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Resumen: algunos farmacos antitumorales son capaces de inhibir enzimas
fundamentales en los procesos de crecimiento y replicacidon celulares anémalos que
presentan las células tumorales. En otros casos, el mecanismo de accién pasa por la
intercalacién de los farmacos en el ADN. Por ello, las técnicas de andlisis que puedan
evidenciar este mecanismo son cruciales en el proceso de desarrollo de nuevos
farmacos. En nuestro trabajo hemos utilizado una de estas técnicas, la viscosimetria,
capaz de cuantificar el aumento de la viscosidad cuando la cadena de ADN se alarga
tras la intercalacién de un farmaco.
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INTRODUCCION

En las células tumorales existen genes cuya expresidn se encuentra desregulada,
dando lugar al crecimiento descontrolado de las mismas. Por ello, la inhibicién de las
enzimas implicadas en la replicacidon celular constituye una valiosa herramienta en la
terapéutica antitumoral actual, ya que la propia velocidad de division de los tumores
hace muy selectiva la accion de estos farmacos M Dentro de este grupo nos
encontramos con aquellos que forman complejos estables con las enzimas del grupo
de las topoisomerasas (por ejemplo, las camptotecinas se unen a la topoisomerasa | y
las antraciclinas o las aminoacridinas, se unen a la topoisomerasa Il) (@)

Otra de las dianas mejor conocidas en la terapia antitumoral es el propio ADN.
Existen moléculas que se unen a la cadena de ADN ya sea por enlaces covalentes, o por
enlaces no covalentes. Entre estos Ultimos, destacan los compuestos intercalantes,
ademas de los que se unen al surco menor de la doble hélice y los que interaccionan
por fuerzas electrostaticas con la cadena de fosfodiéster @ Nuestro trabajo se centra
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en el estudio de los mecanismos por los que los principios activos intercalantes son
capaces de interaccionar con el ADN.

A dia de hoy la investigacidon de los intercalantes sigue enfrentandose al desafio
de técnicas de analisis que puedan demostrar de forma rdpida y precisa la existencia
de tal interaccidon y la magnitud de la misma M La utilizacidn en anlisis de rutina de
técnicas analiticas como la RMN, la absorciéon de infrarrojo, la espectroscopia Raman o
la espectrofotometria de absorcion ultravioleta-visible, hacen posible un nuevo
empuje a la investigaciéon @ No obstante, algunos ensayos que pueden clasificarse
como tradicionales son ineludibles ya que confirman de manera inequivoca lo
observado mediante otras técnicas analiticas; éste es el caso de la viscosimetria (Fig.
1).
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Figura 1. Incremento en la viscosidad de una disolucién de concentracidon constante de ADN debida al
aumento de la concentracion de bromuro de etidio (agente intercalante).

Los farmacos que interaccionan con el ADN intercaldandose entre los pares de
bases del mismo producen una elongacién de la cadena, lo cual se manifiesta en un
incremento en la viscosidad ®. Asi es posible relacionar el aumento en la longitud del
ADN con el cociente de concentraciones [farmaco/macromolécula] a través de la
determinacion experimental de los valores de viscosidad.

OBJETIVO

Considerando los antecedentes bibliograficos expuestos, nos propusimos
discriminar si en la formacion del complejo ternario farmaco-ADN-topoiosmerasa | los
antitumorales pueden aproximarse al ADN ejerciendo un comportamiento
intercalante. Para ello decidimos emplear el estudio por viscosimetria de la interaccién
de la camptotecina y sus analogos con el ADN.
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METODOLOGIA Y MATERIAL

Todos los reactivos y disolventes organicos empleados son de calidad para
analisis. El agua fue de calidad milli-Q (equipo Direct 8, Millipore). Las medidas de
viscosidad se llevaron a cabo con un viscosimetro de Cannon-Fenske en bafio de agua
termostatizado a 27 + 0,1 2C. El pH de las disoluciones tampdn fue determinado con un
potenciometro micro-pH 2001 de Crison con electrodo combinado de membrana de
vidrio. Los espectros de absorcion UV-Vis se obtuvieron con un espectrofotometro de
doble haz Kontron Uvikon y empleando cubetas de cuarzo de 1 cm. de paso 6ptico.

