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Abreviaturas

ERQO’s: Especies reactivas de oxigeno

ECC: Farmacos especificos del ciclo celular.

NECC: Farmacos no especificos del ciclo celular.

QSAR: Estudio cuantitativo de correlacidn estructura actividad
E1/2: Potencial de media onda.

Epa: Pico anodico

Epc: Pico catddico

a-Fen: a-fenilalaninato

a-Pro: a-prolinato

a-Tyr: a-tirosinato

a-His: a-histidinato

a-Trip: a-triptofanato

HelLa: Linea celular de carcinoma epitelial de cérvix estadio IV A
SiHa: Linea celular de carcinoma de células escamosas de cérvix.
HCT-15: Linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano.
SKLU-1: Linea celular de adenocarcinoma de pulmon humano pobremente
diferenciado estadio Il

€: Coeficiente de extincion molar.



1. Introduccion

Una de las enfermedades de mayor importancia a nivel mundial por su
incidencia y mortalidad es el cancer [1, 2]. En México el cancer ocupa la
tercera causa de muerte, siendo la primera la diabetes mellitus [3] El cancer
se caracteriza por fallas y/o errores en el control de la replicacion celular,
provocando la proliferacion desmedida e incontrolada de las células,
iniciando asi un tumor localizado, que comprime o invade las estructuras
normales adyacentes o bien diferentes tejidos en el organismo (metastasis)
[4].

Entre las principales terapias contra el cdncer se encuentran la cirugia,
la radioterapia y la quimioterapia; siendo esta ultima la méas utilizada [1, 5] y
se define como el uso de agentes quimicos para tratar sistémicamente
cualquier afeccion en un organismo. Sin embargo, este término se ha
utilizado especificamente para describir el método terapéutico en el
tratamiento del cancer [6, 7].

A pesar de que este meétodo terapéutico es el mas usado presenta
varios inconvenientes por ejemplo, toxicidad, resistencia, debilitamiento del
sistema inmune, entre otros [6, 7]. Estos inconvenientes han hecho que se
investiguen y desarrollen nuevos quimioterapéuticos para combatir esta
enfermedad. Una de las lineas de investigacion para encontrar nuevos
agentes es sin duda, entre muchas, sintetizar compuestos que en sus
estructuras contengan metales de transicion (compuestos de coordinacion,
inorgénicos) [8].

Actualmente los Unicos antineoplasicos inorganicos utilizados en la
clinica son el cisplatino y sus analogos [7, 8].

En la década de los 80°s la Dra. Lena Ruiz Azuara disefié un grupo de
compuestos cuyo centro metalico es un ion de cobre (ll), el cual es un metal
de transicién esencial en sistemas bioldgicos [9-11]. Estos compuestos
fueron denominados Casiopeinas®, y se definen como un grupo de

compuestos de coordinacion de cobre (Il) con dos ligantes bidentados; el



primer ligante es de tipo diimina (N-N); fenantrolina o bipiridina sustituida [9].
y un segundo ligante cargado de tipo N-O (a-aminoacidato) o donador O-O
(acetilacetonato o salicilaldehidato [9].

El disefio de estos compuestos propone al cobre como participante en
una reaccion de Fenton para la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ERQ’s), al ligante diimina como un intercalante del ADN, y finalmente en el
caso del segundo ligante se propone que genere cierta selectividad
antitumoral. Estos compuestos han mostrado actividad citotoxica [10, 12, 13]
citostatica [13, 14] y antineoplasica [11, 14, 15] con resultados prometedores
para su empleo como antitumorales en la clinica lo que hace indispensable
gue se estudien detalladamente.

En este trabajo se seleccionaron compuestos de la familia Casiopeina
Il del tipo [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-aminoacidato)]NO3; donde el
aminoacidato tiene en su estructura ciclos alifaticos o arométicos (histidina,
tirosina, prolina, fenilalanina y triptofano) con el objetivo de estudiar la
influencia que tiene el ligante aminoacidato en la modulacion de la actividad
biolégica in vitro. Se empled el ensayo de inhibicion de la proliferacion celular
[16, 17] para evaluar la actividad en 4 diferentes lineas tumorales humanas:

» Hela: Linea celular de carcinoma epitelial de cérvix estadio IV A

* SiHa: Linea celular de carcinoma de células escamosas de cérvix.
* HCT-15: Linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano.

e SKLU-1: Linea celular de adenocarcinoma de pulmon humano.[18]

Asi mismo, se comparo la actividad de los compuestos en las
diferentes lineas tumorales para identificar si existe algun tipo de selectividad

tumoral debido al cambio de ligante.



2. ANTECEDENTES



A lo largo de la historia el hombre se ha enfrentado a diversas
enfermedades que han provocando estragos en las comunidades, este
motivo ha hecho que se desarrollen medicamentos, asi como medios
terapéuticos para combatir estas enfermedades; desde precarias cirugias en
las primeras civilizaciones hasta descubrimientos como la medicina

genomica en el siglo pasado [1].

