH es poco nucledfilo debido a que es un grupo electrén-dador por
efecto resonante. En ese sentido, no se eligio trabajar con las 2-aminofenazinas debido a su
menor nucleofilia.

Si se observan las diferentes condiciones que se intentaron, se tomaron en cuenta distintos
aspectos. Por un lado se pudo determinar que el disolvente afecta el rendimiento de la
reaccion. De hecho el disolvente afecta las velocidades de muchas reacciones Sy2. Los
disolventes préticos desaceleran las reacciones Sy2 rodeando al nucledfilo reactivo, en un
proceso llamado solvataciéon. A diferencia de éstos, los disolventes polares apréticos (que no
forman enlaces de hidrégeno) aumentan las velocidades de las reacciones porque elevan la
energia del estado fundamental del nucledfilo. Ademas como no pueden formar enlaces de
hidrégeno, los nucledfilos se encuentran menos rodeados de moléculas de disolvente, con lo
que su reactividad se ve potenciada. Son adecuados en este tipo de reacciones disolventes
como ACN, DMF, acetona entre otros. En un primer momento, se intentaron las reacciones
con ACN, pero se observd que las fenazinas eran poco solubles, y se comenzd a utilizar
acetona, ya que la solubilidad de la fenazina aumentaba significativamente >°. A su vez, para
mejorar la solubilidad del reactivo se agregé a la reaccidn catalizador de transferencia de fase,
ioduro de tetrametilamonio (CH3(CH,)s)4NlI).

Se logré obtener el producto utilizando como reactivo la N°,N*’-diéxido de 2-hidroxifenazina
(figura 4.7). A su vez se intentd sustituir el derivado N°,N'’-diéxido de 2-amino-7,8-
diclorofenazina no se obtuvo producto probablemente debido a que sustituyentes con efecto

inductivo electrén atrayente predominante disminuyen ain mas la nucleofilia del hidroxilo.

o

? o
* Br” "N ’Z f \
N\ OH (o) Oi ND/O\/\/ N
—_—
o)
i K,CO4/18-C-6 N

N
+ (CH3(CHy)3)4NI
O

0]

(0]

5: N°,N'°-di6xido de 2-ftalimidilpropiloxifenazina

Figura 4.7 - Sintesis de N° N'-diéxido de 2-ftalimidilpropiloxifenazina (5).
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El analisis espectroscépico (‘*H-RMN) del producto obtenido confirma la estructura propuesta.

La caracterizacidon espectroscépica del producto se realizé en base a los estudios de los

espectros de correlacién homonuclear (COSY) y heteronuclear (a un enlace de distancia, HSQC,

y a mas de uno enlace de distancia, HMBC).

Para la caracterizacion del derivado 5 también se realizé la espectrometria de masa de tipo

TOF MS ES+. En la figura 4.8 se observa claramente el pico M+ (415,15) y la pérdida de los

oxigenos de los N-6xidos (399,15, 383,15).
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Figura 4.8 - Espectro de masas del derivado 5.
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4.1.4 Sintesis y caracterizacion fisicoquimica de N°, N*’-didxido de

2-hidroxipropiloxifenazina (6) y N°,N*°-diéxido de 7(8)-bromo-2-hidroxipropiloxifenazina (7)

La sintesis al igual que con los derivados de 3-bromo-N-propilftalimida consiste en una
o-alquilacidn a través de la reaccidn de sustitucidon del 3-bromopropanol a través de una
sustitucion nucleofilica (Sy2) sobre el hidroxilo de la fenazina.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, como se muestra en la figura 4.9, se realizaron

las reacciones con dos fenazinas diferentes siguiendo las condiciones utilizadas para el

derivado 5.
O
R ltl OH 0 OH
PO D Pt Ii 1y~
R, N K2CO3/18 c6
y (CH3(CHy)3)4NI
@) Acetona
1: R1=H, R2=H 6:_R1=H, R2=H, Rend 23%
3: R1=H, R2=BI’ 7: R1=H, R2=Br; Rend 49%

Figura 4.9 - Sintesis de derivados de 2-hidroxipropiloxifenazina.

La sintesis de ambos derivados, al igual que la sintesis del derivado 5 se lleva a cabo a través de
una metodologia sintética tradicional en quimica orgdnica. En una primera instancia se
disuelve la fenazina en acetona, luego se adiciona K,COs, 3-bromopropanol, éter corona y por
ultimo el catalizador de transferencia de fase (CH3(CH,);):Nl). La reaccién transcurre a
temperatura ambiente, ya que a temperaturas mayores a 60°C se puede dar la deoxigenacion
de la fenazina. Se continud con la reaccidn hasta lograr la desaparicion del reactivo y luego se
purificd el producto por CC en silica-gel utilizando como fase mévil DCM: MeOH (98:2).

Teniendo en cuenta los dos derivados de N°,N'-diéxido de fenazina utilizados para las
reacciones, era esperable que el producto 7 se obtuviese en un menor rendimiento que el
derivado 6. Como se menciond anteriormente, en los halégenos predomina el efecto inductivo
electron atrayente, y por lo tanto la presencia del bromo como sustituyente puede disminuir la

reactividad de la fenazina.

Ambos productos fueron caracterizados mediante 'H-RMN, C-RMN y espectrometria de
masas. También se realizaron los espectros bidimensionales de COSY, HSQC, y HMBC, los

mismos fueron necesarios para una elucidaciéon completa de la estructura de las moléculas.
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A continuacion se describird a modo de ejemplo la caracterizaciéon del derivado 6. En el
espectro de 'H-RMN correspondiente se pueden distinguir dos principales regiones, la regién
de los protones correspondientes a la cadena alquilica, y la regién de los protones del

heterociclo de fenazina.
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Figura 4.10- Se muestra la regidon entre 1.90 y 4.75 ppm del espectro "H-RMN de N5,N10—diéxido de 2-
hidroxipropiloxifenazina (derivado 6, estructura a la derecha del espectro) procesado con software MestReNova.

Disolvente DMSO; temperatura de adquisicion 22 °C.

En la figura 4.10 se puede visualizar la asignacién de los protones correspondientes a la cadena
alquilica. En primer lugar, de la interpretacion del espectro de correlacion homonuclear (COSY)
se pudo asignar la sefial de los protones Hy; (un multiplete a 1.99 ppm), ya que ésta sefial esta
correlacionada con la sefial de los protones Higy H1,. También se pudo identificar una seial del
triplete con un desplazamiento de 4,30 ppm con una constante de acoplamiento de 6,35 Hz
correspondiente a los protones Hi, y una sefial del tipo doblete de triplete a 3,66 ppm
correspondiente a los protones Hi,. La sefial de los protones H;, se encuentra desdoblada no
solo por la presencia de los protones Hy; sino también por la presencia del protén Hys, protén
qgue corresponde al alcohol. La senfal que se corresponde con H;; se observa con un
desplazamiento de 4,69 ppm y es una sefial del tipo triplete con una constante de
acoplamiento de 5,21 Hz. En la figura 4.11 se presenta el espectro de correlacién homonuclear
(COSY) 'H-"H que permite identificar inequivocamente el acoplamiento escalar protén-protén.
En este tipo de espectros de 2D las sefiales que toman importancia son las que se encuentran

fuera de la diagonal ya que estas son las que resultan de la interaccién de espines distintos que
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estan acoplados de forma escalar. Los circulos dibujados en el espectro permiten una mejor
visualizacidon del acoplamiento escalar protén-protén. Con el circulo azul se puede ver el
acoplamiento escalar entre Hyq:Hyo (1,99:3,66) que por encontrarse a un enlace de distancia
deben aparecer correlacionados en el experimento de correlacién homonuclear (COSY). Por la
misma razon, en el circulo rojo también se puede ver el acoplamiento escalar entre Hy;:H;,
(1,99:4,30). Por ultimo, en el circulo verde se puede ver el acoplamiento escalar entre His:H;,

(4,69:3,66).
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Figura 4.11 - Espectro COSY del derivado 6. Los circulos indican el acoplamiento escalar entre nucleos vecinos

alifaticos.