RESULTADOS

Se determind de forma exacta la concentracion de bromuro de etidio (agente
intercalante modelo, coeficiente de absorcidon g430= 5600 Mt cm'l) @ mediante la
lectura espectrofotométrica de su absorcion (Fig. 2). Como se puede observar (Fig. 3)
aparece un pico de absorcion a una longitud de onda de 480 nm con una intensidad de
0,389. Teniendo en cuenta las diluciones oportunas para el rango de cumplimiento de
la ley de Lambert- Beer obtuvimos finalmente una disoluciéon de concentracién 7,1 x
10° M.

2.0

1.5+

Absorbancia
P
o
1

0.5

0.0

T
a
o

00¢
00€
00t
009
00L

Longitud de onda (nm)

Figura 2. Espectro de absorcion de la disoluciéon con bromuro de etidio.

La intercalacidon de moléculas en una cadena de ADN provoca un incremento en
su longitud. Este hecho se manifiesta en el aumento de la viscosidad de las
disoluciones con respecto a las de ADN nativo, lo que experimentalmente se puede
determinar como un aumento del tiempo de descenso en el capilar del viscosimetro.
Verificando el aumento de tiempo de caida en presencia de farmaco podemos
demostrar si la camptotecina y los analogos se comportan o no como intercalantes del
ADN. Para conocer el incremento del tiempo de caida debida al farmaco, resulta
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imprescindible determinar los tiempos de caida de las disoluciones de ADN con todos
los componentes excepto el farmaco ®) De este modo, la diferencia qgue haya entre
ese tiempo y el de la disolucion con farmaco se debera uUnicamente al agente
intercalante, que incrementa la longitud de la cadena (Tabla 1).

Tris + DMSO Tiempo medio
(uL) [ADN] (M) de caida (s) (n/no)
0 3x10™ 299 1
20 3x10™ 294 0,983
40 3x10™ 294 0,983
60 3x10™ 299,5 1,001
80 3x10™ 297,5 0,995
100 3x10™ 300,5 1,005
400 3x10™ 302.5 1,012

Tabla 1. Valores del tiempo de caida de la disolucidn sin agente intercalante.

Estudiamos previamente el comportamiento de un agente intercalante conocido
gue usamos como modelo, el bromuro de etidio™®. El incremento en el tiempo de caida
gue produce en las disoluciones de ADN de igual concentracién a las del experimento
anterior nos permitiria comparar con los resultados que obtuviéramos de las
disoluciones con nuestros farmacos.

- -
[Bromuro de [DNA] r |e;nep:a|;’r::dlo (n/no)
etidio] (M) (M) ([BrEt/ADN] 0 /Mo

0 3 x10* 0 292 1
1,5x10° 3 x10* 0,005 290 0,993

4,5 x10° 3 x10* 0,015 292 1
7,5 x10° 3 x10* 0,025 292,5 1,002
12 x10° 3 x10* 0,04 293 1,003
15 x10° 3 x10* 0,05 294,5 1,009
18 x10° 3 x10* 0,06 295,5 1,012
21 x10° 3 x10* 0,07 298,5 1,022

Tabla 2. Valores del tiempo de caida de la disolucidon con el agente intercalante modelo, bromuro de
etidio.

CONCLUSION

Se ha disefiado y puesto a punto la le metodologia necesaria para esclarecer el
modo de interaccidn como intercalantes de nuevos compuestos antitumorales
empleando como referencia el bromuro de etidio. Se ha determinado el intervalo de
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relacion de concentraciones dptimo para observar este comportamiento mediante
viscosimetria.
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