Una de las enfermedades que ha acompafiado al hombre a lo largo de
la historia es el cancer. La importancia de esta enfermedad radica
principalmente en su elevada frecuencia y diagndstico tardio lo que produce
mortalidad a nivel mundial, asi como, en la falta de tratamientos eficaces
para combatirla, sobretodo en el caso de canceres como el de pulmén y
colon [1, 19].

2.1 Cancer

Se define al cancer como un conjunto de enfermedades ya que
pueden desarrollarse en diferentes 6rganos ademas de presentar una
variabilidad significativa entre los tumores de un mismo 6rgano en diferentes
pacientes y una importante heterogeneidad fenotipica entre las células de un
mismo cancer. Esta heterogeneidad es lo que hace que la enfermedad sea
dificil de tratar exitosamente [1, 5, 20].

La caracteristica principal de esta enfermedad es que las células
proliferan descontroladamente debido a errores en los sistemas de control
genético que regulan el crecimiento y la muerte celular [4, 5, 19, 21]. Estos
errores genéticos se dan principalmente en tres tipos de genes, los genes
supresores de tumor, los protooncogenes y los genes que regulan la
apoptosis, como el BCL2 y el P53 [4, 19]. Los genes supresores de tumor
regulan el crecimiento, al presentar errores pierden esta capacidad

provocando un crecimiento inapropiado. Los protooncogenes que por medio



de mutaciones se vuelven oncogenes activos, codifican proteinas
estimuladoras de crecimiento andmalas permitiendo que la célula crezca
independiente de los factores de crecimiento normales; finalmente, los genes
gue codifican la regulacion de la apoptosis pueden dafarse y de esta forma
no codifican las proteinas que inician la cascada apoptotica inactivando asi
esta via [4, 19].

En este sentido, si la célula pierde la capacidad de morir cuando debe
y prolifera descontroladamente, producird un tumor o neoplasma que puede
ser maligno o benigno. Las caracteristicas principales de ambos se muestran
en latabla 1 [4].

Tabla 1 Principales diferencias entre los tumores malignos y benignos.

DIFERENCIAS ENTRE TUMORES MALIGNOS Y BENIGNOS
Benignos Malignos

Grado de diferenciacion Alto Deficiente
Nucleo celular Normal Grande e hipercromatico
Relacion nucleo/citoplasma Bajo Alto
Mitosis Baja Abundante
Crecimiento Lento Rapido
Tipo de crecimiento Expansivo Penetrante
Reincidencia después de

) . Poco frecuente Frecuente
un tratamiento quirurgico
Metastasis Ausente Frecuente
Capacidad d_e pfoqlucw Baja Alta
factores angiogénicos

Adaptada de Lodish H., Berk. A., Matsudaira P., Kaiser C.A, Cancer and molecular Cell Biology

(Referencia 4)

Las principales caracteristicas que diferencian a los tumores malignos
de los benignos son: la capacidad de crecimiento y de invasividad hacia otros
tejidos. Esta dltima se da cuando las células invaden los tejidos
circundantes; y en algunas ocasiones las células tumorales logran ingresar al
sistema circulatorio y diseminarse hacia nuevas areas de proliferacion, a este
proceso se le conoce como metéastasis, siendo en este punto cuando los

tratamientos no son tan efectivos [4, 19].



En general las células cancerosas o malignas presentan seis propiedades
gue les permite formar un tumor maligno:

Autosuficiencia en las sefales de crecimiento.
Inestabilidad en las sefiales de anticrecimiento.
Evasion de la muerte por apoptosis.

Elucién de la senescencia.

Capacidad invasiva y de producir metastasis

o gk~ w e

Capacidad de producir vasos sanguineos sostenidamente

(angiogénesis) [4, 21].

Los tumores malignos se clasifican siguiendo la regla de denominacion
celular segun sus tejidos embrionarios de origen. Existen cuatro tipos de
cancer segun el tejido de procedencia: carcinoma si deriva del endodermo
(epitelio intestinal) o del ectodermo (epitelio neural o de la piel), sarcomas si
derivan del mesodermo (precursores de los musculos, la sangre o del tejido
conectivo), leucemias una clase de sarcoma (derivadas de la células

hematopoyéticas) y neuromas (derivados del sistema nervioso) [4, 21, 22].

2.1.1 Causas del cancer

El desarrollo del cancer comprende muchas etapas; cada una
gobernada por mudltiples factores, algunos dependen de la constitucion
genética de los individuos pero otros dependen de su entorno y del modo de
vida. En general podemos decir que el cancer es producido por dos tipos de

agentes: los exdgenos y los enddgenos, o bien, la combinacién de estos [21].

Los agentes carcinogénicos exdgenos se clasifican en: quimicos,
fisicos y biologicos; los mas conocidos son los que dafian al ADN

produciendo mutaciones [23].



En cuanto a los agentes quimicos estos ejercen sus efectos de forma
directa en el ADN a través de la formacién de uniones covalentes, ya que son
especies reactivas altamente electrofilicas; otros son metabolizados en el
organismo a través del complejo enzimatico citocromo P-450 produciendo o
liberando el carcindbgeno. Cabe mencionar que no todos los agentes
carcindgenos actuan sobre el ADN. Los principales dafios en el ADN son:
cambios en la secuencia de nucledtidos por intercalacion, ruptura o

alquilaciones [19, 21].