Paralelamente analizando la figura 4.12 fue posible elucidar las sefales del anillo de fenazina
identificando las sefiales de los hidrégenos en posicion 1y 3, que presentan una constante de

acoplamiento en meta muy caracteristica. Ademas la sefial del protén H; se distingue de la
sefial del protén H,, ya que la presencia del oxigeno del alcohol hace éste protdn este menos
apantallado y tenga un desplazamiento menor. La sefial de H; con un desplazamiento quimico
de 7,75 ppm corresponde a una sefal con multiplicad del tipo doblete con una constante de
acoplamiento J=2,56 Hz y una area de integracién igual a 1. La sefial del H; es facilmente

identificable por ser una sefial del tipo doblete de doblete, consecuencia de su acoplamiento
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en orto con el Hy y en meta con el H;. Esta sefial se observa con un desplazamiento quimico de
7,48 ppm con un area de integracion una constante de acoplamiento J=2,62 Hz
correspondiente al acoplamiento con H; y J=9,68 Hz correspondiente al acoplamiento con H,.
Por otro lado, las sefiales de los hidrégenos 4, 6 y 9 presentan un desplazamiento quimico
marcadamente mayor, debido al efecto desapantallante de los grupos N-dxido adyacentes. La
sefial de H, es facilmente reconocible mirando los estudios de HMBC y la constante de
acoplamiento con Hi. Esta sefial es del tipo doblete con un desplazamiento quimico de 8,48
ppm, una constante de acoplamiento J=9,66 Hz y un area de integracién igual a 1. La seial de
He:Hg es reconocida en base al desplazamiento, multiplicidad y acoplamiento de H; y Hg. Esta
sefal tiene una multiplicidad del tipo multiplete con un desplazamiento quimico de 8,54 ppm
y un area de integracion igual a 2. Finalmente, como era esperable, se observa que los
protones H; y Hg son quimicamente equivalentes, se corresponden con una sefial del tipo
multiplete (desdoblamiento debido a la presencia de Hg y Hg) con un desplazamiento de 7,91

ppm y un area de integracion igual a 2.
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Figura 4.12 - Se muestra la region entre 7.50 y 8.60 ppm del espectro "H-RMN del derivado 6 (estructura a la

derecha del espectro) procesado con software MestReNova. Disolvente DMSO; temperatura de adquisicion 22 °C.

32



Resultados y discusidn

En la figura 4.13 se presenta el espectro de correlaciéon homonuclear (COSY) *H-'H del derivado
6 de la region correspondiente a los protones aromaticos del heterociclo de fenazina. Este
espectro nos permite confirmar la elucidacién estructural del compuesto mencionada
anteriormente. Los circulos dibujados en el espectro permiten una mejor visualizacién del
acoplamiento escalar protdon-protén. A modo de ejemplo, los circulos azules sefialan el
acoplamiento escalar entre Hj:H,. Los circulos verdes sefialan el acoplamiento escalar entre los

protones Hs:H; y los circulos rojos sefialan el acoplamiento escalar entre los protones
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Figura 4.13 - Espectro COSY de de la regién aromatica del derivado 6. Los circulos indican el acoplamiento escalar

entre nucleos vecinos aromaticos.

En la figura 4.14 se muestra el espectro correspondiente al experimento de correlacidon
heteronuclear HSQC. En este tipo de espectros se puede apreciar claramente la correlacion
bidimensional de cada tipo de protdon con su correspondiente carbono en la molécula
(correlacién H-C a un enlace). En la actualidad este tipo de experimento se lleva a cabo
mediante deteccidon inversa; se detecta la sefial del heteronucleo (13C en este caso en
particular) a través del protdon que es mas sensible y con mayor abundancia isotépica en la
muestra (99.98 de 1H vs 1.11 de 13C), es decir, se excita al heteronulcleo y éste le transmite la
magnetizacion al *H y el equipo lo detecta. A modo de ejemplo se muestran en la figura 4.15 la
correlacién de los protones con sus respectivos carbonos. El circulo verde oscuro se
corresponde con la correlacidon heteronuclear a un enlace del protén H,; y el carbono al que

esta enlazado (32,16 ppm). El circulo amarillo se corresponde con el protéon Hy, y el carbono al
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que esta enlazado (57,59 ppm). El circulo azul se corresponde con el protén Hyy y el carbono al
que esta enlazado (66,64ppm). También se puede ver los protones y carbonos aromaticos
entre 95 y 135 ppm. El circulo violeta se corresponde con la correlacién heteronuclear a un
enlace del protén H;y el carbono al que esta enlazado (125,74 ppm). El circulo turquesa se
corresponde con el protén H, y el carbono al que estd enlazado (97,69 ppm). El circulo verde
se corresponde con los protones H;y Hg y los carbonos a los cuales estan enlazados (130,95 y
132,03 ppm). El circulo rojo se corresponde con el protén H, y el carbono al que esta enlazado
(121,98 ppm) y finalmente el circulo gris se corresponde con los protones Hg y Hg y los
carbonos a los cuales estan enlazados (119,85 y 120,12 ppm). Si se observa, el protdn H4; no se
correlaciona con ningun carbono, hecho que confirma que este protdn es el correspondiente al

grupo alcohol.
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Figura 4.14 - Experimento de HSQC del derivado 6. Los circulos indican la correlacion heteronuclear
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Figura 4.15 - Deslocalizacidn parcial de cargas del derivado 6.

Para poder identificar que carbono se corresponde con Hg, Hg, H; y Hg tuvimos en cuenta la
deslocalizacién parcial de carga que puede presentar la molécula. Como vemos en la figura
4.15 los carbonos que se corresponden con los protones H; y Hq tienen una deslocalizacién
parcial de carga positiva y por lo tanto se espera que el desplazamiento de los carbonos
asociados a ellos sea menor. Es por esto que se concluyd que el carbono asociado a Hg tiene un
desplazamiento de 120,12 ppm y el carbono asociado a Hy tiene un desplazamiento de 119,85
ppm. De la misma manera se concluyé que el carbono asociado a Hg tiene un desplazamiento
de 132,03 ppm y que el carbono asociado a H; tiene un desplazamiento de 130,95 ppm.

Para poder identificar los carbonos cuaternarios, se utilizé un método alternativo que consiste
en establecer correlaciones entre carbonos y protones vecinos a mas de un enlace, llamadas
correlaciones a larga distancia o a varios enlaces, y es conocido cominmente como HMBC. En
la figura 4.16 se presenta el espectro de HMBC para el derivado 6.

