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Disefio y sintesis de derivados quindnicos mediante reacciones domind y formacion de complejos metalicos. Actividad

citotoxica, antitopoisomerasa II y anti-MDR.

1. INTRODUCCION

Las quinonas son compuestos organicos de gran importancia en sistemas bioldgicos y en
aplicaciones industriales como colorantes o farmacos (Hui, 2009). Compuestos con nucleos
quindnicos son comunes en la naturaleza y juegan un importante papel en plantas y animales
(Ogawa, 2006). Muchas quinonas son utilizadas como anticancerigenos (Ravelo, 2004, Stahl
2002), antibacterianos (Haraguchi, 1997) y antimalaricos (Estévez-Braun, 2005), asi como
fungicidas (Campostakaki, 1992). En base a las numerosas actividades bioldgicas que presentan
estos compuestos, el agrupamiento quindnico es considerado una estructura privilegiada en
Quimica Médica (DeSimone, 2004; Constantino 2006).

Por otro lado, las quinonas actian como oxidantes y electrdfilos, ya que una adicion
nucleofilica a una quinona representa una reducciéon formal implicando dos electrones
(Wardman 1990; Bard, 2003, Hillard 2008). De ahi que jueguen un papel clave como farmacos
bioreductivos, como potenciadores de estrés oxidativo y como catalizadores redox (Hammerich
2001).

Principalmente se les asocia dos tipos de mecanismo de accién: estimulacién de estrés
oxidativo y alquilacion de nucledfilos celulares implicando un amplio rango de biomoléculas
(Begleiter, 1990).

Las quinonas sufren procesos reversibles de oxidacion-reduccién (Figura 1) generando
especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como superoxidos (Oy’) y perdxido de hidrogeno
(H:0,) causando estrés oxidativo e induciendo dafio al DNA de algunas proteinas esenciales
(Hammerich, 2001; Chambers, 1988). Bajo condiciones aerdbicas como por ejemplo en
membranas microsomales de células tumorales con suficiente aporte sanguineo, predomina las
reducciones monoelectrénicas dando lugar a intermedios tipo radicales libres que pueden
reaccionar con oxigeno molecular y provocar la produccion de superoxido (Thurnauer, 1989;
Van der Est 2001). El anion superdxido es ademdas metabolizado a perdxido de hidrogeno y
otras especies reactivas de oxigeno, que pueden causar dafos adicionales al ADN (Waris,
2006).

Otra transformacion principalmente localizada en el citoplasma de tejidos es catalizada por la
enzima NAD(P)H: quinona oxidoreductasa, e involucra una reduccién bielectrénica de la
quinona a hidroquinona usando tanto NADH como NADPH como fuente de electrones. Los
intermedios generados pueden ser posteriormente inactivados por una subsecuente
glucuronidacion y/o sulfatacion o por conversion de la hidroquinona a un intermedio alquilante
tipo metilén quinona. La reduccidén dielectronica generalmente conocida como el paso de
detoxificacion de la quinona a hidroquinona, la cual es excretada, se cree que es el mecanismo

predominante bajo condiciones anaerdbicas.
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Figura 1. Ciclo Redox de las Quinonas

A continuacion se muestra una clasificacion de algunas de las quinonas mas

representativas:

-Benzoquinonas: Muchas veces son denominadas simplemente quinonas. Estos metabolitos
secundarios son pigmentos de color amarillo que con frecuencia se encuentran en los hongos,

los artropodos y en las plantas superiores.

O
L
O
O
o-quinona p-quinona

Isdmeros de la benzoquinona.

La coenzima Q10 (ubiquinona) y la vitamina E son benzoquinonas. Un ejemplo de este tipo de
quinonas con actividad antitumoral es la embelina (2,5-dihidroxi-3-undecil-1,4-benzoquinona)
(Jiménez-Alonso, 2008).

O O
MeO OH
MeO A H HO
o} n O
coenzima Q10, n=6-10 embelina
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-Naftoguinonas: Las naftoquinonas naturales son pigmentos cuyo color va desde el amarillo

pasando por el anaranjado, al rojo intenso. Se encuentran en mayor cantidad en las plantas

superiores y, en menor proporcion en los hongos, los erizos y las estrellas de mar.

(0] (0]
(0]
1,2-naftoquinona 1,4-naftoquinona

Las prenil naftoquinonas desarrollan funciones importantes en procesos bioquimicos

tales como: transporte electrénico, respiracion y fotosintesis. Lapachol, B-lapachona, lawsona y
la familia de vitaminas K son ejemplos de naftoquinonas prenilicas.

vitamina Kj lawsona R =

AN
lapachol R =

p-lapachona

-Antraquinonas y fenantrenoguinonas:

una funcionalidad de p-quinona en un nilcleo antracénico, o de o-quinona en un nucleo
fenantreno. Se pueden encontrar también de forma dimérica.

antraquinona fenantrenoquinona

-Metilénquinonas: Se cree que son intermedios fundamentales en el mecanismo de accion de
muchos farmacos anticancerigenos.
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L
Ejemplos de metilénquinonas.

Las metilénquinonas triterpénicas, presentes en plantas de la familia de las

Celastraceae, son agentes citotdxicos efectivos (Estévez-Braun, 2004, 2006; Oramas 2009).

tingenona pristimerina

Estructura de 24-nor-triterpenoquinonas.

Con estos antecedentes y dado las buenas actividades antitumorales que habiamos
encontrado con derivados obtenidos de algunas quinonas de origen natural como B-lapachol, -
lapachona y 22-B-hidroxi-tingenona, decidimos acceder a una variedad de derivados quindnicos
de manera sintética, evitando asi uno de los principales inconvenientes de los metabolitos

secundarios naturales como es la limitacion de las cantidades disponibles.