Los agentes fisicos como la radiacion UV (UVB 280-320 nm) y la
radiacion ionizante causan translocaciones y rupturas en el ADN, de igual
forma las quemaduras pueden producir cancer en las zonas de tejido dafiado

debido a la estimulacion de la proliferacion celular en la zona [19].

Finalmente, los agentes bioldgicos son virus o bacterias (p.ej. el virus
de la hepatitis B, virus de Epstein-Barr, virus del papiloma humano y la
bacteria Helicobacter pylori) que introducen ADN exogeno a las células o

bien producen lesiones que pueden desarrollar cancer [4, 21, 22, 24, 25].

Los factores endogenos son: herencia, inmunidad, nutricion y

hormonales [24].

2.1.2 Proceso de Carcinogénesis

El proceso mediante el cual se produce un tumor canceroso se
denomina carcinogénesis (Fig. 1) y consta de cuatro etapas: iniciacion,
promocion, transformacion y progresiéon. En la iniciacion la célula sufre una
mutacion en el ADN que es permanente y transmisible a las células hijas. En
la promocion aumenta la proliferacion de las células mutadas en la etapa
inicial. Durante la tercera etapa las células se transforman a malignas debido

a los dafos en el ADN, provocando el crecimiento y desarrollo tumoral. Y en



la dltima etapa, la progresion, el tumor continda el crecimiento, la
proliferacion aumenta y se adquiere la capacidad de invadir tejidos cercanos
o diseminarse a sitios lejanos al sitio inicial de aparicion mediante la
metastasis [1, 4, 21, 25]..

CARCINOGENESIS
INICIACION  PROMOCION  TRAHSFORMACION PROGRESION

Carcinogeno

Campin Carnbio Carnbio
Geniético Genético Genético f:‘
1 o
g — c —= € R — C" e ﬁ' é
c & g
o €C
Celula Maligna

Multiplicacion
Celular Turnor Maligno

Fig.1 Proceso de Carcinogénesis

2.2 Estadisticas [3]

Durante el afio 2005 en México el cancer ocupo el tercer lugar dentro
de las principales causas de muerte, 63 128 personas fallecieron a causa de
esta enfermedad, el volumen representa 12.7% del total de defunciones

registradas en el afo.

En los hombres, el cancer ocupé la segunda causa de muerte con
30899 defunciones, que significé 11.3% de los fallecimientos de hombres; y
en las mujeres, se ubica en el tercer lugar con 32 224 decesos; es deci,

14.5% de las defunciones en la poblaciéon femenina.

En los hombres, los tres tipos de cancer que se presentan con mayor
frecuencia son: el de traquea, bronquios y pulmén (15.6%), prostata (15.5%)
y estdmago (9.1 %). En las mujeres se presentan dos tipos cancer

principalmente: cancer cérvico-uterino (13.3%) y mama (13.1%); de igual



forma el cancer de higado, colon y vias biliares lo presentan ambos géneros
en proporciones diferentes pero igual de significativas. En la figura 2 se

muestra la proporcién de los distintos tipos de cancer segun el género.

Encafdo 3.0 24 Encétalo

Tréquea, bronquics y pumén 156 69 Traguea, bronguios y pulman

13.1 Mama
74 Eslomago
Estomege 91 79 Higadoy vias biliaras
Higado v vias biliares 75 52 Pinceas
Pancreas 4.9 46 (harios
Vias wrinanzs 3.0
Prioslata 155 |5':.3 Cuilo el dlera
Colon 4.4 44 Colen
—
55 Leucemia
Leucemia 6.3 clfij Lindama no hodkin
Lindoma no Hodkin 3.6 6.3 Olros
(Oros 271

La diginbucion es para cada soxo
Fuenle: INEG. Estadishcas Vitakes, Base de dalos 2005
Figura 2: proporcion de canceres segun < genero en la poblacidn mexicana (ref 3)

2.3 Tratamientos

Los principales tratamientos para intentar combatir esta
enfermedad son tres: la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia [23,
26], que si bien no son métodos terapéuticos infalibles para combatir el
cancer, si han demostrado que con el diagndéstico adecuado y un tratamiento
temprano la enfermedad puede ser curable.

Debido a la resistencia y efectos secundarios de las terapias [23, 26,
27] existentes se han tenido que desarrollar nuevas terapias para combatir
esta enfermedad, por mencionar algunas tenemos:

* Hormonoterapia: se basa en la hormonodependencia

gue presentan algunos tumores para su crecimiento. Se



administran farmacos que disminuyen la actividad de las
glandulas que secretan las hormonas de las cuales son
dependientes los tumores. Un ejemplo de ésto es la
administracion de analogos de LH-RH (luteinising
hormone releasing hormone — hormona liberadora de
hormona luteinizante) en el tratamiento de cancer de
prostata [23, 27].

