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1-Resumen

Los tumores sélidos se caracterizan por la formacion de una masa celular cuya
neovascularizacion es inadecuada, llevando al desarrollo de poblaciones celulares distantes de
vasos sanguineos y como consecuencia hipéxicas. La hipoxia esta confinada en el tumor sélido y
por lo tanto representa un blanco que puede ser explotado para eliminar selectivamente las

células tumorales en los tumores sdélidos.

Se ha desarrollado un grupo especial de agentes citotoxicos conocidos como citotoxinas
selectivas en hipoxia también conocidas como profarmacos bio-reducibles, intercalantes de ADN
gue combinan dos farmacoforos, el grupo N -oxido y el heterociclo fenazina, asi como cadenas
laterales que potencian la interaccion con el ADN y estabilizan la union con esta biomolécula.
Dichos profarmacos son compuestos inactivos que se reducen enzimaticamente al farmaco
biol6gicamente activo cuya selectividad esta en funcién de la hipoxia del tejido en cuestiéon y del
nivel de enzimas reductivas del tejido como por ejemplo NADPH:citocromo P450 reductasa,

citocromo P450, DT-diaforasa.

Mediante estudios de metabolizacidon enzimatica utilizando fracciébn microsomal y citosoélica de
hepatocitos de rata y ensayos de citotoxicidad en condiciones de hipoxia y hormoxia se evalud la
capacidad citotdéxica y bioreductiva de potenciales profarmacos antitumorales bioreducibles
diseflados para células hipoxicas derivados de N,N’-dioxido de fenazinas previamente

sintetizados.

Por otro lado las microemulsiones lipidicas han sido utilizadas con éxito como vehiculos de
diferentes farmacos entre ellos antineoplésicos. En ese sentido se evalud la posibilidad de utilizar
microemulsiones lipidicas de los derivados de N,N"-diéxido de fenazinas para la evaluacion de su
capacidad citotoxica en normoxia e hipoxia en forma de aproximacién a su potencial uso como

vehiculo para ensayos de evaluacién biolégica in vivo.

Palabras claves: tumor sélido; hipoxia; fenazinas; microemulsion lipidica.



2- Introduccion y Antecedentes

El cancer no es una enfermedad Unica. Bajo esta denominacion se agrupan una multitud de
diferentes procesos clinicos, con un comportamiento absolutamente diferente. Hay mas de 100
diferentes tipos de céncer, sin embargo, todos ellos tienen un denominador comun: las células
cancerosas adquieren la capacidad de multiplicarse y diseminarse por todo el organismo sin
control. Las células cancerosas contradicen las reglas mas basicas del comportamiento por las
cuales se forman y mantienen los organismos pluricelulares, aprovechando todo tipo de
oportunidades para hacerlo. Estas células proliferan desafiando los controles normales, son
neoplasicas y son capaces de invadir y colonizar los tejidos de su entorno (malignas). Se cree que
la mayoria de los canceres se originan a partir de una sola célula que ha experimentado una
mutacion inicial, pero posteriormente su progenie ha de sufrir otros cambios y para que alguna de
estas células se convierta en cancerosa seran necesarias un gran numero de mutaciones
adicionales que terminaran por proporcionar un conjunto de propiedades dafiinas: alteraciones en
las vias de sefializacion celular qgue normalmente mantienen la proliferacion celular bajo un
estricto control; ignorar las sefiales de suicidio y eludir las limitaciones programadas de
proliferacion incluyendo la senescencia replicativa y las rutas normales de diferenciacién (Alberts
et al., 2004).

En Uruguay el cancer es responsable del 25% de las muertes, en hombres, el cancer de prostata
es el més frecuente seguido por el cancer de pulmon y el colo-recto (cAnceres de colon y recto
reunidos). Sin embargo, el cancer de pulmén sigue siendo la causa de muerte mas importante en
hombres ya que anualmente casi 1000 uruguayos mueren por esta enfermedad. En mujeres, el
cancer de mama es el que posee la mayor tasa de incidencia y también de mortalidad. Unos 1800
casos nuevos de cancer de mama se diagnostican anualmente y causa la muerte de mas de 650
mujeres en igual periodo. El cancer de colo-recto ocupa el segundo lugar en incidencia seguido

por el cancer cervico-uterino (CHLCC, 2009).