Este experimento fue muy util para lograr elucidar los carbonos cuaternarios del heterociclo de
la fenazina. En color verde se representan los protones aromaticos Hs y H; correlacionados con
el carbono grupo éter (161.55 ppm) a 2 enlaces de distancia. Para la identificacién de los
carbonos también fue necesario observar la deslocalizacién parcial de cargas (figura 4.15) para
poder diferenciar entre HyC-C-N y N-C-CHg al igual que para N-C-CH; y H,C-C-N. En los tres
circulos amarillos se representan las correlaciones con el carbono cuaternario del anillo
aromatico, H,C-C-N a 132,20 ppm que se ve relacionado con el protén H, a dos enlaces de
distancia y con los protones Hs;, H; a tres enlaces de distancia. Los dos circulos violetas
corresponden a la correlacidn de los protones H; y H, con el carbono cuaternario aromatico N-
C-CH; (137,14 ppm) a dos y tres enlaces de distancia respectivamente. Por ultimo, los dos
circulos azules corresponden a la correlacion de los protones Hg, H;, Hg, Hy con los carbonos

aromaticos cuaternarios HgC-C-N (136,12 ppm) y N-C-CH¢ (134,84 ppm). Como se puede ver en
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la figura 4.15 los carbonos N-C-CHg y H,C-C-N tienen una deslocalizacién de carga parcial

positiva y es por esto que tienen un desplazamiento quimico menor.
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Figura 4.16 - Experimento de HMBC del derivado 6. Los circulos indican la correlaciéon heteronuclear

1,,.13 . .
H:™C a dos o tres enlaces de distancia.

Por ultimo, para terminar de caracterizar la molécula, en la figura 4.17 se muestra el espectro

de masas del derivado 6 obtenido a través de espectrometria de masas de tipo TOF MS ES+. En

la figura se observa claramente el pico M+ (286,1) y la pérdida de los oxigenos de los N-6xidos

(270,1, 253,1).
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Figura 4.17 - Espectro de masa del derivado 6.
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Como se comentd anteriormente, también fue posible |a sintesis del derivado 7, cuya sintesis
fue bajo las mismas condiciones que el derivado 6. El analisis espectroscépico (*H-RMN, C-
RMN) del producto obtenido confirman las estructuras propuestas. Por "H-RMN se confirmé la
presencia un solo isémero mayoritario (7-isémero), obtenido con un rendimiento de 23%. No
se detallara toda la elucidacién estructural ya que es muy similar a la del derivado 6. A modo
de comparacion con el derivado 6, se detallard el andlisis de la zona del 'H-RMN

correspondiente a los protones presentes en la cadena alifatica.

A

N OH o OH
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K,CO4 /18 C-6
(CH3(CH2)3)4N|
Acetona

Br

Figura 4.18 - Sintesis de N, N*°-diéxido de 7-bromo-2-hidroxipropiloxifenazina (7).
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En la figura 4.19 se puede visualizar la elucidacion espectroscépica de los protones
correspondientes a la cadena alquilica. En primer lugar, observando el estudio COSY se pudo
determinar la sefial de los protones H;; (un multiplete a 2,15 ppm), ya que ésta sefial esta
correlacionada con la sefial de los protones Higy Hi,. También se pudo identificar una sefial de
tipo triplete con un desplazamiento de 4,39 ppm y una constante de acoplamiento de 6,35 Hz
correspondiente a los protones Hi,. A diferencia del derivado 6, la sefial correspondiente a los
protones Hj, es una sefal del tipo triplete con un desplazamiento quimico de 3,83 ppm ya que
ésta se encuentra desdoblada Unicamente por la presencia de los protones H;.. No se observa
una senal correspondiente al protén del alcohol. Esto puede ser debido a la presencia del
bromo que esté interaccionando con el protédn del hidroxilo de forma que no ocurra
desdoblamiento o a que el protdn esté interaccionando con el disolvente utilizado en este caso

para realizar la espectroscopia (MeoD).
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Figura 4.19- Se muestra la regidn entre 1.90 y 4.40 ppm del espectro "H-RMN de NS,Nm—dic'indo de 7-bromo-2-
hidroxipropiloxifenazina (derivado 7, estructura a la derecha del espectro) procesado con software MestReNova.

Disolvente MeOD; temperatura de adquisicién 22 °C.
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4.1.5 Desproteccion N°,N*°-diéxido de 2-ftalimidilpropiloxifenazina (5)

Se intentd la desproteccion del derivado 5 con el fin de sintetizar una molécula con un grupo
amino libre, capaz de interaccionar con el ADN. Se probaron varias condiciones pero no se

logro obtener el producto deseado.
? o)
O 4 NH
s Y
2 /_F
P
! {
o 5 o
Figura 4.20 - Sintesis general para la desproteccion del derivado 5.

Condiciones Resultado

CH;NH,/Acetona

5 Luego de transcurridas 2 horas de reaccién se
T. ambiente, 7 hrs.

comienza a observar 2 productos. Se aislan ambos
productos y se realiza "H-RMN.

CH;5NH,.HCl barboteo/DCM Se observa descomposicidn y la aparicién de varios
T. ambiente, 24 hrs. productos secundarios.

A las 24 horas de reflujo se observa la aparicién de
HBr, Reflujo 80 hrs dos productos. Se realizé *H-RMN y los
experimentos de COSY, HSQC y HMBC.

2H,NH, .2H,0/DCM Luego de las 48 horas se comienza a ver un producto

T. ambiente. 120 hrs pero no se pudo aislar dicho producto.

Tabla 4.2 - Condiciones de reaccion ensayadas para la desproteccién del derivado 5.

Como se observa en la tabla 4.2, primero se intentaron condiciones suaves con CH;NH, que no
implicaran reflujo para evitar la pérdida de los N-6xidos. Ademas se queria evitar utilizar
hidracina ya que ha sido descrito como un posible reductor de N-éxidos. En los todos los
productos aislados y analizados por ‘H-RMN se observé la presencia de las sefiales de los

protones aromaticos correspondientes a la N°,N'’-diéxido de 2-ftalimidilpropiloxifenazina.
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4.2 Evaluacion biolégica

4.2.1 Estudio de interaccién DNA- compuesto por espectroscopia de fluorescencia

Como se menciond anteriormente en la seccidon de antecedentes (seccion 2.1), el método de
espectroscopia de fluorescencia puede ser utilizado para determinar el grado de afinidad de
un compuesto con el ADN.

El heterociclo de fenazina es un fuerte fluoréforo, tanto por la predominante deslocalizacién
electrénica, como por la presencia de heteroatomos en el anillo. Si se lo excita con radiacién
dentro del rango UV-visible, este irradia fotones con mayores longitudes de onda, es decir,
con menor energia. Cuando una molécula absorbe un fotdn, pasa a un estado energético
excitado luego de lo cual puede volver al estado basal por diferentes vias. Entre las distintas
vias de desactivacion se encuentran la fluorescencia. En dicho marco, el agregado de una
segunda molécula denominada desactivador o quencher funciona como una via adicional no
radiactiva para la desactivacidon de la molécula excitada. La molécula del desactivador forma
un complejo con el fluoréforo, modificando sus caracteristicas electrdnicas. Esto permite que
el retorno al estado basal tenga lugar sin emision de fluorescencia®. Cuando un fluoréforo
interacciona con el ADN se produce un fendmeno desactivacién denominado quenching.
Gracias a este fendmeno, es posible estudiar el grado de interacciéon con el ADN de los
compuestos midiendo la intensidad de fluorescencia de estos en presencia de diferentes
concentraciones de ADN. Se utiliza como control positivo azul de toluidina (TB), que es
reconocido como un agente intercalante ademds de tener interacciones electrostaticas con
el ADN’,

En una primera instancia se debe definir la longitud de onda a la que se irradiard el
compuesto. Para esto se estudia el espectro de absorcidon del mismo y se elige el rango de
longitudes de onda donde se observa maxima absorcién. Posteriormente se incuba el
compuesto, en una concentracién 20uM, con una serie de concentraciones de ADN de timo
de ternera de alta pureza, que van desde 0 a 400 uM. La incubacién se desarrolla durante 30
minutos, a 372C, en buffer de fosfato pH=6 que simula las condiciones acidas del entorno e
interior de una célula tumoral hipéxica®. Luego de la incubacién, la muestra se irradia con la
longitud de onda anteriormente definida y se registra su espectro de emisién (figura 5.1).