Fototerapia o fotodinamia: consiste en la administracion

de farmacos inactivos los cuales son fotosensibles tales
como las porfirinas que al ser irradiados en una longitud
de onda especifica (A 630nm), se activan vy
desencadenan una serie de reacciones que liberan
especies reactivas de oxigeno (ERO’s), las cuales dafian
a las células provocando su muerte. La exposicion a la
luz se hace a través de una fibra Gptica especial o puede
ser directa en el caso de que el cancer sea en la piel [26,
27].

Hipertermia: en esta terapia se somete a los tumores a
temperaturas elevadas mediante ondas de alta
frecuencia. Se ha observado que cuando las células
tumorales se someten a hipertermia consumen mas
oxigeno y mueren por falta relativa de éste, ademas, se
vuelven sensibles a otras terapias como la quimioterapia
y radioterapia [23, 26].

Transferencia de genes: involucra transferir genes a las

células para restaurar, activar o conferirles nuevas
funciones. Se utiliza principalmente con el objeto de
inactivar un oncogen o reemplazar un gen supresor de

tumor mutado, en caso de estar ausente [23, 27].
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Si bien estas nuevas terapias no estan validadas han demostrado

resultados positivos en el intento de curar la enfermedad [1, 6, 23, 26].

Los tratamientos existentes y los que se encuentran en desarrollo
tienen como blanco terapéutico las diferencias de propiedades bioldgicas y
sefales de autorregulacion entre células malignas y células normales. Entre
ellas se encuentran: defectos en los sistemas de reparacion del ADN, en los
controles del ciclo celular y en las vias de apoptosis. El crecimiento tumoral
también puede inhibirse con la administracion de agentes anti-angiogénicos
gue van a limitar el aporte sanguineo y en consecuencia de nutrientes
necesarios para el desarrollo del tumor. Comprendiendo los mecanismos de
control y como se alteran cuando se presenta la enfermedad; podemos
disefar tratamientos mas precisos y especificos, tanto para cada tipo de

cancer, como para cada paciente [22, 23, 27].

2.3.1 Cirugia

El tratamiento mas antiguo contra el cancer es la cirugia; sin embargo,
solo puede ser utilizado si el tumor esta bien localizado y diferenciado, o si
presenta una metastasis localizada. Si el tumor se localiza en un tejido de
dificil acceso o vital para el organismo, no se puede realizar este
procedimiento debido a la peligrosidad que representa. Es el uUnico
tratamiento que permite eliminar el cancer o metastasis poco diseminadas.
Generalmente, se utilizan tratamientos adicionales como la quimioterapia o la
radioterapia, antes o después de la cirugia, lo que ayuda a una completa

erradicacion de las células malignas [22, 23, 27].

2.3.2 Radioterapia

En la radioterapia se utiliza radiacion para el tratamiento del cancer,

esta radiacion proviene de rayos Yy, rayos X, o bien de radiofarmacos de
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algunos elementos radiactivos como ®°Co, *®*Au, **!I. La importancia de esta
terapia radica en que se pueden radiar zonas especificas sin dafar el tejido
sano. La radiacion al pasar por agua produce electrones que a su vez
producen radicales libres que pueden dafiar al ADN y de esta forma provocar
la muerte celular mediante mecanismos apoptoticos. Sin embargo, una
porcidon significativa de células tumorales son hipdxicas (crecen en
concentraciones de oxigeno limitadas) lo que hace que estas células sean
poco sensibles a la radiacion, para que esto no ocurra, se sensibiliza a la
células administrando oxigeno, ya sea durante o después de la radiacion. De
igual forma, se puede administrar metronidazol para sensibilizar a las células.
Es por esto que la radioterapia que aunque es una técnica bien establecida
se sigue investigando para determinar tiempos Optimos de exposicion y

frecuencia de la radiacion empleada [23, 25, 27].

2.3.3 Quimioterapia

La quimioterapia se define como la administracion de agentes
guimicos para curar cualquier afeccibn en un organismo de manera
sistémica, afectando cualquier 6rgano. Asi, la quimioterapia contra el cancer
se define como un tratamiento general y sistémico capaz de alcanzar las
células tumorales, salvo tumoraciones localizadas en lugares poco

accesibles como el sistema nervioso [6, 7, 23, 26].

Debido a que la quimioterapia es un tratamiento sistémico que ataca a
las células de proliferacion continua, se debe mencionar que en un
organismo no soélo las células cancerosas son de alta proliferacion, por
ejemplo las células del sistema inmune, del tracto digestivo y del foliculo
piloso son de alta proliferacion también. Por tanto, la quimioterapia es capaz
de generar reacciones adversas indeseables como: alta toxicidad en
diferentes Organos, inmunosupresion, pérdida de cabello, supresién de

médula 6sea, nauseas y vomito [6, 26, 27].
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Uno de los principales problemas en el uso de la quimioterapia, es sin
duda, la resistencia que se define como la capacidad de las células a abatir
los efectos de los farmacos anticancerigenos [7, 23, 27].

La resistencia a los tratamientos puede ser: adquirida o primaria. La
resistencia adquirida es la responsable de que algunos tumores vuelvan a
aparecer después de haber sido tratados y aparentemente erradicados, éstos
nuevos tumores se generan a partir de células resistentes al tratamiento
inicial [4, 23, 28].