Auln con la gran cantidad de estudios que se han realizado sobre el cancer desde diferentes
aspectos, ya sean biolégicos o bioquimicos, no se ha desarrollado un tratamiento eficaz y seguro.
Hoy en dia como tratamientos contamos con la remocion quirdrgica de tumores (Rosenberg,
2008), la radioterapia (Hellman, 2008) y la quimioterapia (Schwarz, 2008). Cuando aparecen

multiples metéastasis la remocién quirdrgica se hace casi imposible.



Los tumores solidos corresponden a la presencia de una masa sélida formada por células
neoplésicas, ubicadas en cualquier sitio anatdmico y de diferentes tipos histolégicos cuya
neovascularizacion es inadecuada y esta alterada, llevando al desarrollo de poblaciones celulares
distantes de los vasos sanguineos y como consecuencia hipoxicas (fig. 1). La hipoxia es una de la
caracteristica en los tumores sélidos que contribuye local y sistematicamente a la progresion

tumoral, aumentando la resistencia a la quimio y radioterapia de dicha célula.
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Figura 1- Formacién de zonas de hipoxia en tumores solidos.

2.1 Hipoxia tumoral

La hipoxia es un rasgo caracteristico de los tumores sélidos. Se ha acumulado evidencia que
hasta un 50-60% de los tumores soélidos contienen regiones hipdxicas con una tension de
oxigeno considerablemente menor que los tejidos normales (Vaupel et al., 2007). El rango de
tensiones de oxigeno en los tumores solidos esta entre 10 y 30mmHg, mientras que en los tejidos
normales es de 24 a 66 mmHg (Brown, 1999). Los bajos niveles de oxigeno inducen a
alteraciones en el perfil de expresion génica. El factor de transcripcion inducible por hipoxia 1
(HIF-1) juega un rol fundamental en estos cambios, controlando mas de 100 genes diana. Los
productos de proteina mas prominentes de estos genes son la eritropoyetina y factor de

crecimiento endotelial vascular, que es un componente clave de la angiogénesis.

HIF-1 es una proteina heterodimérica cuyas subunidades se denominanHIF-1a y HIF-1B. Mientras
gue HIF-1B se expresa constitutivamente y se encuentra en el citosol a concentraciones
relativamente estables, la concentracion de HIF-1a es regulada por la por la presencia de oxigeno.
En condiciones de normoxia un residuo de prolina conservado en la subunidad a es hidroxilado, lo
cual conduce a la ubiquitinacion de la proteina y su degradacién en el proteosoma. Cuando las
concentraciones de oxigeno son bajas, hay un marcado descenso en el grado de hidroxilacion y

HIF-1a alcanza altas concentraciones.



En general, la hipoxia se produce cuando la demanda de oxigeno es superior a la entrega. Esta
situacion puede ser debido a la proliferacion celular como, por ejemplo, en el crecimiento del
tumor. En este caso, un circulo vicioso puede desarrollarse con la consiguiente activacion de HIF1
gue conduce a la angiogénesis, que a su vez favorece el crecimiento del tumor (Metzen, 2007).

En cuanto a los terapias convencionales, las células hipoxicas también son mas resistentes. Por
ejemplo la mayor influencia microambiental en la respuesta del tumor a la radiacion es el oxigeno
molecular; bajos niveles de oxigeno disminuyen la efectividad de las radiaciones ionizantes
donde el mecanismo de accion citotoxica depende de la generacion de especies reactivas del
oxigeno A esto le sumamos que células mas hipoxicas no estan experimentando activamente la
division celular, impidiendo asi la eficacia de los agentes quimioterapéuticos convencionales que

se dirigen a células que se dividen activamente (De Vita et al., 2008).

Sin embargo aunque la hipoxia tumoral es un problema al conferir resistencia a las terapias
farmacoldgicas actuales, en las circunstancias apropiadas puede ser visto como una ventaja. Por
muchos afios se vio a la hipoxia solamente como un obstéaculo a la hora de combatir el cancer, sin
embargo en las ultimas dos décadas se ha comenzado a explotar esta caracteristica Unica de los
tumores soélidos como una diana terapéutica que permite disefiar mecanismos de citotoxicidad
selectivos. El primero en proponer esto fue Alan Sartorelli en 1972, medicamentos que requieren
activacion bioreductiva se han desarrollado para explotar la deficiencia de oxigeno en estas
células en la premisa de que las células hipdxicas deberian mostrar una mayor propension para el

metabolismo reductor que las células bien oxigenadas (Lin et al., 1972).