En la bibliografia quimica existen estrategias para el disefio de farmacos que tienen en
cuenta el aspecto de diversidad quimica generado en la propia naturaleza (Kaiser, 2008). Una
de ellas es la aproximacion de Sintesis Orientada a la Diversidad (SOD) frente a la Sintesis
Orientada a un Objetivo o “ Target” (SOT) (Burke, 2004). La Sintesis Orientada a la Diversidad
(SOD) tiene como objetivo la preparacion de una amplia distribuciéon de compuestos, con
diversas estructuras, en el espacio quimico. Para alcanzar ese conjunto de compuestos con
diversidad de estructuras, la sintesis orientada a la diversidad se basa en el desarrollo de
nuevas estrategias que conduzcan a la sintesis eficiente de colecciones de moléculas que
tengan diversidad en los sustituyentes, diversidad de esqueletos y diversidad estereoquimica de

manera analoga a la naturaleza.

Algo también a tener muy en cuenta basandose en las estructuras y las funciones de los
productos naturales, es que la complejidad estructural se correlaciona positivamente con la
accién de perturbar a las proteinas y la especificidad de accién. Por consiguiente, para lograr
complejidad en los esqueletos mediante SOD, es importante identificar e implementar
reacciones generadoras de complejidad, y que de forma rapida unan esqueletos moleculares

sencillos para formar productos complejos (Ramén 2005).
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En este sentido, las reacciones dominé constituyen una rapida herramienta para la
sintesis de moléculas complejas similares a los productos naturales con diversidad estructural
(Zhu 2005). En los ultimos 10 afios se han publicado un gran nimero de nuevas reacciones
domind que reflejan el interés de estas metodologias en diferentes areas de investigacion como
en ciencia de los materiales y, sobre todo, en el descubrimiento de nuevos farmacos en quimica
médica (Tietze, 1991).

Una reaccion domino se define como un proceso en el que se forman dos o mas enlaces
en una sola secuencia (involucrando varias transformaciones), sin aislar intermedios, cambiar
condiciones de reaccion o afiadir reactivos adicionales (Tietze 1991). El nimero de enlaces
formados, la economia de atomos, la complejidad estructural y funcional introducida en la
molécula final, la facilidad de manipulacion experimental y las condiciones estequiométricas de
los componentes determinaran la eficiencia de una reaccion domind. Por otro lado, estas
reacciones, por su mecanismo intrinseco, hacen que sean procesos mas respetuosos con el
medio ambiente debido fundamentalmente a la economia de atomos vy la reduccion de etapas
sintéticas, lo que conlleva a una reduccién en la formacion de productos secundarios, uso de
cantidades menores de disolventes y empleo de menor nimero de reactivos (Varma 1999).

Mediante este tipo de reacciones se puede conseguir la formacion de moléculas
policiclicas complejas en un solo paso a partir de materiales de partida asequibles.

A continuacién en los siguientes apartados mostramos algunos ejemplos ilustrativos de la

sintesis de sistemas quinonicos fusionados a heterociclos mediante procesos domino.

2. DISENO DE PIRANO NAFTOQUINONAS COMO AGENTES INHIBIDORES DE LA
ENZIMA TOPOISOMERASA II

Basandonos en estudios de citotoxicidad sobre la linea HL-60 y estudios de modelizacion
3D-QSAR (CoMSIA) sobre una quimioteca generada de derivados obtenidos a partir de las
naftoquinonas naturales lapachol y B-lapachona (Pérez-Sacau, 2007), llegamos a la conclusién
de que el disefio de piranonaftoquinonas con una extension de la estructura a través del anillo

piranico deberia de producir buenos niveles de citotoxicidad.

Para ello, decidimos llevar a cabo la preparacion de esos compuestos mediante una
reaccion dominé tipo Knoevenagel-hetero Diels-Alder (Jiménez Alonso 2007, 2008). Asi la
reaccion del compuesto comercial 2-hidroxinaftoquinona con aldehidos que contenga en su
estructura dobles enlaces a una distancia apropiada generara un intermedio metilénquindnico
(Ferreira, 1982; Jiménez-Alonso, 2008) como el que se ilustra en la Figura 2 susceptible de
evolucionar mediante una reaccion hetero Diels-Alder a través del sistema heterodiénico a) o b)

para dar las correspondientes 1,4- o 1,2-naftoquinonas.
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Figura 2. Formacién de dihidropiranonaftoquinonas

Nosotros seleccionamos el aldehido 2,6-dimetil-5-heptenal para investigar las mejores
condiciones de reaccion. Usamos diferentes proporciones de reactivos, diferentes disolventes
(EtOH, MeOH, C;Hs, DCE, dioxano, CHsCN) y diferentes bases (EDDA, EtsN, N-acetilpiperidina).
El mejor rendimiento se consiguié con 3 equiv de aldehido, 5% de EDDA, EtOH como disolvente
y reflujo. Con esas condiciones los aductos fueron obtenidos de manera cuantitativa en 30
minutos (Tabla 1, entrada 1). Aplicamos dichas condiciones a una variedad de aldehidos
alifaticos y aromaticos. Con los aldehidos alifaticos 2,6-dimetil-5-heptenal y citronelal una alta
diastereoselectividad fue conseguida ya que solo se obtuvieron aductos trans. Los productos
fueron obtenidos como una mezcla de para y orto quinonas faciles de separar por
cromatografia. El centro estereogénico en posicion a o B al carbonilo proporcioné una alta
induccion asimétrica. Atendiendo a la diversidad estructural la secuencia sintética es muy
atractiva ya que 1,2- y 1,4-naftoquinonas son generadas en una reaccion “one pot” permitiendo
después de la evaluacion bioldgica, la directa comparacion entre ambos tipos de compuestos.
En el caso de los aldehidos aromaticos, solo se obtuvieron trans aductos debido a la existencia
de un estado de transicién tipo endo-(£)-syn.