Al graficar la If a dicha longitud de onda en funcidon de la concentracion de ADN, el fenédmeno
de desactivacién se evidenciaria con la obtencidn de un grafico de saturacién (figura 5.2).

Luego, para determinar el grado de afinidad con ADN de cada compuesto, se recurre al
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analisis de Stern-Volmer™*. La ecuacién de Stern-Volmer se aplica sobre los primeros puntos

del gréfico, donde aun no se observa el fendmeno de saturacién. La pendiente del grafico

IfO/IfADN vs. [ADN] se denomina constante de Stern- Volmer (Ksv) y esta directamente

relacionada con la afinidad del compuesto por ADN (figura 5.3).
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Figura 5.1- Espectro de emisidn de fluorescencia del derivado 7.

La figura 5.1 muestra el espectro de emisién de fluorescencia del derivado 7. No se observa

un descenso en la intensidad de fluorescencia (If) a medida que se incrementa la

concentracién de ADN, lo que indica que el compuesto no estaria interaccionando con el

ADN. A partir del espectro de emisidn es posible determinar la longitud de onda mdaxima de

emision. Al graficar la If a dicha longitud de onda en funcién de la concentracién de ADN, si el

compuesto interacciona con el ADN se obtiene un grafico de saturacién que permite

visualizar claramente el fenémeno de desactivacion. Como se observa en la figura 5.2, no se

obtiene un grafico de saturacion por lo que se puede concluir que el derivado 5 no presenta

ninguna interaccion con el ADN observable por este método.
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Figura 5.2 - Grafico de intensidad de fluorescencia a la longitud de onda de maxima emisién en funcion de
la concentracién de ADN para el derivado 7.

A pesar de que no se observd un grafico de saturacion a partir del grafico de intensidad de
fluorescnecia maxima en funcién de la concentracion de ADN, se realizd el grafico de

Stern-Volmer para poder calcular la constante Ksv.
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Figura 5.3 — Grafico de Stern-Volmer cuya pendiente corresponde a Ksv del derivado 7.

A partir del gréfico de Stern-Volmer se pudo calcular la Ksv correspondiente al derivado 7,
que tiene un valor de (2,7+0,8)x10. El mismo andlisis fue realizado para el derivado 5 cuya
pendiente Ksv tiene un valor de (1,5%1,3)x10°. Ambos derivados presentaron un

comportamiento parecido, ninguno de los dos presenta una interaccién con el ADN que se
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vea reflejada en una diminucién de la fluorescencia del mismo. En la siguiente seccién se
evaluara por el método de electroforesis y se observara si estos derivados presentan otro
tipo de interaccidn con ADN.

Debido a los bajos rendimientos obtenidos en la repeticidon de la sintesis del derivado 6 por
problemas en la purificacién, no fue posible obtener suficiente producto para evaluar el

compuesto bajo el método de fluorescencia.

4.2.2 Estudio de interaccion DNA- compuesto por electroforesis

Los ensayos con plasmido superenrollado son muy Utiles para caracterizar la interacciéon de
compuestos con ADN. Esto se debe a que en condiciones normales, el pldsmido puede tener
tres conformaciones predominantes: una conformacién superenrollada, de mayor movilidad;
una conformacion lineal de menor movilidad, debida a la ruptura mecanica u de otro origen
en ambas cadenas; y una conformacién circular de menor movilidad aun, la cual se genera
por un corte en solamente una de las cadenas. Por lo tanto, en el caso de que la interaccién
con el compuesto genere un corte en la molécula de ADN, es de esperar un aumento en la
intensidad de las bandas correspondientes a la forma circular y lineal y una disminucion en la
correspondiente a la forma superenrollado. Sin embargo, también puede ocurrir otro tipo de
interaccion no covalente con el ADN, como ser la intercalacidn y o la interaccidn con el surco
menor y que la misma no genere cortes como producto final. En este tipo de interaccion el
compuesto introduce modificaciones conformacionales en el ADN, como la reduccion de
supervueltas negativas en su estructura terciara o la formacién de codos, las cuales afectan la
movilidad del plasmido en el gel. El patron electroforético generado por este tipo de
interacciones puede ser similar al de un corte, aunque es frecuente que se observe un perfil
mucho mas difuso ya que se generan una gran variedad de estructuras intermediarias™®.

En este estudio, el ADN plasmidico, obtenido y purificado mediante técnicas estandar
(seccidn 8), es incubado en presencia de los compuestos por 24 h a 37 °C. Terminada la
incubacién, la reaccién se detiene y todas las muestras se someten a una electroforesis en
gel de agarosa en ausencia de agentes intercalantes. El gel se tifie con bromuro de etidio y la
movilidad relativa de las bandas de ADN se visualiza por luz UV. Todos los compuestos
utilizados tienen una baja solubilidad en solucidn acuosa, por lo que las disoluciones de los
mismos deben realizarse en 100 % DMSO. Segun se describié previamente el DMSO, por si
mismo, no tendria efecto apreciable sobre el ADN plasmidico en incubaciones a 37°C por
24hs, en concentraciones menores o iguales al 50%’. Contrariamente con esto, al incubar el
ADN plasmidico en presencia de concentraciones crecientes de DMSO se observé un cambio
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en el perfil electroforético del plasmido dependiente de la concentracion del scavenger de

electrones.

DMSO - M

- ] e
«—
— — - | ——
«—
20% 30% 50%

Figura 5.1 - Efecto en la conformacion del ADN al agregar concentraciones crecientes de DMSO. Se incubaron
300 ng de plasmido KS Il BlueScript en buffer Tris-HCl, agregando concentraciones crecientes de DMSO.

Topoisomero circular

Topoisomero lineal

Topoisdmero de movilidad intermedia
Topoisdomero superenrollado

En la figura 5.1 se observa claramente que el DMSO utilizado, tiene un alto impacto sobre el
ADN. Se puede ver la apariciéon de la forma lineal del ADN, ademds de la apariciéon de un
topoisémero con movilidad intermedia entre la forma lineal y la superenrollada del plasmido,
con la concomitante desaparicion de la forma circular y superenrollada del ADN. Teniendo en
cuenta este resultado es que independientemente de la concentracidn de compuesto
agregado al ensayo, para cada caso se conservé la cantidad de DMSO agregado, de manera
de permitir la visualizacion de un efecto dependiente de la concentracion de compuesto.
Teniendo en cuenta estos resultados, se decidid evaluar que efecto tiene el agregado del
compuesto sobre el efecto del DMSO y principalmente analizar el efecto del compuesto

sobre el ADN al aumentar el ri.
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Figura 5.2 - Efecto en la conformacion del ADN al agregar concentraciones crecientes del derivado 1.

En la figura 5.2 se observa que el compuesto produce una degradacién gradual de todas las
formas del ADN. Se aprecia ademas (ri 50) la desaparicion total del ADN superenrollado y una
disminucién en la cantidad de las otras dos formas en las que se presenta el plasmido. Se
puede concluir que este compuesto tendria un efecto leve sobre el ADN y que dicho efecto
pareceria ser concentracion dependiente.