Todo esto llevé al desarrollo de un grupo especial de agentes citotoxicos conocidos como
citotoxinas selectivas en hipoxia también conocidas como profdrmacos bio-reducibles. Desde el
aflo 1994 nuestro grupo de investigacion ha desarrollado diferentes series de compuestos
derivados del sistema N-Oxido como m.potenciales agentes bioreducibles (Martinez-Crespo,
F.J.et al., 1995), (Monge, A. et al., 1995, 1998), (Cerecetto, H et al., 2000, 201, 2004), (Lavaggi,
M.L. et al., 2004); ya en el afio 2003 (Lavaggi M.L., 2004), se comenzd a trabajar con compuestos
capaces de actuar como intercalantes de ADN. Estos agentes citotoxicos son conocidos como
citotoxinas selectivas en hipoxia o como profarmacos bio-reducibles, intercalantes de ADN que
combinan dos farmacéforos, el grupo N’-oxido y el heterociclo fenazina, figura 2, asi como
cadenas laterales que potencian la interaccion con el ADN y estabilizan la unidon con esta
biomolécula. Estos agentes, que son atractivos como farmacos antineoplasicos por su selectividad
hacia tumores solidos, deben esta selectividad al grado de hipoxia del tejido en cuestién y al nivel
de enzimas reductivas del tejido, por ejemplo NADPH: citocromo P450 reductasa, citocromo P450,
DT-diaforasa y 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Ross et al., 1996). Dichos profarmacos son
compuestos inactivos que se reducen enzimaticamente al farmaco biol6égicamente activo
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causando dafio en el ADN directamente o por la transformacién quimica. En condiciones de
normoxia este intermedio activado se descompone rapidamente al compuesto de partida en una

reaccion dependiente de oxigeno (Lavaggi et al 2008).
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Figura 2- Esquema general del disefio de derivados de N°,N'° —diéxido de fenazina.

La DT-diaforasa (E.C.1.6.99.2, NAD(P)H quinona oxidoreductasa; NQOL1), es la Unica flavoenzima
gue existe como dimero capaz de reducir quinonas con 2 electrones, encargada de detoxificacion
de xenobioticos de fase Il y que por lo tanto se encuentra predominantemente (90%) en el citosol.
Los mondmeros se encuentran asociados no covalentemente con un grupo FAD como grupo
prostético. La enzima cataliza la reduccion de quinonas a sus respectivas hidroquinonas
utilizando con la misma eficiencia NADH o NADPH como donadores de electrones (Hosoda et al.,
1974). También puede utilizar compuestos no-quindénicos como otros sustratos aceptores de
electrones, un ejemplo lo constituyen algunos di-N-6xidos de aminas aromaticas como es el caso
de diéxido de fenazina. La reaccién catalizada por DT-diaforasa transcurre via un mecanismo
“Ping Pong” donde la enzima forma un complejo binario con el donador de electrones, se disocia,

reacciona luego con el sustrato aceptor de electrones y se disocia dando el producto.

2.2 Derivados de N-Oxido de aminas terciarias y arométicas como profarmacos
bioreducibles en hipoxia.

La funcion N-6xido es un grupo funcional que resulta de la adicion de un atomo de oxigeno al par
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de electrones solitario de un atomo de nitrégeno. Esta funcion esta presente en tres tipos de
compuestos, N-6xido de aminas terciarias y arométicas, N-6xido de iminas o nitronas y N-6xido de
nitrilo. Sélo la primera clase de compuestos ha sido descrita como agentes bio-reducibles. En un
caso cuando el N-6xido es bio-reducido en un proceso via un electron, se genera un metabolito
citotéxico, el radical nitroxido, figura 3. En presencia de oxigeno, el proceso redox contrario
compite con la reduccién anterior. Este proceso, probablemente, seria el responsable de la
citotoxicidad aerdbica de estos compuestos. Ha sido sugerido que el intermedio radicalario, media
un dafio oxidativo de ruptura de las hebras de ADN, que a diferencia de quinonas y nitro-

compuestos, no involucra union covalente al ADN y proteinas. (Cerecetto et al., 2005, 2006).

NORMOXIA
/N—O > ; N—O ———> Dafio ADN
HIPOXIA F" °
1e” _\‘HIPOXIA
le
Bioreduccion

N Interac_cic')n c’on ADN
/ y/o Biomoléculas

Figura 3— Bio-reduccion de derivados de N-6xidos de aminas heterociclicas.