Con el fin de mejorar el grado de regioselectividad, llevamos a cabo la reaccion bajo
irradiaciéon con microondas siguiendo diferentes condiciones de reaccién, pero solo se consiguid

acortar los tiempos de reaccion de 20 a 3 minutos.
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Tabla 1. Reaccidn de 2-hidroxinaftoquinona con aldehidos insaturados.

Entrad Aldehido Para- Orto- Relacio Relacion
a quinona quinona n (Rto)®
(Rto)®
1 W\(C”O 1:1,5 1:1
1 (100) (98)
2 W“O 1:1 1:1
=
(94) (85)
2
3 1:1,6 1:1
(70) (85)
4 1:1,6 1:1
(70) (66)
CHO
5 o
Br Br T o
5 (62) (59)
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1:1 1,4:1

O o (72) (68)

H

6b (+)

2 Calentamiento a reflujo usando EtOH: ® Calentamiento usando un microondas CEM-Discover
y EtOH .

Los compuestos obtenidos fueron evaluados como inhibidores de la actividad de la
enzima humana topoisomerasa II-a. Para ello, los productos se ensayaron como inhibidores de
la decatenacion y relajacion del ADN mediada por dicha enzima. Ademas, se estudio si dichos
compuestos actuaban como venenos o inhibidores cataliticos de topoisomerasa II,
encontrandose que la mitad actdan como inhibidores cataliticos de esa diana.

Para el ensayo de decatenacién se empled como sustrato el cinetoplasto de ADN (kDNA)
obtenido de Crithidia fasciculata. Asi, para medir qué compuesto inhibe mejor la topoisomerasa
II, la enzima pura fue incubada con la dihidropiranonaftoquinona e inmediatamente se anadio
el KADN. Se incluyeron varios controles para confirmar la validez del ensayo. Este ensayo esta
considerado como el mas especifico para determinar la actividad de topoisomerasa II (Muller,
1989). Una decatenacion completa se observo para los compuestos (1a), (1b), (2a), (2b) y
(4a), lo que implica su inactividad frente a topoisomerasa II. Para los compuestos (3a), (3b),
(4b), (5a), (6a) y (6b) la inhibicién de la actividad de la enzima fue total (Figura 3).

MM | KDNA controls I 1% DMS0 I Compound (100 pM)

(linear) I "‘

Topolle: | Topolia. || CINE

Figura 3: Inhibicion de la decatenacion del KADN mediada por topoisomerasa II-a

humana en presencia de las piranonaftoquinonas (comparado con el control sin enzima y con
ellipticina).
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Para comprobar que la decatenacion falla por la inhibicion de topoisomerasa II en

presencia de las piranonaftoquinonas, se realizd otro ensayo para la actividad de topoll. En
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este otro ensayo se midié la topo-dependencia en la relajacion de un plasmido (pRYG) que

contiene la secuencia representativa de la topoisomerasa II (Spitzner, 1990).

Empn

TupuHm cine

(lineary

MV | pRYGI 1% DMSO I Compound(100pM)
Eti
TDpDHm swodpeu 2a ‘ 2b ‘ 33 4a | 4b ‘ 5a | 6a ‘ 6b I

(1 Kb}
436 —
— SC (dimer)
— Nek +Rel
\Lin
232 —
203 —

FFigura 4: Inhibicion de la relajacion del KADN mediada por la topoisomerasa II-a
humana en presencia de las piranonaftoquinonas (3a), (3b), (4b), (5a), (6a) y (6b)
(comparado con el control sin enzima y con ellipticina).

Un tercer ensayo se realizd para estudiar si los compuestos actian de forma reversible,
como el caso del etopdsido. En efecto, con el etopdsido mostraron la forma lineal del plasmido
pRYG (Figura 5). Sin embargo, esta forma no fue visible en otros controles, que incluyen
ellipticina, ni con los compuestos ensayados. De este ensayo se puede concluir que ninguno de

los compuestos se comportd como un tipico veneno de topoisomerasa II.

WA | pRYG | 1% DMSO I Compound (100 pil)

+ 5 Ellipti-
1 Kb I
| { ) | (mear)l Topolla: | Tepolla. I cine

Figura 5: Ensayo para comprobar si las piranonaftoquinonas sintetizadas actdan como
venenos de topoisomerasall.
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Finalmente, se pueden diferenciar dos tipos de inhibidores cataliticos de topoisomerasa II
por su accién en la molécula de ADN. Los que pueden intercalarse en las bases del ADN vy los
gue no. Para discernir entre estas dos posibilidades se realizd un ensayo de intercalacion. Como
control se usé el agente no intercalente etopdsido. Se incubd ADN circular superenrollado (en

este caso el plasmido pBSKS) con los compuestos piranonaftoquinona, si algin compuesto se
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intercala en el ADN se produciria un cambio en el grado de superenrollamiento, y se observa un
retardo en la Figura 6 (como ocurre en el control con ellipticina comparado con el control con
etoposido). En presencia de los compuestos dihidropiranonaftoquinona, el ADN se comporta
igual que en presencia de etopdsido, no se observa ninglin cambio en la topologia del ADN, por

lo que se concluye que estos compuestos no son agentes intercalantes.

My | pRYGl 1% DMSQ | Compound (100 pM)

| {1 Kb | (unear)l + - | Ellpt;
Topallo

Topollo, | CiNE

ek
30— —
26 — '—\L\n
20 —

G
15 — _<Re\

Figura 6: Ensayo de intercalacion, donde todos los compuestos
dihidropiranonaftoquinona actian como agentes no intercalantes al igual que el etoposido.