La resistencia primaria es cuando el tumor muestra una pequefia o
nula respuesta al tratamiento. Se ha demostrado que la resistencia primaria
se debe a mecanismos bioquimicos que inactivan ya sea al farmaco o su
efecto [6, 7, 23, 29], como:

* Disminucion de la captacion o aumento en la eliminacion del
farmaco administrado.

» Disminucion de las enzimas activadoras del farmaco.

* Aumento de las enzimas que inactivan el farmaco.

e Disminucion de la afinidad del farmaco por sus receptores o
aumento en el numero de éstos.

* Incremento de la reparacion del ADN.

* Incremento de la actividad de alguna via metabdlica alternativa, no

inhibida por el farmaco.

El aumento o disminucién en la actividad de estos mecanismos esta

asociado a la inestabilidad genética que presentan las células [4, 7, 30].

Puesto que los quimioterapéuticos en su mayoria, son incapaces de

curar el cancer por si solos, se suelen administrar diferentes
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guimioterapéuticos de forma combinada o secuencial, para aumentar la
probabilidad de erradicar las células tumorales al dafar sitios bioquimicos
diferentes, disminuir la proliferacion de las células tumorales resistentes y
minimizar la toxicidad en los tejidos normales. Estas combinaciones se

disefian a partir de las siguientes consideraciones: [22, 27, 29, 31].

» Seleccionar farmacos con mecanismos de accion diferentes.

» Seleccionar farmacos que difieran en el sitio de toxicidad principal.

e« Usar dosis y cronologias Optimas para cada farmaco, con
intervalos entre dosis, para permitir la recuperacién en

los tejidos normales mas sensibles.

2.3.3.1 Clasificacion de los Quimioterapéuticos

Los quimioterapéuticos pueden ser clasificados con tres criterios
diferentes: por su naturaleza, por su efecto en el ciclo celular o por su

mecanismo de accion [7, 23].

* Por su naturaleza: contempla Gnicamente la procedencia quimica
de los compuestos usados:
¢ Extraidos de productos naturales
¢ Sintéticos:
0 Inorgéanicos.

o Organicos.

» Por su efecto en el ciclo celular: clasifica a los quimioterapéuticos
en términos del efecto que tienen sobre el ciclo celular, esto es, si
son ciclo especificos y no ciclo especificos):[7]

¢ Un agente especifico del ciclo celular (ECC) es
citotoxico solo en una fase del ciclo celular (G,
G1, G2, SoM).
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¢

Un agente no especifico del ciclo celular (NECC)

es citotoxico en cualquier fase del ciclo celular.

Los farmacos ECC han demostrado ser mas eficaces en tumores que

proliferen mas rapido como las neoplasias hematologicas. Los

farmacos NECC son utilizados normalmente en tumores sélidos que

se encuentren en la fraccion de alto o bajo crecimiento [23, 31].

» Por su mecanismo de accion: clasifica a los quimioterapéuticos en

términos del efecto biolégico que tienen en el organismo:

¢

* & & o oo o

Farmacos alquilantes.

Farmacos intercalantes

Antimetabolitos (analogos estructurales).
Antibioticos.

Enzimas.

Anticuerpos.

Agentes diversos (inhibidores de la
topoisomerasa, fijadores de la tubulina).

Hormonas e inhibidores de hormonas.

El conocimiento de la farmacodinamia de los quimioterapéuticos es

fundamental para su uso apropiado. Esto incluye la comprension de los
mecanismos de accidn y sus efectos fisiologicos. La mayoria de los
quimioterapéuticos actuales actian de modo primario sobre la sintesis, la
reparacion o la funcion de macromoléculas; es decir, sobre la produccion o la
funcion del ADN, el ARN o las proteinas [23, 30, 31].

Un quimioterapeutico ideal es aquel que erradique las células

malignas sin dafiar a las normales; sin embargo, a la fecha esto no se ha
conseguido. Por lo que en la actualidad se desarrollan nuevas terapias y se

mejoran las ya existentes [7, 22].
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Entre los medicamentos que actualmente estan en desarrollo clinico
se encuentran: los inhibidores de transduccion de sefial, inhibidores de
microtubulos, antimetastasicos, agentes antiangiogénicos, agentes hipoxicos
especificos de células madre, farmacos radiosenzibilizantes de células
malignas y radioprotectores de ceélulas sanas, agentes citoprotectores,
vacunas, factores de crecimiento, inhibidores de reparacion del ADN, y
compuestos a base de metales de transicion, entre otros; con la finalidad de
encontrar quimioterapéuticos econdmicos, menos toxicos y mas efectivos
para combatir la enfermedad [7, 23, 29, 31, 32].