2.3 Microemulsiones lipidicas

En 1943, Hoar y Schulman describieron por primera vez el termino microemulsion, como sistemas
transparentes o translucidos, obtenidos a partir de una emulsién comun, siendo esta de aspecto
lechoso, que cuando se le adicionaba alcohol de cadenas medianas, el sistema clarificaba, (Garti
y Aserin, 1996). Las formas farmacéuticas de antitumorales convencionales son generalmente
farmacos solubles o poco solubles en agua formulados en la forma de polvo liofilizado. Esta
formulacion presenta baja estabilidad, muy baja especificidad y por lo tanto, reducida eficacia
terapéutica. Las microemulsiones han sido utilizadas con éxito como vehiculos de gran variedad
de farmacos y sustancias biolégicamente activas como por ejemplo, antiinflamatorios no
esteroideos, vacunas, antineoplasicos y analgésicos, (Correa, 1996; Dalmora et al., 2001) y

resultados bastantes prometedores se han obtenido con farmacos antineoplasicos cuando son
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vehiculizados en sistemas de microemulsiones (Maranhao et al., 2002; Formariz et al., 2007).

En ese sentido seria importante evaluar el potencial uso de emulsiones lipidicas como vehiculos
de profarmacos antitumorales y a su vez determinar in vitro cambios en el perfil de citotoxicidad de

los derivados de N°,N*° —di6xido de fenazinas incluidos en estas microemulsiones.

3- Objetivos

3.1- Objetivo General

Estudiar la citotoxicidad y bio-reduccién de potenciales profarmacos para el tratamiento de células
tumorales hipoxicas.

3.2- Objetivos Especificos

e Puesta a punto del ensayo de citotoxicidad y evaluar la capacidad bioreductiva y citotoxica

de los derivados de N,N’-di6xido de fenazina en condiciones de hipoxia y normoxia.

e Estudiar la relacion estructura-actividad biolégica-afinidad que permita el redisefio de los

compuestos para optimizar la actividad biol6gica deseada.

e Evaluar la capacidad del uso de microemulsiones lipidicas para estudiar la citotoxicidad de

los derivados de N,N’-dioxido de fenazinas.

4- Materiales y Métodos.

4.1- Sintesis de Derivados de N°,N*°di6xido de fenazina.

La secuencia sintética elegida consta de cuatro pasos de reaccion, figura 4, que permiten obtener
con buen rendimiento un importante nimero de derivados de N°,N*’-di6xido de fenazina. Asi,
mediante la expansion de distintos derivados del heterociclo N-6xido de benzo[l,2-
c]1,2,50xadiazol (benzofuroxano) con diferentes derivados de fenol o 1-naftol, a través de un
proceso de Beirut (,Haddadin & Issidorides,1965), se obtienen las correspondientes N° N°-diéxido
de fenazinas. Posteriormente se procede a la incorporacion de cadenas laterales, a través de

sustituciones nucleofilicas con distintos halogenuros de arilo.
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Figura 4- Esquema general del procedimiento sintético utilizado para la obtencién de los derivados de

fenazina.

4.2- Capacidad de bioreduccién.

Mediante estudios de metabolizaciobn enzimatica y ensayos de citotoxicidad en condiciones de
hipoxia y normoxia se determinara el potencial bioreductivo de los compuestos disefiados y
sintetizados previamente, preparandose patrones en cantidades suficientes para los
ensayos.(Lavaggi, 2009), (Nieves, 2011). Los compuestos disueltos en DMSO (40 uM) son
incubados durante 30 minutos a 37°C, en buffer fosfato (0.1M, 1.5 mM EDTA, pH 7.4) con
fracciones microsomales o citosélicas obtenidas del homogeneizado de higado de rata Wistar de 3
semanas de 200g de peso corporal (Img/mL) y un sistema generador de NADPH (1.3 mM MgCiI2,
40 uM NADP+, 3.5 mM glucosa-6-fosfato, 0.5U/mL glucosa-6-fosfato deshidrogenasa). La bio-
reduccion en condiciones de hipoxia simulada se realiza gaseando con nitrégeno previamente la
mezcla de reaccion durante 20 minutos. La reaccion se detiene agregando 400 uL de metanol.
Los productos se aislan realizando tres extracciones con 400 uL de acetato de etilo. El disolvente
organico se destila a vacio y se resuspende en un volumen minimo de acetona o acetato de etilo.
Se realiza una cromatografia en capa fina (SiO2, acetato de etilo:hexano 1:1). Se comparan los
productos obtenidos con patrones de posibles productos resultantes de la bio-reducciéon
previamente sintetizados. La CCF se revela con luz UV o anisaldehido.
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4.3- |dentificacién de enzimas

Como complemento de los estudios de bio-reduccion se estudio la participacion de la enzima DT-
diaforasa en la bio-reduccion utilizando dicumarol como inhibidor de su actividad. En este caso se
preincubd la fraccion con el inhibidor enzimatico y se realizaron las bio-reducciones en iguales
condiciones a las descriptas anteriormente. Luego mediante CCF se analizan los productos

formados.