2
riM

Z—»0

NH,

O=—2Z

PM (g/mol): 227,07
% DMSO: 32

Figura 5.3 - Efecto en la conformaciéon del ADN al agregar concentraciones crecientes del derivado 2.

Al igual que el compuesto 1, el compuesto 2 (Figura 5.3) también degrada el ADN plasmidico.
Se observa un cambio en la intensidad de las bandas correspondientes a las formas
superenrollada, circular y lineal, lo que se refleja en la cantidad de una u otra forma presente
al finalizar la incubacién. Sin embargo, el efecto es visiblemente mayor que el observado para

el compuesto 1, ya que se hace evidente a un menor ri.
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Figura 5.4 - Efecto en la conformacion del ADN al agregar concentraciones crecientes del derivado 3.

El ADN plasmidico incubado en presencia del compuesto 3 (figura 5.4) parece no alterar el
perfil observado para el mismo plasmido en presencia de DMSO. En el gel se aprecian las

bandas correspondientes a los topoisdmeros descritos en la figura 5.1.

f
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PM (g/mol): 415,12

% DMSO: 43

Figura 5.5 - Efecto en la conformacion del ADN al agregar concentraciones crecientes del derivado 5.
En presencia del compuesto 5 (figura 5.5) no es evidente la presencia del topoisomero de
movilidad intermedia observado en los controles con DMSO. Adema3s, en este caso no se ve
que existan cambios significativos en las formas del ADN a medida que aumenta el ri. Si
comparamos este derivado con su precursor (derivado 1) vemos que la sustitucidon con el

grupo 3-bromo-N-propilftalimida no potencia el efecto del compuesto sobre el ADN.
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Figura 5.6 - Efecto en la conformacion del ADN al agregar concentraciones crecientes del derivado 6.

Luego de la incubacién con el compuesto 6 (figura 5.6), la banda correspondiente al plasmido
superenrollado se hace mas difusa. Ademas se observa un aumento en la intensidad de la
isoforma circular, posiblemente debida a la generacion de una mella en el plasmido
superenrollado, que finalmente parece ser completamente degradada. Se observa también la
aparicion del topoisdmero de movilidad intermedia y lineal. Al comparar éste derivado con el
derivado 1, se observa que la sustitucion con la cadena 3-bromopropanol podria estar

potenciando la capacidad de la molécula de realizar cortes sobre el ADN.

7 o
rt o OH i ]
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PM (g/mol): 364,01
% DMSO: 50

Figura 5.7 - Efecto en la conformacion del ADN al agregar concentraciones crecientes del derivado 7.

En la figura 5.7 se puede observar la disminucidon del ADN superenrollado a medida que
aumenta el ri, hasta casi lograr su total desaparicidon. Se observa ademas una disminucién del
topoisdmero de movilidad intermedia con un concomitante aumento de la forma lineal.
Nuevamente, si se compara este resultado con el obtenido para el derivado 3, se puede
concluir que la sustitucién nucleofilica realizada con 3-bromopropanol aumentaria la

capacidad de la molécula de introducir cortes en el ADN.
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Figura 5.8 - Efecto en la conformacién del ADN al  Figura 5.9 - Efecto en la conformacién del ADN al

agregar concentraciones crecientes del derivado 8. agregar concentraciones crecientes del derivado 9.

Como se observa en la figura 5.8, el derivado 8 tiene un leve efecto de corte sobre el ADN
dependiente de la concentracion de compuesto, ya que al aumentar el ri se observa una
ligera aparicion de la forma lineal. Comparando este resultado con el efecto observado para
el derivado 2 se puede concluir que la sustitucién no produce un cambio importante sobre el
patron de las bandas obtenidas, y presenta incluso un efecto ligeramente menor. Como
resultado de la incubacién con el compuesto 9, en la figura 5.9 se puede ver una desaparicién
tanto de la banda superenrollada como de la banda del topoisémero de movilidad
intermedia con una concomitante aparicidon de la forma lineal. Comparando este resultado
con el patrén obtenido para el derivado 1 es apreciable que el agregado de este sustituyente

potencia el efecto del compuesto sobre el ADN.
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Figura 5.10 - Efecto en la conformacion del ADN al Figura 5.11 - Efecto en la conformacion del ADN al
agregar concentraciones crecientes del derivado 10. agregar concentraciones crecientes del derivado 11.

El derivado 10 produce degradacién de todas las formas del ADN evidenciado por el patrén
de degradacién continua (figura 5.10). Ademds se observa que este compuesto produce
cortes sobre el ADN. Este efecto es claro debido a la creciente aparicion de la banda
correspondiente a la forma lineal ademas de la desaparicién de la forma superenrollada del
pldasmido. Comparando este resultado con el efecto producido por el derivado 2, se puede
concluir que el aumento en el efecto del compuesto sobre el ADN podria deberse a la
sustitucidn sobre el heterociclo de fenazina. En la figura 5.11 se observa que la incubacion
con el compuesto 11 promueve la desaparicidn del concatémero que evidenciaria un efecto
del compuesto sobre el ADN, concentracidon dependiente. Debido a la siembra no uniforme
de las distintas muestras las bandas correspondientes al ri de 1 se observan en mayor
proporcién. También se puede ver que el compuesto produce un patrén de degradacion

continua sobre el ADN.
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Figura 5.12 - Efecto en la conformacion del ADN al Figura 5.13 - Efecto en la conformacion del ADN al

agregar concentraciones crecientes del derivado 12. agregar concentraciones crecientes del derivado 13.

Para el andlisis de este derivado, se compararon los resultados con el control en ausencia de
DMSO, ya que como se observa en la figura 5.12, la banda correspondiente al topoisémero
superenrollado no estd presente. Se observa la disminucién en la intensidad de la banda
correspondiente al ADN circular ademas de la desaparicion del ADN lineal y la aparicion del
topoisémero de alta migracién. Se puede concluir que el derivado produce degradacion. Este
resultado da la idea de que el compuesto interactie preferentemente con la forma lineal,
probablemente actuando a través de los extremos. En la figura 5.13 también se observa
degradacion de todas las formas de ADN. Ademds, se puede ver que el derivado genera
cortes sobre el ADN ya que es apreciable que a medida que se da la disminucidn en la
intensidad de la banda correspondiente al ADN superenrollado, junto con una disminucién

del ADN circular, se da el aumento de la forma lineal.
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Figura 5.14 - Efecto en la conformacién del ADN al

agregar concentraciones crecientes del derivado 14.
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Figura 5.15 - Efecto en la conformacién del ADN al

agregar concentraciones crecientes del derivado 15.

En la figura 5.14 se puede ver que el derivado 14 presenta un leve efecto de corte,

concentracién dependiente, sobre el ADN ya que se observa una ligera desaparicion del ADN

superenrollado con una concomitante aparicién del ADN lineal.

Como se observa en la figura 5.15, el derivado 15 produce degradacién gradual de todas las

formas del ADN sin visualizarse preferencia por alguna de las isoformas.
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Figura 5.16 - Efecto en la conformacion del ADN al Figura 5.17 - Efecto en la conformacion del ADN al

agregar concentraciones crecientes del derivado 16. agregar concentraciones crecientes del derivado 17.

Como se aprecia en la figura 5.16, el derivado 16 también genera degradacién de todas las
formas del ADN resultando evidente la desaparicion gradual del ADN superenrollado. El
derivado 17 tiene un potente efecto de degradacion sobre el ADN plasmidico evidenciado
por la desaparicion total de las bandas correspondientes a los distintos topoisémeros de ADN

(figura 5.17).