2.4 Quimioterapeuticos Inorganicos

Los Unicos antineoplasicos de naturaleza inorganica que se usan en la
clinica actualmente son el cisplatino y sus analogos. Son compuestos d® de
geometria cuadrada plana y su centro metalico es un atomo de platino (ll). La
molécula fue descubierta en 1844 por Michele Peyrone en Turin y sus
propiedades antineoplasicas fueron descubiertas en 1965 por Rosenberg en
Michigan cuando estudiaba el efecto del campo eléctrico en el crecimiento de
Escherichia coli, observo crecimiento filamentoso en las células, lo que es
indicativo de divisién celular sin proliferacion celular paralela. Encontré que el
electrodo de platino que habia utilizado reacciono con el medio (NH4CI)
formando una serie de compuestos de coordinacién de platino entre ellos el
cisplatino. En 1971 inicio la fase clinica | y en 1979 fue aprobado por la FDA

como agente quimioterapeutico.

A pesar de que existen alrededor de 28 compuestos analogos del
cisplatino que presentan actividad antineoplasica so6lo 5 son utilizados en la
clinica: el cisplatino (1) y el carboplatino (2) en todo el mundo; el oxaliplatino
(3) en algunos paises, nedaplatino (4) en Japén y el lobaplatino (5) en China.
Fig ( 3) [33, 34].
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Figura 3. Quimiterapelticos a base de platino aprobados clinicamente en el mundo

El cisplatino se administra generalmente por via intravenosa cada 3 o
4 semanas y es preservado en el torrente sanguineo debido a la
concentracion de iones cloruro, permitiéndole difundir de manera pasiva al
interior de la célula en donde por medio de una reaccion de hidrdlisis pierde
una molécula da agua para formar el complejo [Pt(NHs),CI(OH.)]" el cual se
podria coordinar con los &cidos nucleicos. La hidrolisis del segundo cloro
forma un enlace con el ADN en el atomo mas nucleofilico, el Nitrogeno 7 de
la Guanina [33, 34].

En general el mecanismo de accion del cisplatino se lleva a cabo
mediante la formacion de aductos inter e intra cadena en el ADN, Fig 4 lo
gue provoca la inhibicion de la replicacion celular y estimula la apoptosis via
dependiente.[33, 34].
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Enlace intracadena

Enlace Proteina-ADN Enlace bifuncional a la Guanina
Figura 4: Mecanismos de enlace Cisplatino-ADN.(Ref. 37)

Este antineoplasico se utiliza principalmente en el tratamiento de
carcinomas de ovario, testiculo, vejiga y teratomas; y entre sus efectos
secundarios destacan: nauseas, voémito, depresion, ototoxicidad,

nefrotoxicidad y neuropatias [8, 22, 35].
Sin embargo, debido a que los tumores presentan resistencia al
tratamiento con cisplatino o sus analogos y la alta toxicidad de este farmaco,

se ha investigado el uso de otros metales de transicién [34, 36].

2.4.1 Otros metales con potencial actividad antineoplasica

Hacia el 2005 existian 1100 compuestos aprobados por el NCI

(Nacional Cancer Institute) con potencial actividad antineoplasica [36].

Entre los metales cuyos compuestos han presentado actividad
antitumoral se encuentran: Au[37], Ru, Rh Nb, Mo, Tiy V[38].
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El desarrollo de nuevos compuestos a base de metales de transicion
con potencial actividad antineoplasica es motivado por los inconvenientes
gue los quimioterapéuticos utilizados actualmente en la clinica presentan
como: toxicidad, resistencia, altos costos, entre otros. Una de las razones por
las cuales los compuestos a base de metales no pueden ser evaluados en
fases clinicas es debido a que alguna de sus propiedades fisico-quimicas

son deficientes como la solubilidad y la estabilidad [39].

En general, entre los mecanismos de accion de los compuestos a
base de iones metélicos se encuentran: [34, 36-39].

* Formacion de enlaces inter e intra cadena en el ADN.

* Inhibidores de angiogenesis.

* Inhibicion de la topoisomerasa

e La unidn o interaccion con muchas biomoléculas, debido a
que los iones metalicos son deficientes de electrones (acidos
de Lewis) y en un organismo vivo existen muchas
biomoléculas ricas en electrones como las proteinas y el ADN,
por tanto los iones tienden a interaccionar con estas
biomoléculas ricas en electrones (bases de Lewis) [36].

» Generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS), ya que
éstas pueden oxidar diferentes organelos celulares o bien

modificar el potencial redox de la célula.

El uso de metales de transicién en el desarrollo de quimioterapéuticos
ha sido impulsado por sus propiedades ya que algunos son utilizados de
manera esencial en los seres vivos. Las principales funciones de los metales

se mencionan a continuacion: [8, 26, 35, 40]
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e Son parte de las denominadas metaloenzimas, las cuales son
indispensables en muchas vias metabdlicas.

» Por medio de reacciones Redox facilitan el flujo de electrones,
base importante en la respiracion y en el transporte de sefales
en los nervios.

» Facilitan el transporte de oxigeno para la produccién de energia
mediante reacciones Redox.