4.4- Preparacion de microemulsiones lipidicas, vehiculo.

Constituido por 80 % SF + 20% Tween 80. Los compuestos previamente molidos en mortero se
adicionan a la mezcla de SF + Tween 80, se homogeniza el sistema por agitacién en camara de
ultrasonido (Ultrasonic Cleaner, Hwashin instruments, Power sonic 405) durante 10 minutosa
maxima potencia, se utiliza 10% de DMSO. La suspension obtenida se deja agitando suavemente

24 horas en agitador orbital.

4.5- Ensayos de citotoxicidad.

Los estudios de actividad biol6gica se realizan con cultivos en suspension de la linea celular V79
(fibroblastos de pulmén de hamster chino) obtenida de la ATCC (American Type Cell Culture
Collection). En primer lugar se realiza un ensayo de la capacidad de clonacion de células
sometidas a tratamiento con el agente quimioterapico. El ensayo se efectia bajo dos condiciones
diferentes de gasificacion, en atmésfera de aire y en atmésfera de nitrégeno. Se utiliza una
concentracion inicial de 20 uM para determinar la citotoxicidad del producto. El cultivo en
suspension de la linea celular se preparo a partir de un cultivo en monocapa en crecimiento
exponencial. Se tripsinizan las células y se realiza el recuento de la suspension celular obtenida
en Camara Neubauer (figura 4). Se ajusto el volumen para obtener una suspension celular de 90 x
10* células/mL en medio minimo esencial (DMEM liquido con Hepes (25 mM) suplementado con
un 10 % de suero fetal bovino y 1% de penicilina-estreptomicina. En falcons se coloco Hepes
(250 pL), producto que se utilizara para el ensayo (66 uL), células (en mL la cantidad necesaria
para obtener 90 x 10* células/mL) y completo con medio a 10 mL total en los distintos falcons que

utilizo para realizar el ensayo con mis distintos productos.

Los falcons se colocan en un agitador orbital a 37 °C durante dos horas. Luego de esto se

centrifugan y se retira el sobrenadante de los tubos y las células se resuspenden con jeringas de
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2 mL y agujas 21G en 1mL de medio de cultivo. Se realiza el recuento de la suspensiéon celular
con el hemocitometro y se procede a la siembra de las células en placas de 6 pocillos. Por cada
producto y concentracion se siembra una placa: en 3 pocillos se siembran 100 células y en los
otros 1000 células. En el caso del control negativo se siembran 3 pocillos con 60 células y otros 3
con 90 células. Las células se incuban durante 7 dias a 37 °C y luego se determina la capacidad

clonogénica o porcentaje de supervivencia.

Cémara Neubauer

A Canal ransvorsa ™

L
Canales longitudinales

Figura 5- Camara de Neubauer para realizar recuento celular.

5- Resultados

5.1- Sintesis de posibles metabolitos identificables en el proceso de bio-reduccion

de los derivados de N,N"-di6éxido de fenazina

Teniendo en cuenta que se quiere determinar si la citotoxicidad propuesto para los derivados de
N,N’-dioxido de fenazina est4d asociada a la bioreduccion en condiciones de hipoxia, se
prepararon patrones de los derivados, deoxigenados de los compuestos estudiados en este
trabajo (figura 4). La reaccién de reduccién a nivel de los grupos N-6xido se lleva a cabo utilizando
como agente reductor ditionito de sodio, descripto como un agente reductor que actia por un
mecanismo de reaccion similar al proceso bioquimico de reduccion por enzimas (Lavaggi et al.,
2008). La reaccién se sigue por cromatografia en capa fina y observandose la formacién del
derivado totalmente reducido y en algun caso del derivado monoxidado. En esta primera etapa se
eligié estudiar la capacidad bio-reductiva de algunos derivados previamente evaluados por el
grupo de investigacion y derivados recientemente obtenidos por el grupo de investigacion.
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Figura 6- Mecanismo de reduccién de grupos N-6xido por accién de ditionito de sodio

La reaccion con ditionito de sodio ocurre a través de un ataque nucleofilico en el carbono a al

N-oxido por parte del azufre nucleofilico del anién ditionito, seguido de dos pasos de eliminacion
(figura 4). Esta reduccién es, entonces, altamente dependiente del caracter electrofilico del
carbono en a a la funcionalidad N-Oxido. En la siguiente tabla se resumen los derivados

deoxigenados preparados.