E§?§§|1a|1b|2a‘2b|3a|3b|4a‘4b|5a|6a|6b|

Las dihidropiranonaftoquinonas fueron modelizadas en varios posibles bolsillos de
topoisomerasa II. El mejor resultado fue obtenido en el bolsillo del ATP, lo que coincide con los
resultados bioldgicos en los que se apunta que las piranonaftoquinonas actian como
inhibidores cataliticos de topoisomerasa. Se encontré que todos los compuestos activos se
superponen adecuadamente en el sitio de unién mostrando una interaccién pi favorable con el
ion magnesio y el correspondiente anillo aromatico portador del grupo metoxilo o bromo (Figura

7). Este tipo de interaccion parece ser esencial ya que los compuestos que no poseen ese anillo
aromatico resultaron ser inactivos.

Figura 7. Docking de dos compuestos activos representativos en el bolsillo del ATP de la
enzima topoisomerasa II.
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3. SINTESIS DE BIS-PIRANONAFTOQUINONAS CON ACTIVIDAD ANTI-MDR

En los Ultimos afios, la multirresistencia a farmacos ha emergido como uno de los
mayores impedimentos para el tratamiento del cancer y de numerosas enfermedades causadas
por protozoos parasitarios, como Leishmania spp. Concretamente, esta es la causa del fallo en
el tratamiento de alrededor del 90% de los pacientes con cancer metastatico (Longley, 2002).

Uno de los mecanismos de la resistencia a farmacos es la sobreexpresion en las
membranas celulares de proteinas o bombas encargadas de la expulsion de farmacos fuera de
la célula. Estas bombas de farmacos pertenecen a la familia de las proteinas ABC (ATP-binding
cassette) (Schinkel, 2003). Se trata de una de las familias de proteinas mas extensa conocidas,
desde arqueobacteria hasta eucariotas (Higgins, 1992). Estas proteinas utilizan la energia de la
hidrolisis del ATP para importar o exportar un amplio rango de sustratos, desde pequefios iones
inorganicos hasta péptidos, azticares, lipidos o farmacos.

Entre todas las proteinas ABC asociadas a la multirresistencia a farmacos, la glicoproteina
P (Pgp, MRP1 o ABCB1), la proteina 1 (MRP1 o ABCC1) asociada a la multirresistencia y la
proteina de la resistencia del cancer de mama (BCRP o ABCG2), son capaces de transportar
diferentes farmacos con distinta estructura y funcionalidad, confiriendo un fenotipo de
multirresistencia a farmacos (MDR). Los transportadores ABC estan involucrados en la
resistencia a los farmacos anticancerigenos (Gottesman 2002) y, al menos “in vitro”, a muchos
farmacos antiparasitarios (Pérez-Victoria, 2001). Por lo tanto, el descubrimiento de inhibidores
de estos transportadores es de elevada relevancia clinica, pudiendo ser una solucion efectiva la
terapia combinada utilizando farmacos junto con moduladores de la resistencia a farmacos.

Durante los Ultimos afos se han descrito numerosos inhibidores de las proteinas ABC.
Para Pgp mamiferas, los moduladores mas activos se conocen como moduladores de tercera
generacién y son: LY335979 (zosuquidar), GF120918 (elacridar) y XR9576 (tariquidar), entre
otros. Estos moduladores son capaces de revertir eficientemente la actividad de estos
transportadores (Thomas, 2003), pero los buenos resultados “in vitro” no han sido respaldados
con los obtenidos en las pruebas clinicas. Esto es debido al hecho de que zosuquidar afecta a la
farmacocinética y biodistribucion del farmaco co-administrado, elacridar no es especifico para
Pgp y tariquidar mostrd limitacion para restablecer la sensibilidad a la quimioterapia basada en

antraciclina.

Por otro lado, el escaso nimero de moduladores de MDR conocidos para parasitos
protozoarios hace necesario encontrar también nuevas moléculas especificas para estos
transportadores ABC involucrados en el fenotipo MDR de estos agentes infecciosos. Pero estos
nuevos moduladores no deben interferir con las funciones fisioldgicas normales atribuidas a sus
homologos humanos (Klokouzas, 2003) (Pérez-Victoria, 2006) (Oullette, 2001).
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Teniendo en cuanta las caracteristicas estructurales que presentan algunos agentes con
actividad anti MDR, asi como numerosos farmacos anticancerigenos y leishmanicida como por
ejemplo antraciclinas, mitoxantrona o camptotecina, pensamos que compuestos con estructura
tipo bis-piranobenzoquinona que poseen los agrupamientos benzopirano y benzoquinona,
ambos designados como estructuras privilegiadas en quimica médica, podrian ser candidatos a

presentar este tipo de actividad.

La sintesis de esta familia de compuestos se abordé mediante una metodologia similar a
la mostrada en el apartado anterior, asi la condensacion de 2,5-dihidroxi-1,4-benzoquinona vy
aldehidos que contienen un doble enlace en su estructura, genera un intermedio reactivo tipo
metilénquinona, el cual bajo una doble reaccién de hetero Diels-Alder intramolecular con el
doble enlace del aldehido, que actia como diendfilo, produce los correspondientes aductos bis-

piranobenzoquinonas.

/ (223)

bis-pirano-1,2-benzoquinona

Figura 8: Formacién de bis-piranobenzoquinonas.