2.5 Metales en biologia

La importancia de los metales en la biologia se debe a que algunos
metales son esenciales para los seres vivos, denominados asi porque son
necesarios para el correcto funcionamiento del metabolismo de los seres
vivos. Los metales esenciales se dividen en elementos abundantes y
elementos traza. Existen 26 elementos esenciales, de los cuales 14 son
metales. Si se separan los elementos carbono, hidrégeno, nitrogeno,
oxigeno, azufre, fosforo y cloro que son los elementos de mayor abundancia
e importancia bioquimica, la seleccibn queda limitada a 14 elementos
metalicos y 5 no metélicos. De estos 19 elementos, 4 son abundantes —
sodio, potasio, magnesio y calcio- y 15 son traza —vanadio, cromo,
manganeso, hierro, cobalto, niquel, cobre, zinc, molibdeno, wolframio, boro,
selenio, silicio, flior y yodo [26, 41, 42]. En la Tabla 2 se enlistan algunas de

las principales funciones de los elementos en los seres vivos.
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Tabla 2: Algunas funciones especificas de los elementos en los seres vivos. Tomada

de Frausto Da Silva, W., The Biologycal Chemistry of the elements. The inorganic chemistry

of life. 1991, U.S.A.: Clarendon Press Oxford (ref. [41])

. Elemento _ _
Funcion o Ejemplos de funciones
0 grupo Forma quimica N
general ) especificas
funcional
Unidos a compuestos Formacién de tejidos,
_ H, O, C, N, .
Funciones b s siB orgénicos o en membranas esqueletos,
’ 1 Il ’ .
estructurales FC compuestos dientes, estructuras
4 a" . e .
inorganicos solubles internas, etc
Funciones H, Na, K, ) Segundos mensajeros,
o lones libres y i
electroquimicas | Cl, Mg, Ca, produccién de energia, etc
lones libres Activacion de la contraccion
Efectos ) y o .
o Ca, Mg, intercambiandose con | muscular, lisis de vesiculas,
mecanicos _
otros iones etc
e _ Digestién de los alimentos,
Catdlisis acido- | Zn, Fe, Ni, . _ o
Unido a enzimas hidrdlisis de urea, aumento
base Mn
de pH, etc
Fe, Cu, Mn, Reacciones con oxigeno,
Catalisis redox | Mo, Se, Co, Unido a enzimas inhibicion de la
Ni, V peroxidacion de lipidos, etc
En proteinas i
Fe, Cu Transporte de oxigeno

Otras funciones

Compuestos

covalentes

Accion hormonal

Cabe mencionar que a pesar de que algunos metales sean esenciales

pueden originar procesos de intoxicacion si la dosis ingerida es lo

suficientemente elevada. Existe un margen de concentracion bajo que

genera una actividad metabdlica insuficiente; una concentracion mayor

asociada con un funcionamiento bioquimica 6ptimo y, por encima de esta,

concentraciones altas que terminan siendo toxicas, o incluso, letales [26, 41,

42].
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Asi mismo algunos metales también son utilizados en la clinica. Por

ejemplo:

En la medicina nuclear en donde se utilizan radio-nucledtidos, ya
sea, para obtener imagenes que se generan a partir de la radiacion
y asi llevar a cabo el diagnostico o bien para aprovechar esa
radiacién en terapias como el cancer. Entre los metales que se
utilizan para estos fines se encuentran el *"Tc, ®’Ga,*!In y 2Tl

131,
y

utilizados en radio-imagen y ®Sr, *3Sm, *°Re, 198 utilizados

en radio-terapia [35, 36, 42, 43].

En tratamientos de ciertas enfermedades, por ejemplo: el oro que
ha sido utilizado contra la artritis; plata utilizada como
antimicrobiano, sales de bismuto y aluminio utilizados para
padecimientos gastrointestinales; antimonio, oro y rutenio como
antiparasitarios; litto en el tratamiento de psicosis maniaco-
depresiva; vanadio como hipoglucemiante y platino como agente

anticancerigeno, entre otros [42-44].

Existen también otro tipo de metales, denominados toxicos como el

cadmio, mercurio, talio, plomo, bismuto, berilio y arsénico, entre otros que al

exponerse a estos provocan dafos considerables en los seres vivos.

2.5.1 Cobre

El cobre, de simbolo Cu (del latin cuprum), es el elemento quimico de

namero atomico 29, localizado en la primera fila de los metales de transicidon

en el grupo 11d (familia 1B), de configuracién electrénica [Ar]4s?3d°, con un

peso atomico de 63.546, sus estados de oxidacion pueden ser O,1, II, Il y IV,

siendo el mas comun el estado de oxidacién Il, aunque también se puede

encontrar con estado de oxidacion I. El ion Cu(ll) es considerado un &cido
fuerte [45].
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Se trata de un metal de transicion de color rojizo y brillo metalico que,
junto con la plata y el oro, forma parte de la llamada familia del cobre,

caracterizada por ser los mejores conductores de electricidad.

En sistemas biologicos el cobre contribuye a la formacion de globulos
rojos y al mantenimiento de los vasos sanguineos, nervios, sistema
inmunoldgico y huesos y por tanto es esencial para la vida humana. El cobre
se encuentra en algunas enzimas como la citocromo c oxidasa, la lisil

oxidasa y la superoxido dismutasa [41].

El desequilibrio de cobre en el organismo ocasiona una enfermedad
hepéatica conocida como enfermedad de Wilson, el origen de esta
enfermedad es hereditario, y aparte del trastorno hepético que ocasiona

también dafa al sistema nervioso.