NaZSZO4
MeOH/HCI

w O—Z+
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Tabla 1- Ruta sintética utilizada para la obtencién de los derivados reducidos.

Para los hidroxiderivados 1, 3, 12 y 14 se obtiene el correspondiente derivado deoxigenado
(totalmente reducido) mediante reduccion quimica: 2, 4, 13 y 15. Para los aminoderivados 8 y 10
también es posible observar los correspondientes deoxigenados: 9 y 11. Solamente para el
derivado 5, fue posible observar la obtencion de los derivados monoxidado 6 y totalmente
reducido 7 (tablal).

5.2- Evaluacioén de la capacidad bio-reductiva de los derivados de N,N"-diéxido de fenazina
utilizando homogeneizado de hepatocitos de rata en condiciones de hipoxiay normoxia.
18



En esta primera etapa se eligid estudiar la capacidad bio-reductiva de derivados previamente

evaluados por el grupo de investigacion y derivados recientemente obtenidos.

Luego de la reduccion quimica de los derivados de N,N’-dioxido de fenazina se evalué su
capacidad bio-reductiva utilizando homogeneizado de hepatocitos de rata en condiciones de

hipoxia y normoxia. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 2- Bio-reducciones en normoxia e hipoxia de los derivados de N,N’-diéxido de fenazina.

Se observo que el hidroxiderivado 1 y el aminoderivado 8 no son bio-reducibles en condiciones de
hipoxia y normoxia. Los hidroxiderivados 3, 10 y 12 son bio-reducibles en ambas condiciones. En

el aminoderivado 5 al igual que en la reduccion quimica se observa la obtencion de los derivados

monoxidado 6 y totalmente reducido 7. El hidroxiderivado 14 no son bio-reducible en condiciones
de normoxia pero si en hipoxia.




5.3- Identificacion de las enzimas involucradas en la bio-reduccion de los derivados de
N,N"-di6xido de fenazina utilizando homogeneizado de hepatocitos de rata en condiciones
de hipoxiay normoxia.

Previamente se identificaron algunas enzimas responsables de la bio-reduccion de los
compuestos. Se encontré6 como responsable del proceso de bio-reduccién a la enzima DT-
diaforasa para los compuestos 10 y 12. Por este motivo al determinar que el compuesto 3 tenia el
mismo comportamiento que los dos anteriores mencionados en el ensayo de bio-reduccion se
realizd el estudio de la participacion de la enzima DT-diaforasa utilizando Dicumarol como
inhibidor de su actividad, analizadndose los productos formados durante la exposicién de las

fenazinas a la fraccion citésolica (Kim et al., 2004).

En este caso se preincubd la fraccion con el inhibidor enzimético y se realizaron las bio-
reducciones en iguales condiciones a las descriptas anteriormente. Se analizaron los productos
formados durante la exposicion de las fenazinas a la fraccion citésolica; se constaté la ausencia
de productos de bio-reduccién en el ensayo confirmando asi que la enzima DT-diaforasa estaria
involucrada en la generacion del producto completamente reducido del compuesto 3 en esta
fraccion (figura 7).

- 2 -
Normoxia Hipoxia

1-Bioreduccién con dicumarol

2-Bioreduccion sin dicumarol

Figura 7- Cromatografia de capa fina realizada en el estudio de la participacion de la enzima DT

diaforasa en fraccion citosoélica.
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5.4- Estudio de la actividad biolégica de los compuestos sintetizados.

Ensayo de citotoxicidad en condiciones de normoxia en la linea celular V79.

5.4.1- Fundamento de la técnica.

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

ausencia y presencia del compuesto.

5.4.2- Eficiencia clonogénica de lineas celulares.

No todas las lineas celulares tienen capacidad para formar clones ni lo hacen con la misma
eficiencia. Por ejemplo, la linea celular V79 (fibroblastos de hamster chino) tiene una eficiencia

clonogénica de 98% en 7 dias (Azqueta et al., 2005).

5.4.3-Descripcién del ensayo de clonacion.