Este polifuncional intermedio posee dos sistemas heterodiénicos que pueden reaccionar
de dos formas (Figura 8). En uno de los casos, a) los dos heterodienos estan en disposicion
contigua y reaccionan para dar lugar a bis-pirano-1,2-benzoquinonas angulares. En el otro caso,
b) los dos heterodienos no estan en disposicion contigua y reaccionan dando lugar a bis-pirano-
1,4-benzoquinonas lineales. La formacién de los dos anillos de pirano puede ocurrir
simultaneamente a partir del intermedio metilénquinona, o bien, alternativamente, en primer
lugar se forma uno de los dos anillos pirano para dar un segundo intermedio, el cual continta
con una segunda reaccion de hetero Diels-Alder para dar el producto final.

Como aldehido de referencia se tomd 3,3-dimetil-acroleina y se optimizaron las

condiciones de reaccion. En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en la formacion de
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los aductos bis-dihidropiranobenzoquinonas. Los mejores rendimientos se obtuvieron cuando se

usaron 6,0 equivalentes de aldehido insaturado y cantidades cataliticas de EDDA usando etanol

como disolvente y reflujo durante 20 minutos.

El curso de la reaccion parece ser sustrato-dependiente ya que con el aldehido a,B-

insaturado 3,3-dimetilacroleina solo se aisld el aducto 1,2-benzoquindnico mientras que cuando

el doble enlace en el aldehido esta en una posicion mas alejada, se obtienen mezclas de

productos 1,2 y 1,4-benzoquinonas.

Tabla 2. Sintesis de bis-dihidropiranobenzoquinonas.

Entrada Dienéfilos Aductos Proporcion Yield
diastereomeros
(%)
1 Y 70
2 one S 1,0:1,0 81
T
3 PG 1,6:1,0 79
)
CHO
O\/\(
4 e 1,0:4,0:5,0:5,0 60
8 Ha,Hb " 10 Ha,Hb —= OMe
9 Ha,Hb 11 Ha,Hb ...,
CHO
5 O\A\(
B 5,0:1,0:2,0:1,8 80

12 Ha, Hb i

13 Ha,Hb —=u

14 Ha,Hb -

15 Ha, Hbp —=
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CHO

fonay

8,0:5,0:6,0:1,0 80

16 Ha,Hb 1 18 Ha,Hb .1

17 Ha, Hb  —a 19 Ha,Hb —

3,6:1,4:1,0 57

20 21 Ha,Hb —=

22 Ha,Hb ...,

Con los aldehidos alifaticos 2,6-dimetilheptenal (entrada 1) y (s)-(-)-citronelal (entrada
2), se obtuvieron los correspondientes aductos como una mezcla de orfoy para en relacion 1:1
y 1,6:1 respectivamente.

En estas reacciones se consiguid una elevada estereoselectividad ya que solo se
formaron aductos trans. Encontrandose que el centro estereogénico en la posicion a 6 en B al
carbonilo en estos aldehidos produce una alta induccion asimétrica, obteniéndose los aductos
(4), (5), (6) v (7) con alta selectividad, al igual que ocurre con la lawsona, siendo la
orientacion favorecida del estado de transicion exo-E-anti. Ademas, la estereoquimica trans en
estos aductos se corrobord por difraccion de Rayos X (Jiménez-Alonso, 2008). Cuando la
reaccion se lleva a cabo con los aldehidos aromaticos, se obtienen aductos cis procedentes de
un estado de transicion con las orientaciones endo-E-syn y exo-Z-anti con siete y nueve anillos
fusionados con varios motivos privilegiados en su estructura en las proporciones que se indican
en la Tabla 2. En el caso de los aductos obtenidos con el naftaldehido insaturado (entrada 6), la
esteroquimica fue también corroborada por un experimento de difraccion de Rayos X.

Para células mamiferas, el screening inicial de actividades anti-MDR de las 19 bis-
dihidropiranobenzoquinonas fue llevado a cabo por medida de la acumulacién intracelular de los
sustratos fluorescentes daunorubicina, calceina-AM y mitoxantrona en células que expresan Pgp
(MDR1), MRP1 y BCRP, respectivamente. Ensayos utilizando 10 pM de daunorubicina como
sustrato fluorescente mostraron que los compuestos (8), (9), (10), (11) y (19) a 10 uM
fueron los moduladores mas potentes de Pgp en células NIH-3T3-MDR1-G185 (células MDR1),
comparado con 10 pM de verapamilo como modulador control que presenta un valor de Ki
(constante de inhibicién) de 0,42 uM (Figura 9). Los compuestos (8), (9), (10), (11) vy (12)
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fueron capaces de bloquear el 100% de la actividad transportadora de Pgp, induciendo de cinco
a seis veces mas la acumulacién de daunorrubicina comparado con las células MDR1 sin
modulador. Ninguno de los compuestos testados fueron inhibidores activos del transporte de
farmacos mediado por MRP1 y BCRP, como se determind en los ensayos usando calceina-AM y
mitoxantrona como sustratos respectivos. Estos resultados sugieren que estos compuestos son

inhibidores especificos del fenotipo MDR mediado por Pgp.
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Figura 9: Modulacién de la acumulacion de daunorubicina por los derivados bis-
piranobenzoquinona a 10 uM en células NIH-3T3 MDR1. Los resultados se expresan como
porcentaje de daunorubicina consumida en células NIH-3T3 MDR1 en presencia 0 ausencia de
compuesto con respecto a la acumulacion en células NIH-3T3 Wt (100%). Verapamilo (10 uM)
se utilizé como referencia. Los datos son la media de tres experimentos independientes + SD.

En las tablas 3, 4, 5 se da cuenta de la inhibicion del transporte de daunorubicina
mediado por Pgp por los compuestos seleccionados (7-10 y 19) en células NIH-3T3 MDR1, su
citotoxicidad intrinseca a 10 pM sobre células NIH-3T3 wild-type (Wt) y NIH-3T3 MDR1, asi

como su habilidad para revertir la resistencia de daunorubicina en células NIH-3T3 MDR1.