En resumen, aungue el efecto que en nuestro caso se observa con el solvente dificulta la
interpretacion, se puede concluir que el principal mecanismo de accidn de los compuestos
ensayados es la introduccién de cortes en las cadenas de ADN. En algunos casos, esta
degradacion lleva a la aparicidn o enriquecimiento de las formas circular y/o lineal, llegando
a la degradacion masiva para los ri altos. Llama la atencidn el hecho de que la incubacidn con
algunos compuestos previene la formacidn de los topoisomeros de migracién mayor a la
forma lineal.

Se observa que la presencia del grupo amino en la posicién 2 (compuesto 2) promueve un
efecto mayor sobre el ADN en comparacion con el grupo hidroxilo del (compuesto 1).
También se pudo observar que el sustituyente fenietenil potencia la actividad en el derivado

2-hidroxi (compuesto 9) aunque no en forma tan notoria en el derivado 2-amino (compuesto
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8), que ya tiene, en si mismo, la capacidad de degradar en forma muy marcada al ADN. De la
misma manera, para el sustituyente 4-formilfenoxi, al comparar la pareja 1 - 15 se observé
claramente que la presencia tiene un efecto potenciador mientras que el efecto no es

notorio para la pareja con el grupo amino en la posicién 2 (2 — 14).

Si se comparan los resultados con los derivados 1 y 3, se observa que los derivados O-
sustituidos como demuestran los derivados hidroxialquilicos 6 y 7, conducen a potenciar la
interaccion con ADN. Por otro lado, tomando en cuenta que los resultados de espectroscopia
de fluorescencia, indicaban que los derivados 6 y 7 carecian de interaccién con ADN, estos
compuestos Unicamente producirian cortes y degradacién del ADN. Esto podria indicar que la
incorporaciéon de cadenas hidroxialquilicas conduce a la generacidn de profdrmacos

interactuantes con ADN.

Con respecto a los derivados sustituidos hacia el oeste de la molécula (8-17), derivados de los
compuestos 1y 2, en todos los casos, se puede concluir que la presencia de los sustituyentes

potencian la capacidad de las moléculas de interaccionar con ADN.

Con respecto a los derivados de ariletenilfenazina, 10, 11, 12 y 13 se puede decir que el fenilo
sustituido le aporta a la molécula una mayor capacidad de producir degradacién sobre el
ADN, con respecto a los derivados de feniletenilfenazina 8 y 9. Si se compara este resultado,
con los estudios de fluorescencia teniendo en cuenta las Ksv calculadas, se puede decir que
los derivados 8 y 9 presentan ademads una fuerte interaccién de tipo electrostatica con el
ADN ya que tienen valores de la constante marcadamente elevados, mientras que los
derivados 10, 11, 12 y 13, aunque presentan una interaccién del mismo tipo, actuan mas

fuertemente produciendo degradacion sobre el ADN.

Por otro lado comparando los derivados de 4-fenoxifenazina (14-15) con los derivados de 4-
aminoguanidonilfenoxifenazina 16 y 17, se observa el efecto de la cadena de
aminoguanidona potencia capacidad de degradacion sobre el ADN. En este caso se observa el
efecto contrario a lo observado en los estudios de fluorescencia. En el mismo, los derivados

14 y 15 presentaron interaccion con ADN, al contrario de los derivados 16 y 17.
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La mayoria de los derivados estudiados presentan una preocupante interaccidon con ADN, ya
que esta caracteristica perjudica el disefio racional de los mismos como profarmacos
selectivos en hipoxia. De esta forma el derivado de N° N*°-dioxido de 2-hidroxifenazina

sustituido mas promisiorio seria el derivado 5.
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5. CONCLUSIONES

Se obtuvieron tres nuevos derivados de N°, N*°-diéxido de fenazina, con rendimientos

moderados.

Los sustituyentes incorporado hacia el oeste de los derivados 1 y 2 conducen a compuestos

que interaccionan con ADN.

Los sustituyentes hidroxialquilicos incorporados hacia el este del derivado 1 conducen a

compuestos que interaccionan con ADN.

El sustituyente 4-aminoguanidona presente (16 y 17), fue el que causé una mayor degradacion

del ADN.

De la nueva generacién de compuestos, el derivado 5 posee leve interaccién con ADN, siendo
el derivado mas promisorio para futuras modificaciones estructurales y evaluacion bioldgica de
sus propiedades bio-reductivas y citotdxicas, asi como la interaccién de sus derivados

reducidos con ADN.



Perspectivas

6. PERSPECTIVAS

Para profundizar el estudio aqui presentado consideramos conveniente:

Realizar la evaluacién de la citotoxicidad en normoxia-hipoxia de los nuevos derivados

sintetizados.

Realizar el estudio de interaccién con ADN de los derivados reducidos de los compuestos que

presentan menor interaccion con ADN, para evaluar la selectividad de los compuestos.
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7. METODOS EXPERIMENTALES

7.1 Sintesis y caracterizacidon quimica

En este apartado se detallan los procedimientos experimentales y el andlisis espectroscdpico
de los productos finales e intermedios obtenidos.

Los disolventes se destilan previo a su uso, por métodos convencionales. Todos los reactivos
provienen de fuentes comerciales (Sigma-Aldrich, Janssen, Merck, Fluka, entre otros) y se
utilizan sin purificar, excepto que se indique de otra forma.

Los grados de avance de las reacciones y la pureza de los productos se examinan mediante
cromatografia en capa fina (CCF). Se utiliza silicagel con indicador fluorescente sobre placas de
poliéster (Alugram® Sil G/UV254) u éxido de aluminio con indicador fluorescente sobre placas
de poliéster (Poligram® Alox N/UV254). Las fases moviles utilizadas han sido mezclas en

distintas proporciones de AE:EP, CH,Cl,:MeQOH y CH,Cl,:EP.

Los cromatogramas se revelan por alguno de los siguientes métodos:
» Exposicién a luz UV (254 nm).
» Exposicidn a vapores de |,.
» Asperjado con una mezcla de EtOH:H,SO,:anisaldehido (95:4:1) y posterior quemado.
>

Asperjado con reactivo de Brady.

Para las columnas cromatogréficas, se utiliza silicagel (Merck, 60—230 mesh) o alimina (Merck,

70-230 mesh) como soporte sélido y disolventes adecuados como fase mévil.

Los espectros de 'H-RMN y BC-RMN se realizan en un equipo BRUKER DPX-400 (400 MHz),
empleando los disolventes especificados en cada caso y TMS como referencia interna.

Los valores de desplazamiento quimico son descritos en unidades de & (ppm), las
multiplicidades se designan como: singulete (s), doblete (d), triplete (t), cuarteto (c), multiplete
(m), sefial ancha (sa) y las constantes de acoplamiento (J) se expresan en herzios (Hz). En el
caso de los espectros de *C-RMN realizados en CDCl; el pico central del triplete de CDCl; se
asigna como 77,0 ppm. Las asignaciones de H y C se realizan en base a experimentos de
correlacién en 2D-RMN (COSY, HSQC y HMBC). Para los experimentos de COSY, HMBC y HSQC

se utilizaron las secuencias de pulsos disponibles en el software del equipo.
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La espectrometria de masas fue realizada utilizando equipos LC/MSD-Serie 100 Hewlett—
Packard con el método de lonizacién por Electrospray (IES-EM), equipo Shimadzu QP-2010

mediante impacto electrénico (IE-EM).