En primer lugar se realiza un ensayo de la capacidad de clonacion de células sometidas a
tratamiento con el compuesto a evaluar. El ensayo se efectla en atmosfera de aire. Se utiliza una
concentracion inicial de 20 uM sobre células V79 para determinar la citotoxicidad del producto. En
aquellos casos en que resulte ser toxico, se determina la relacién dosis-respuesta en células V79,
ensayando diferentes concentraciones de producto y determinando la fraccién de supervivencia
en cada caso.

Para ello se parti6 de un cultivo recientemente adquirido, se determinaron sus condiciones

Optimas de crecimiento y se realiz6 un banco de trabajo para las mismas. Se determiné que la
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capacidad clonogénica es Optima. Se realizaron los ensayos en las condiciones descritas a

continuacion.

El medio de cultivo utilizado fue DMEM liquido suplementado con un 10 % de suero fetal bovino y
1% de penicilina-estreptomicina, las células se mantenian en estufa a 37°C. Se realizaban
controles al cultivo a las 12, 24 y 48 hs; si existian numerosas células muertas se procedia a
centrifugar y sembrar nuevamente. Cuando el frasco de cultivo estaba ya en su capacidad maxima

para mantener las células se realizaba el pasaje de células a otros frascos y se mantenian en
estufa a 37°C.

5.4.4- Interpretacién de resultados

i. se calcula los clones y se calcula el promedio de 6 pocillos por placa.

ii. se calcula la eficiencia clonogénica (PE), segun:

PE= numero de colonias presentes X100

numero de células sembradas

iii. se calcula la fraccion de supervivencia después del tratamiento (FS), segun:

FS= PE tratamiento X100

PE control negativo

La fraccién de supervivencia del control negativo se considera 100.

5.4.5-Compuestos evaluados en el ensayo de citotoxicidad.

En primer lugar se realiz6 la puesta a punto del ensayo de citotoxicidad en nuestro laboratorio, el

cual no habia sido realizado hasta el momento.

23



En una segunda etapa base a los resultados obtenidos en la evaluacion de la capacidad bio-
reductiva de los derivados de N,N"-dioxido de fenazina utilizando homogeneizado de hepatocitos
de rata en condiciones de hipoxia y normoxia se realiz6é la comparacion con los datos obtenidos
previamente en ensayos de citotoxicidad de estos mismos compuestos los cuales se muestran en
la tabla 3. (Lavaggi, 2009), (Nieves, 2011).

En la siguiente tabla se resumen los resultados de la fraccion de supervivencia de los compuestos

evaluados en el ensayo de citotoxicidad.

Derivados FS(%)Normoxia | FS(%)Hipoxia
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Tabla 3- Fraccién de supervivencia (FS) en normoxia e hipoxia de las células V79.

El hidroxiderivado 1 demostrd ser inactivo tanto en normoxia como en hipoxia con una fraccion
de supervivencia alta, el hidroxiderivado 3 que presenta dos atomos de cloro como sustituyentes

resulto ser activo no selectivo en ambas condiciones. Los hidroxiderivados 5 y 14 resultaron
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inactivos en las dos condiciones con una FS del 100% . El hidroxiderivado 12 presentd escasa
toxicidad con una FS 80% en normoxia y elevada en hipoxia con un FS 0% mostrando ser activo
selectivo. El aminoderivado 8 presento actividad moderada en normoxia con una FS del 50% e
inactividad en hipoxia con una FS del 100%. Por ultimo el aminoderivado 10 que ademas
presenta un bromo en su estructura (Lavaggi, 2009), resulto ser activo no selectivo en ambas

condiciones con una FS del 0%.

5.5- Determinaciéon de la influencia del uso de microemulsiones en la citotoxicidad en

condiciones de normoxia en lalinea V79.

Para este punto se preparé un vehiculo constituido por 10% de tensoactivo compuesto por
Eumulgin HRE 40, oleato de sodio y fosfatidilcolina (8:6:3), 10% de fase oleosa formada por
colesterol y 80% de agua destilada. Para preparar un volumen de 1 mL de vehiculo se utilizé: 46
mg de Eumulgin, 36 mg de oleato de sodio, 18 mg de fosfatidilcolina, 0,1 g de colesterol y agua
destilada cantidad suficiente para 1 mL. Ademas para control se preparo el mismo vehiculo pero

sin agregarle el colesterol.

Colesterol FS%
Sin colesterol 59
Con colesterol 6

Tabla 4- Fraccion de supervivencia con el uso de microemulsiones.

Como resultado se observo que vesiculas con colesterol son més citotdxicas que las vesiculas sin
colesterol, pero en general ambos casos presentaron toxicidad lo que sugiere que las
microemulsiones no son un buen vehiculo para ser utilizadas en un estudio de evaluacién

bioldgica in vitro en estas condiciones.