Tabla 3. Inhibicién del transporte de daunorubicina mediado por Pgp por los compuestos
seleccionados (7-10 y 16) en células NIH-3T3 MDR1.

Compuestos Ki(pM) Bmax
7 0,77 £ 0,50 72,0 £ 10,2
8 1,04 £ 0,36 112,5 £ 8,9
9 0,42 £0,13 105,8 £ 6,9
10 0,51 £ 0,19 104,3 + 8,2
19 1,01 £ 0,75 88,9 + 14,9
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Se define Ki como la concentracion de bis-piranobenzoquinona que produce el 50%
de inhibicién de Pgp, y Bmax se define como la maxima inhibicion. Los resultados se expresan
como la media £SD (P= < 0.0001) de tres experimentos independientes hechos por triplicado

Tabla 4 . Citotoxicidad intrinseca de los compuestos 7-11 y 19 a 10 uM sobre células NIH-3T3
wild-type (Wt) and NIH-3T3 MDR1.

Compuestos NIH-3T3 MD,R1 NIH-3T3 Wt ]
(% Inhibicion) (% Inhibicion)

7 18,1 £ 3,2 0,0+0,1

8 108+ 1,4 24,7 £ 0,0

9 3515 9,7+0,1

10 0,0+£7,0 6,5+1,1

11 54,1 +£ 3,2 53,3+0,7

19 96+1,1 129+25
Zosuquidar 3,1+£0,6 2,4+4,9
Verapamilo 11,2+1,1 19,6 £ 2,8

Verapamilo y zosuquidar fueron usados a 10 y 3 pM. Los resultados se expresan como
la media £SD de tres experimentos independientes hechos por triplicado

Tabla 5. Habilidad para revertir la resistencia de daunorubicina de los compuestos bis-pirano-
1,4-benzoquinona seleccionados en células NIH-3T3 MDR1.

10 pM (a) 3 UM iuM
Compuestos
ICso(UM) RI (b) ICso (UM) RI ICso(uM) RI
7 0,16 £ 0,01 3,6 0,46 + 0,15 10,4 0,87 £0,20 19,7
8 0,11 + 0,08 2,5 0,12 + 0,03 2,7 0,25+0,06 5,7
9 0,09 + 0,03 2,0 0,11 + 0,00 2,4 0,17+008 39
10 0,07 £ 0,01 1,6 0,11 £ 0,05 2,4 0,20 £0,11 45
19 0,10 £ 0,04 2,3 0,16 £ 0,16 3,5 0,35+0,04 8,0
Zosuquidar - - 0,04 £ 0,01 0,9 0,10+004 23
Verapamilo 0,11 £ 0,01 2,5 - - - -

(a) Concentration of bis-pyranobenzoquinones. (b) RI: Indice de resistencia, relacion
entre el valor de ICs,de la linea MDR vy el valor de ICs, de la linea Wt line (0,044 + 0,030 pM).
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Tras examinar los resultados obtenidos, se pueden establecer algunas conclusiones de la
relacion estructura actividad. Cuatro de las seis moléculas mas prometedoras como
moduladores de Pgp en células MDR1 son pirano-1,4-benzoquinonas. En la serie de los aductos
trans sintetizados a partir de aldehidos insaturados alifaticos (4)-(7), solamente el compuesto
(7) mostrd una relevante actividad inhibitoria. En este sentido, el tamafio de los aductos parece
jugar un importante papel en la actividad anti-MDR. Si se comparan las estructuras de los
compuestos (5) y (7), atendiendo al tamano del anillo C, el anillo de cinco miembros lleva a
peor actividad que el anillo de seis miembros.

En la serie de los aductos cis obtenidos a partir de aldehidos aromaticos, la posicion y los
factores estereoelectronicos de los sustituyentes en el anillo aromdtico es importante para la
actividad. Los mejores resultados se obtuvieron con los aductos que poseen el grupo metoxilo.

Los compuestos (9), (10), (11) y (12) presentan caracteristicas estructurales muy similares.

Estas estructuras presentan los anillos dihidropirano cis-fusionados (B/C), pero en los
compuestos (10) y (11) todos los hidrogenos implicados en la union de esos heterociclos
estan localizados en la misma cara, mientras que en el caso de los compuestos (9) y (12) se
encuentran en caras diferentes. Consecuentemente, los compuestos (9)-(12) y (10)-(11)
adoptan diferentes conformaciones espaciales que son responsables del perfil citotoxico de esos

compuestos.

Ademas, se realizaron estudios paralelos en una linea de MDR de Leismania tropica en
presencia de daunorubicina a 10 pM. La resistencia a farmacos en una linea de MDR L. tropica
se relaciona con una disminucién de la acumulacion de farmaco intracelular, principalmente
debido a la sobreexpresién de transportadores tipo Pgp. Los resultados, determinados por
ensayos basados en MTT, indicaron que los compuestos (4), (6), (8), (11), y (20) causaron
mas del 75% de inhibicion del crecimiento celular de parasitos MDR, concretamente los
compuestos (11) y (20), dieron valores de alrededor de 100% vy analisis mediante citometria
de flujo con calceina AM como sustrato, mostr6 que la potencia revertidora de estos
compuestos esta correlacionada con un incremento de la acumulacidon de farmaco, como
consecuencia de la inhibicion de Pgp. En los estudios en la linea MDR L. tropica, las
conclusiones del estudio entre estructura-actividad son diferentes que en el caso de las células
mamiferas. Ahora las moléculas mas efectivas son las orto-benzoquinonas en lugar de las para-

benzoquinonas.