7.1.1 Preparacién de derivados de 1-6xido de benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazol (a-c)**

Se afade la 2-nitroanilina correspondiente (7,41 mmol) a una mezcla de hidréxido de sodio
(7,41mmol) en etanol (6 mL). Se agita la suspensién durante 5 minutos, se enfria en bafio de
hielo y se afiade una solucidn de hipoclorito de sodio (14,8 mmol). El sélido obtenido se filtray

se lava con abundante agua. El sélido resultante es filtrado y secado a vacio a 20 °C.

7.1.2 Preparacion de derivados de N°, N*°-dioxido de 2-aminofenazina (2) *°

Bajo atmodsfera de nitrégeno, se prepara metdxido de sodio disolviendo 3,9 mmol de sodio en
25 mL de metanol anhidro, en bafio de hielo a =5 2C. 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 2C bajo
atmésfera de nitrégeno. La mezcla anterior se vuelca lentamente sobre la solucion de
metoxido de sodio a -5 °C. Se agita a temperatura ambiente durante 24 horas y
posteriormente se refrigera a -20 2C por otras 24 horas. El sélido resultante se filtra y se lava

exhaustivamente con hexano, THF, éter etilico hasta obtener un sélido cristalino.

7.1.3 Preparacion de derivados de N°,N*°-diéxido de 2-hidroxifenazina (1, 3, 4)*>

Bajo atmdsfera de nitrégeno, se prepara metéxido de sodio disolviendo 3,9 mmol de sodio en

25 mL de metanol anhidro, en bafio de hielo a =5 2C. 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-hidroquinona, en bafo de hielo a -5 2C bajo
atmésfera de nitrégeno. La mezcla anterior se vuelca lentamente sobre la solucion de
metdxido de sodio a -5 2C. Se agita a temperatura ambiente durante 24 horas vy
posteriormente se refrigera a -20 2C por otras 24 horas. El sélido resultante se filtra y se lava

exhaustivamente con hexano, THF, éter etilico hasta obtener un sélido cristalino.
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7.1.4 Sintesis de N°,N'°-diéxido de 2-ftalimidilpropiloxifenazina (5)
En un baldn de 50 mL bajo atmdsfera de nitrégeno se disuelven 0,239 mmol de N°,N*- didxido

de 2-hidroxifenazina en 15 mL de acetona. Luego se agrega 3-bromo-N-propilftalimida (0,441
mmol), carbonato de potasio (0,441 mmol), éter corona (18-crown-6) (0,239 mmol) y
catalizador de transferencia de fase (CHs;(CH,)3)sNI) (0,0239 mmol). La reaccidon se deja
agitando vigorosamente hasta la desaparicion de N°,N'°-diéxido de 2-hidroxifenazina (72
horas). El seguimiento de la reaccién se realiza por CCF en silica con una mezcla de EP:AE
(20:80) como fase mavil. Transcurrido el tiempo, se destila el disolvente a presién reducida.
Posteriormente se agregan 30 mL de agua y se extrae la mezcla con AE (3 x 35 mL). Las capas
orgdanicas se secan con Na,SO, anhidro, el disolvente es evaporado a presidon reducida. El

producto se purifica mediante CC en silica usando como fase mévil EP: AcOEt.

His Hiq
(@)
H
! ? " Hiy Hi a
Hg N o N
X Hie
= Hio Hio Hiz  Hip [¢]

He Hg

Rendimiento: 47%

Aspecto: Sélido naranja

Férmula empirica: Cy3sH17N305

Punto de fusidén (°C): 180-183

'H (DMSO, 400 MHz) &, (ppm): 8,57 (2H, d, J 8,30 Hz, He+Hs), 8,47 (1H, d, J 9,65 Hz, H,), 7,92
(1H, m, Hyz), 7,85 (5H, m, Hyjg+Hy3+Hy4+His+Hqg), 7,78 (1H, d, J 2,60 Hz, H,), 7,41 (1H,dd, J;3
2,62 Hz, J34 9,58 Hz, Hs), 4,30 (2H, t, J 5,73 Hz, Hy), 3,84 (2H, t, J 6,63 Hz, Hyy), 2,19 (2H, m,
Hi1).

BC-NMR &¢ (ppm) (a partir de experimentos de HSQC y HMBC): 135,06, 134,80, 131,34,
131,06, 125,10 (C-Hs), 123,96, 123,33, 122,01 (C-H,), 119,94, 119,34, 97,41 (C-H,), 67,26 (C-
Hio), 35,22 (C-Hy,), 27,74 (C-Hyy)

MS, m/z (%): 415,15 (M*, 3), 399,15 (11), 383,15 (2).
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7.1.5 Sintesis de N°,N*’-diéxido de 2-hidroxipropiloxifenazina (6)
En un baldn de 50 mL bajo atmdésfera de nitrégeno se disuelven 0,957 mmol de N°,N*°- didxido

de 2-hidroxifenazina en 20 mL de acetona. Luego se agrega 3-bromopropanol (0,957 mmol),
carbonato de potasio (0,957 mmol), éter corona (18-crown-6) (0,957 mmol) y catalizador de
transferencia de fase (CH3(CH,);)sNI) (0,0957 mmol). La reaccion se deja agitando
vigorosamente hasta ver la aparicion del producto (7 dias). El seguimiento de la reaccidn se
realiza por CCF en alimina con una mezcla de Cl,CH;:MeOH (98:2) como fase movil.
Transcurrido el tiempo, se destila el disolvente a presion reducida. Posteriormente se agregan
30 mL de agua y unas gotas de HCl y se extrae la mezcla con AE (3 x 35 mL). Las capas
orgdanicas se secan con Na,SO, anhidro, el disolvente es evaporado a presidon reducida. El

producto se purifica mediante CC en alimina usando como fase maovil CH,Cl,:MeOH (99:1)

Ho ? b Hit  Hn
Hg N (@] OHg3
X
Hio HipoHp M2
— 10 HioHi
H; $ Hj

Rendimiento: 49%.

Aspecto: sélido naranja.

Formula empirica: CisH14N,04

Punto de fusion (°C): 163-167

'H (DMSO, 400 MHz) 6, (ppm): 8,54 (2H, m, He+Hs), 8,48 (1H, d, J 9,66 Hz, H,), 7,91 (2H, m,
H,+Hg), 7,81 (1H, d, J 2,56 Hz, H,), 7,57 (1H, dd, J34 9,63, J;3 2,62 Hz, Hs), 4,69 (1H, t, ] 5,21 Hz,
His), 4,30 (2H,t, J 6,35 Hz, Hy), 3,66 (2H, dt, J 5,97, 11,54 Hz, Hy,), 1,99 (2H, m, Hy,).

BC-NMR 8¢ (ppm) (a partir de experimentos de HSQC y HMBC): 161,55 (H,C-C-0), 137,14 (N-C-
CH,), 136,12 (HsC-C-N), 134,84 (H¢C-C-N), 132,20 (N-C-CH,), 132,03 (C-Hg), 130,95 (C-H,),
125,74 (C-Hs), 121,98 (C-H,), 120,12 (C-Hg), 119,85 (C-Hg), 97,69 (C-H,), 66,64 (C-Hy,), 57,59 (C-
Hiz), 32,16 (C-Hyy).