6- Discusion

Considerando los resultados de la evaluacion de la capacidad bio-reductiva de los derivados de

N,N -diéxido de fenazinas utilizando homogeneizado de hepatocitos de rata en condiciones de
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hipoxia y normoxia recogidos en la tabla 2, se realiza una comparacion con los resultados de FS

de la tabla 5 obtenidos anteriormente en ensayos de citotoxicidad (Lavaggi, 2009), (Nieves, 2011).

El compuesto hidroxiderivado 1 en el ensayo de bio-reduccién no fue reduccido en ninguna de las
condiciones (normoxia e hipoxia), hecho que coincide con los resultados de citotoxicidad donde la

FS (Fraccién de Supervivencia, tabla 3) es del 100 % en ambas condiciones.

El compuesto aminoderivado 8 igualmente que el primero no se bio-reduce en condiciones de
normoxia e hipoxia pero cuando observamos los valores de FS encontramos que en normoxia
este compuesto presenta citotoxicidad intermedia. Esto podria explicarse con la presencia del
grupo amino en condiciones de normoxia donde el oxigeno estd presente favoreciendo la
formacion de estructuras tipo quinonas que se saben son altamente electrofilicas y generan
citotoxicidad. Esta teoria es plausible ademas cuando observamos los valores de FS en hipoxia

donde este compuesto no presente citotoxicidad en ausencia de oxigeno.

El aminoderivado 10 en el ensayo de bio-reduccién resulto ser no selectivo reduciéndose en
ambas condiciones coincidiendo asi con el ensayo de citotoxicidad donde la FS en normoxia e

hipoxia fue de 0% demostrando ser activo y citotoxico en ambas condiciones.

Los hidroxiderivados 3 y 12 como ya se dijo anteriormente se bio-reducen en ambas condiciones;
cuando se observan los valores de FS el derivado 3 es citotdxico en ambas condiciones pero para
el derivado 12 los valores de FS en normoxia son de un 80% mientras que en hipoxia FS 0%, esto
podria indicar que si bien ambos compuestos son bioreducibles, los mecanismos de accién de

cada derivado asociado a la citotoxicidad son diferentes.

El derivado O-sustituido 5 en el ensayo de bio-reducciéon gener6 un derivado monoxidado y otro
totalmente reducido, sin embargo en el ensayo de citotoxicidad resulto ser no toxico con una FS
del 100% en ambas condiciones ensayadas. Por lo que el proceso de bio-reduccién no generaria

especies citotdxicas en ninguna de las condiciones ensayadas.
El hidroxiderivado 14 se reduce solamente en condiciones de hipoxia en el ensayo de bhio-
reduccion. Sin embaro en el ensayo de citotoxicidad no presenta citotoxicidad en ninguna de la

condiciones, por lo que el proceso de bio-reduccibn en este caso no esta asociado a la

citotoxicidad.

7-Conclusiones y perspectivas

27



Se obtuvieron productos deoxigenados, utilizando ditionito de sodio como agente reductor;
posteriormente usados como patron en el ensayo de evaluacién de la capacidad bio-
reductiva de los derivados de N,N"-di6xido de fenazina.

A partir de los valores obtenidos en el ensayo de bio-reduccion y el ensayo de citotoxicidad
en normoxia/hipoxia, no se concluye que exista una clara correlacion entre el proceso de
bio-reduccién y la citotoxicidad en condiciones de normoxia e hipoxia.

En el ensayo de bio-reduccion se observé que el compuesto 14 (hidroxiderivado) es
selectivo en hipoxia sin embargo resulto ser no téxico en el ensayo de citotoxicidad tanto
en condiciones de normoxia como de hipoxia. Este derivado es candidato a futuras
modificaciones estructurales que permitan obtener el perfil de actividad biolégica deseado
A su vez los aminoderivados 8 y 10 resultron citotoxicos, en condiciones de normoxia. Sin
embargo se podria continuar trabajando con estos derivados modulando su actividad
biolégica hacia derivados con mayor grado de selectividad.

Se ha identificado que la DT-diaforasa involucrada en el proceso de bio-reduccion es
selectiva en las diferentes condiciones de gasificacion, normoxia e hipoxia.

Las microemulsiones resultaron ser toxicas por si solas, siendo de toxicidad media la

microemulsion sin colesterol y muy toxica la microemulsion con colesterol.
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