En conclusién, los aductos bis-dihidropirano-1,2 y 1,4-benzoquinona sintetizados
mediante la doble reaccion DKHDA intramolecular constituyen una nueva familia de compuestos
prometedores como agentes revertidores de MDR en lineas celulares humanas cancerigenas
para futuros ensayos “in vivo”, asi como revertidores del fenotipo en el parasito protozoo

Leishmania. Estos resultados representan un punto de partida para la preparacion de nuevas
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bis-dihidropiranobenzoquinonas mas potentes y selectivas como agentes revertidores de MDR
(Jiménez-Alonso, 2008).
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Figura 10. L. fropica Wt y lineas MDR fueron expuestas 10 uM de los bis-pirano
benzoquinonas seleccionados, en ausencia (linea Wt) o presencia de daunorubicina (150 uM)
(lineas MDR) para 72 horas. Los resultados se expresan como porcentaje relativo del la
inhibicion del crecimiento del control de cada linea celular sin bis-dihidropirano-benzoquinonas.
Los datos son la media de tres experimentos independientes £SD.

4. SINTESIS DE FURANONAFTOQUINONAS CITOTOXICAS

Nos parecié también interesante sintetizar naftoquinonas fusionadas a anillos furanicos
con grupos dadores de puente de hidrdgenos. Decidimos preparar un conjunto de 2-amino-
furano-1,4-naftoquinonas mediante una reaccion de tres componentes siguiendo una
metodologia modificada descrita por Teimouri (2008).

Asi la reaccion de 2-hidroxinaftoquinona con varios aldehidos en presencia de EDDA, e
isonitrilos alifaticos y aromaticos bajo condiciones de reflujo en tolueno proporciond los
correspodientes  derivados  heterociclicos (Jiménez-Alonso, 2011). La sintesis de
furanonaftoquinonas lineales puede ser racionalizada por la formacion del intermedio reactivo
tipo metilén quinona (A) a través de la condensacion de Knoevenagel de la hidroxinaftoquinona
con un aldehido. El siguiente paso de este mecanismo involucra una reaccion de cicloadicion
[4+1] del heterodieno del aducto (A) con el isonitrilo para dar lugar una iminolactona
intermedia (B). La subsecuente isomerizacion de la iminolactona intermedia (B) lleva a la
formacion del derivado furanico deseado. Los rendimientos y tiempos de reaccion se vieron

altamente favorecidos por el uso de EDDA.
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Figura 11. Sintesis de 2-amino-furanonaftoquinonas a partir de una reaccion de 3-
componentes.

Buenos rendimientos se consiguieron tanto con aldehidos aromaticos como alifaticos.
El peor rendimiento (57%) resulté de la combinacion del impedido tert-butil isonitrilo con

benzaldehido (tabla 6).
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Un intenso efecto solvatocromico fue detectado durante la manipulacion de los
compuestos obtenidos con diferentes disolventes y todos los productos fueron aislados
como solidos amorfos de color azul. Los compuestos 1-8 fueron ensayados frente a las
siguientes lineas tumorales: MCF 7, MCF7/BUS y SK-BR-3 (Tabla 7). Los compuestos 4, 6 y
8 mostraron los mejores valores. El compuesto 4 mostro selectividad hacia la linea celular
hormona dependiente MCF7/ BUS con un valor de Gls, de 9,2 uM. Los compuestos 6 y 8
presentaron buenas citotoxicidades frente a las lineas celulares MCF7, MCF7/BUS y SK-BR-

3. El mejor valor de Glso lo mostrd el compuesto 6 frente a la linea SK-BR-3 (GIso= 1,6 uM).

Tabla 7. Actividad citotoxica de los compuestos (1-8) frente a un representativo panel de
lineas celulares de cancer de pecho.?

Comp MCF7 MCF7/BUS  SK-BR-3
1 18,8 (+ 0,07) 12,1 (+0,6) 10,2 (+0,3)
2 29,8 (+0,4) 152 (+0,4) 14,6 (+0,5)
3 299 (+1,3) 179 (+04) 24,5 (+1,5)
4  22(+12)  922(+04) 22,9 (+2,0)
5  82,0(+25  952(+09) 87,8 (+24)
6 5,9 (+ 0,4) 2,8(+0,5 1,6 (+0,4)
7 19,4 (+ 0,4) 17,4 (+0,6) 14,1(+0,3)
8  7,6(+04) 3,9 (+0,07) 5,8 (+0,6)

?Valores de GlIs, expresados en uM y determinados como media de dos a 5 repeticiones;
desviaciones estandar son dadas entre paréntesis.

A las naftoquinonas obtenidas se le realizaron estudios de voltametria ciclica en DMF
usando tetrabutil amonio hexafluorfosfato como electrolito soporte. Como se esperaba esas
moléculas exhibieron dos ondas, la primera es la relacionada con el par Quinona/ Semiquinona
anion radical (Q+), mientras que la seguna es la relacionada con la Quinona semiradical,

quinona dianidn. Siendo la Q/Q* reversible y la Q=//Q? cuasi reversible.
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Figura 11. Voltagrama ciclico de la quinona 3 (onda I: Q/Q*, onda II: Q=/Q%). [Q] = 1,0 mM
in DMF/HFPTBA (0,1 M); 25°C; v = 0,1 V's™.