MS, m/z (%): 286,1 (M*,80), 270,1 (21), 253,1 (3).
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7.1.6 Sintesis de N°,N*’-diéxido de 7(8)-bromo-2-hidroxipropiloxifenazina (7)
En un balén de 50 mL bajo atmoésfera de nitrégeno se disuelven (0,841 mmol) de N°,N*°-

diéxido de (7)8-bromo 2-hidroxifenazina en 30 mL de acetona. Luego se agrega 3-
bromopropanol (0,841 mmol), carbonato de potasio (0,841 mmol), éter corona (18-crown-6)
(0,841 mmol), y catalizador de transferencia de fase (CH3(CH,);)4NI) (0,0841 mmol). La reaccion
se deja agitando vigorosamente hasta la desaparicién de N°, N'°-diéxido de (7)8-bromo-2-
hidroxifenazina (96 horas). El seguimiento de la reaccidn se realiza por CCF en silica con una
mezcla de EP:AE (20:80) como fase moévil. Transcurrido el tiempo se destila el disolvente a
presion reducida. Posteriormente se agregan 30 mL de agua y se extrae la mezcla de reaccién
con AE (3 x 35 mL). Las capas organicas se secan con Na,SO, anhidro, el disolvente se evapora

a presion reducida. El producto se purifica mediante CC en silica usando como fase movil

EP:AcOEt.
Hog ? Hy Hii Hp
He N o OH
X
= HioHio  HizHipz
Br EI Hq
H6 (0] H4

Rendimiento: 23%
Aspecto: Sélido naranja.
Férmula empirica: C;sH13BrN,O,

7-isémero: *H (MeOD, 400 MHz) 64 (ppm): 8,84 (1H, d, J 1,9 Hz, Hg), 8,57 (2H, dd, 1 9,7, 1,6
Hs+Ho), 8,06 (1H, dd, J9,3,J 1,9 Hz, H;), 7,92 (1H, d, J 2,7 Hz, H4), 7,61 (1H, dd, J 9,7, J 2,5 Hz,
Hs), 4,39 (2H, t, /6,2 Hz, Hyg), 3,83 (2H, t, J 6,2 Hz, Hyg), 2,15 (2H, m, Hy,).

BC-NMR 8¢ (ppm) (a partir de experimentos de HSQC y HMBC): 162,49 (H,C-C-0), 137,37 (N-C-
CH,4) 134,97 (C-Br), 134, 74 (C-H;), 133,70 (HsC-C-N), 131 (N-C-CH,), 126,29 (C-Hs), 124,86 (HoC-
C-N), 121,46 (C-Hq), 121,16 (C-Hg), 121,11 (C-H,), 96,88 (C-H,), 66,11 (C-Hy,), 57,81 (C-Hyy),
31,67 (C-Hyy).
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7.2 Evaluacion biolégica

7.2.1 Evaluacién de la capacidad de interaccién con ADN mediante espectroscopia de
fluorescencia
Se prepara una solucion de ADN 2,5 mg/mL, disolviendo 12,5 mg de ADN puro de timo de

ternera, (Sigma Chemical Co., USA) en 5,0 mL de buffer fosfato (50 mM; pH 6,0). La solucidn se
agita magnéticamente a 4°C durante 16 h. A partir de esta solucidn se hacen las
correspondientes diluciones. Las medidas de fluorescencia de registran en un
espectrofotémetro Varioskan Flash 2.4.1. Para los estudios de quenching se mantiene la
concentracién de compuesto constante (20 uM) y se varia la concentracion de ADN en un
rango de 0 a 400 uM, manteniendo constante el volumen de la solucién, con un 20% de DMSO.
Se incuba el compuesto con el ADN a 37°C durante 30 minutos y luego se procede a realizar

las medidas. Los espectros de emisidn se registran entre 425 nm y 825 nm, excitando a la
longitud de onda de absorcién maxima, con un ancho de banda de 12 nm. Todas las lecturas se

realizan por triplicado.

7.2.2 Evaluacidn de la capacidad de interaccién con ADN mediante electroforesis®

Cultivo de bacterias

Los cultivos liquidos de bacterias se realizaron en medio LB (bactotriptona 10 g, extracto de
levadura 5 g, NaCl 10 g, agua c.s.p 1 L, pH 7,5) a 37 2C con agitacién a 220 rpm. Para el
crecimiento de bacterias transformadas con plasmidos portadores de marcadores de
resistencia a Ampicilina, se agregé al medio el antibidtico a una concentraciéon de 50 pg/mL.
Los stocks de bacterias se conservaron a -80 2C en medio usando un cultivo en fase de
crecimiento exponencial en medio LB suplementado con glicerol a una concentracion final de
15 %. Para este trabajo se utilizd una cepa de E. coli XL1 transformada con plasmido
pBluescript KSII (Stratagene) (Figura 7.1).
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Obtencién de ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico en pequenas cantidades se realiza por el método de
lisis alcalina® a partir de 3mL de cultivos de la cepa XL1 de E. coli transformada con el plasmido
correspondiente. Sintéticamente, se resuspenden cultivos en fase estacionaria en buffer SET
(sacarosa 20%, Tris-HCI 50mM pH 7,6, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 6,5mM) y se
lisan con una solucidn hidroxido de Sodio 0,2N, dodecilsulfato sédico (SDS) 1%. La solucidn se
neutraliza con acetato de sodio 3M pH 4,8, se deja 30 minutos en hielo y se centrifuga a 42Cy
12.000 durante 20 minutos. El sobrenadante se precipita con un volumen de isopropanoal,
lavandose posteriormente con etanol 70%. La resuspensidn se realiza en un volumen

adecuado de agua purificada por MiliQ (generalmente 40pL).

Medida de la concentraciéon de ADN

La concentracién de ADN se calculd a partir de medidas de absorbancia a 260 nm teniendo en
cuenta que 1 unidad de absorbancia corresponde a una concentracion de 50 pg/mL de ADN
doble hebra. Para estimar la pureza de la muestra se determiné también la absorbancia 280
nm (longitud de onda a la que absorben las proteinas fundamentalmente). El ADN puro da una

relacién de A260/A280 de 1,7.

Incubacién del plasmido con concentraciones crecientes de DMSO
Se realizé una incubacién de 300 ng de plasmido con 2 uL de buffer Tris EDTA (TE Tris 0,5 M

EDTA 0,5 M pH 7,4) con concentraciones crecientes de dimetil sulféxido (DMSO) (5, 10, 20, 40,

50 % final) en un volumen total de reaccién de 20 uL por 24 h a 37 C.

Incubacién de los derivados de N°,N*°-diéxido de fenazina con ADN plasmidico

Los compuestos fueron disueltos en DMSO (0,8 mg en 1 mL de DMSO) e incubados con ADN
purificado (300 ng) y con buffer Tris EDTA (TE Tris 0,5 M EDTA 0,5 M pH 7,4) en un volumen
final de reaccion de 20 uL por 24 h a 37 9C. Los compuestos fueron ensayados en varios ri,
donde ri es la relacién moles de compuesto/moles de pares de bases). Todas las diluciones
posteriores también se realizaron en 100 % DMSO, de las cuales se tomaron alicuotas
inferiores a los 10 pL, de manera que el volumen final de DMSO no supere el 50 % del volumen

final.

Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos de ADN se analizaron por electroforesis en gel de agarosa 0. 8%. Los geles se
prepararon en buffer TBE (Tris-borato 90 mM, EDTA 0,5 M, pH 8,0), y este mismo buffer es

utilizado como buffer de corrida. La separacién se realiza a 90 V por 90 minutos. Luego de la
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incubacién se agregd a las muestras buffer de carga a las muestras (azul de bromofenol 25 %,
glicerol 50 %, EDTA 25 mM, pH 8,0) y se realizé una electroforesis. En el caso de los geles sin
bromuro de etidio, el mismo debid ser tefiido con una solucion de bromuro de etidio 0.5

pg/mL por 30 min. Se visualizé el gel bajo luz ultravioleta.
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