Tabla 8. 1 : Omila I 1 1 On::lla II
Parémetros ES(V) EJ(V) C[E(V) Ei(V) LJL E.5(V)
i 0,092
voltametricos 3 15977 -1,3903 -1,3440 0,86 0,4134
de los 6
compuestos 0’076
P 2 -1,3017 -1,3780 -1,3398 0,80 0,3987
1-8 vs. 4
0,096
Fe/Fc™. 3 -1,2779 -1,3742 , 13260 098 0,4246
0,128
4 -12606 -1,3891 . L8 0% 0,4392
0,085
5 -1,2523 -1,3379 . LSt 0% 0,4610
0,101
6 -1,2018 -1,3030 , L o 0,4660
0,120
7 -1,2432  -1,3635 , L3033 055 0,4767
0,128
8 -1,2339 -1,3621 , L2980 062 0,4070

[Q] = 1,0 mM in DMF/HFPTBA 0,1 M; 25 °C; v = 0,1 V's,
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De acuerdo a esos resultados, los derivados con la mayor deslocalizacién electrdnica
presentan los potenciales de reduccion mas altos y las actividades citotdxicas mayores frente a
las lineas celulares estudiadas.

Altos potenciales de reduccion facilitan la formacion de semiquinona y por tanto el paso
inicial de bioreduccion descrito en muchos mecanismos de accion citotoxicos de naftoquinonas.
Ademas, la influencia del oxigeno observado en los voltagramas ciclicos apoya la importancia de
este factor previamente reportado, asi como el mecanismo de accion relacionado con especies
reactivas de oxigeno.

Ademas, derivados con valores de Ej; >-1,250 V son muy susceptible de mostrar
actividad citotéxica frente a las lineas celulares MCF7, MCF7/BUS y SK-BR-3. Aunque la relacion
entre los potenciales redox de estos compuestos y la citotoxicidades es clara, no fue posibe
determiner una inequivoca y lineal correlacion entre los potenciales redox y las citotoxicidades
de esos compuestos, lo cual sefiala la importancia de otros factores tales como estérico,

lipofilico, etc. en la citotoxicidad in vitro de estos compuestos.

5. COMPLEJOS METALICOS DE NAFTOQUINONAS

La importancia de los farmacos basados en metales de transicion (transition-metal-based
drugs) esta aumentando en el tratamiento del cancer y otras enfermedades (Kelland, 2007 y
Guo, 1999). Los metales suelen utilizarse con el objetivo principal de organizar los ligandos
organicos tridimensionalmente, ya que proporcionan un mayor nimero de geometrias de
coordinacién para la generacién de diversidad molecular. Los metales de transicion son
interesantes para esta aplicacion ya que pueden coordinar con un buen nimero de ligandos y
presentar geometrias, mas alla de la lineal (hibridacion sp), la trigonal plana (hibridacion sp?) y

la tetraédrica (hibridacion sp®) del carbono.

Los complejos de metales de transicion del grupo del platino y de los metales esenciales
(oligoelementos) son prometedores en el desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos. El
éxito de cis-diamino-dicloro-platino (II) (cisplatino), cis-diamino-(ciclobutano-1,1-dicarboxilato)-
platino (II) (carboplatino) vy [ciclohexano-1,2-diamino-N,N"-oxalato(2-)-0,O]-platino (II)
(oxaliplatino) en el tratamiento de distintos tipos de cancer respaldan esta teoria (Teicher et all,
2008).

O
(@) H, )J\O
Cl _NH; O\Pt/NH3 Oj:o\Pt/N\O CI\F!‘t/NH3 CI\Pt/NH3
Pt
o ONH, 07 “NH, 0”07 TN oI | NH o NS
(6] ' .2 \n/ PZ
carboplatino cisplatino oxaliplatino o
satraplatino* picoplatino*
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Farmacos de platino utilizados actualmente y proximos a aprobarse*.

Las naftoquinonas, como lawsona, lapachol y B-lapachona, poseen muchas actividades
bioldgicas (Sauriasari, 2007) y se han utilizado en medicina tradicional para tratar diversos tipos
de tumores. Estas naftoquinonas son capaces de complejarse con muchos iones metalicos
relevantes, lo que les permite jugar un papel importante en los sistemas bioldgicos (Gokhale,
2000). Trabajos anteriores han revelado que la formacion de los complejos metalicos, es una

forma de aumentar la citotoxicidad (Kumbhar, 1996 y Shirishal, 2007).

(0] 0]
o Qcxe
R
0] 0]

lawsona R=H B -lapachona
lapachol R= ﬁ/

Teniendo en cuenta que los complejos de transicion del grupo del platino y de los
metales esenciales (oligoelementos) son prometedores en el desarrollo de nuevos agentes
anticancerigenos, asi como las propiedades antitumorales de las quinonas, nos propusimos la
sintesis de complejos de Co(II), Ni(II) y Cu(Il) de lapachol (Hernandez-Molina, 2007). La
sintesis de los complejos se llevd a cabo mezclando la disolucidn etandlica de la quinona con la
del correspondiente acetato del metal. La reaccion se lleva a cabo de forma rapida,
obteniéndose el complejo como un producto rojo y, en muchos casos, altamente cristalino. De
esta forma se obtienen los complejos de lapachol con cobalto [CoLp,(EtOH),], cobre [CuLpzpy-]
y niquel [NiLp,(EtOH),] en una relacién metal/ligando (M/L) (1:2). La sintesis es rapida y da
buenos rendimientos. Los complejos resultaron ser poco solubles en alcoholes por lo que

precipitaban nada mas formarse.

Complejo de lapachol y cobalto(II); [CoLp,(EtOH).].

Se evalud la actividad in vitro del complejo de lapachol con Co(II) [CoLpx(EtOH),] frente
a una cepa de Acanthamoeba (A. castellanii Neff) y Leishmania amazonensis,

MHOM/BR/77/LTB0016, resultando activo frente a estas dos cepas (ICso/96h=61,84+5,19
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Mg/mL). El ensayo usado para la determinacion de la eficacia del complejo frente a L.
amazonensis y Acanthamoeba castellanii Neff se basa en la oxido-reduccién del Alamar Blue®
(Martin-Navarro, 2010).
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