2.6 Casiopeinas

En los 80°s un grupo de investigadores encabezados por la doctora
Lena Ruiz disefi6 y desarrolld6 un grupo de compuestos con el fin de
encontrar un agente antineoplasico menos toxico y mas efectivo a base de
cobre (ll); en su esfera de coordinacion estos compuestos contienen dos
ligantes bidentados, el primer ligante de tipo di-imina (N-N), que puede ser
una fenantrolina o una bipiridina sustituida, y el segundo ligante cargado de
tipo a-aminoacidato (N-O) o donador (O-O) [9].
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Estos compuestos fueron denominados Casiopeinas® y se clasificaron
en nueve familias segun la Tabla 3.

Tabla 3: clasificacion de las Casiopeina donde (N-O) = a-aminoacidato y (N-N) es

una diimina aromatica.

Clave Formula general
Casiopeina | [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3
Casiopeina Il [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3

Casiopeina llla | [Cu(N-N)(acetilacetonato)]NO3

Casiopeina llls | [Cu(N-N)(salicilaldehidato)]NO3

Casiopeina IV | [Cu(4,4 -dimetil-2,2-bipiridina)(N-O)]NO3
Casiopeina V [Cu(5-R-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3

Casiopeina VI [Cu(5,6-dimetil-,10-fenantrolina)(N-O)]NO3
Casiopeina VII | [Cu(1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3

Casiopeina VIII | [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3
Casiopeina IX | [Cu(2,2 -bipiridina)(N-O)]NO3

Las caracteristicas principales en el disefio de estos compuestos son

las siguientes:

» Tiene como centro metalico un ion de Cu Il y debido a que es un
metal esencial se tiene la hip6tesis de que estos compuestos son
menos toxicos comparados con el cisplatino, porque el organismo

tiene procesos homeostaticos para eliminar los excesos del metal.

» El cobre éste podria participar en ciclos redox mediante reacciones

tipo Fenton, liberando especies reactivas de oxigeno.[9, 10, 46]
* En las Casiopeinas se utiliza como ligante di-imina a la bipiridina o

a la fenantrolina que al ser sistemas aromaticos planos funcionan
como intercalantes del ADN [47]
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» La geometria de los compuestos es pirdmide de base cuadrada
con agua apical en el centro metalico en estado solidg; y en
solucion su estructura es octaédrica, debido a la solvatacion, cabe
mencionar que las moléculas de agua coordinadas en solucién son

muy labiles y se pueden perder facilmente.[48]

* Son estables debido al efecto de retrodonacion del centro metalico

con sus ligantes.[49-51]

» Por ultimo se tiene una segunda hipotesis que propone que el

segundo ligante (donador O-O o O-N) genera selectividad tumoral.

De entre la amplia familia de Casiopeinas sintetizadas destacan dos
compuestos, la casiopeina [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-glicinato)|NO3
(Casiopeina [1-gly) y la Casiopeina [Cu(4,4 -dimetil-2,2"-
bipiridina)(acetilacetonato)][NOs (Casiopeina lll-ia) debido a que poseen
buenas propiedades fisicoquimicas, buena actividad biolégica y baja
toxicidad. Entre los estudios que se han realizado a estas Casiopeinas se
encuentran estudios de estabilidad, relaciones estructura-actividad, estudios
biolégicos in Vitro e in vivo [11, 12, 14, 15, 46, 47, 50, 52-54].

Utilizando Casiopeina ll-gly en células L1210 de leucemia murina y
CH1 de cancer de ovario (células resistentes a cisplatino), a diferentes dosis
se muestra que la eliminacion de la poblacion de células tumorales se
presenta principalmente por mecanismos apoptoticos debidos a la activacion
de caspasas [55]. Utilizando la misma casiopeina en células de glioma C6 in
Vitro se observa incremento en la formacion de ERO’s e inhibicién de la
proliferacion celular por apoptosis y necrosis via caspasa dependiente e
independiente en funcion de la dosis, fragmentacion de ADN nuclear ademas

de disminucion del volumen tumoral In Vivo [14]. Cuando se evalud la
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casiopeina lll-ia en la linea tumoral HCT-15 se observé un aumento en la
expresion del gen Bax y fragmentacion del ADN nuclear, indicando que el
mecanismo mediante el cual disminuye la poblacion celular es por la
activacion de caspasas, en especial de la caspasa 3, cabe sefialar que

también se observé que las fases del ciclo celular no se ven afectadas [15].

También se ha evaluado Ila toxicidad de las Casiopeinas
encontrandose que producen dafio a la mitocondria interviniendo con el
transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa[56], provocan
cardiotoxicidad inhibiendo la sintesis de ATP [57, 58] sin producir
lipoperoxidacion[12]. En estudios de hematotoxicidad se observd que la
Casiopeina ll-gly causa dafio en los eritrocitos provocando anemia hemolitica
acompafada de leucocitosis y neutrofilia, éstos ultimos atribuidos a la
formacion de ERO’s. [59]. Se observo que al administrar DMSO disminuye la
toxicidad de las casiopeinas porque se propone que una de las especies
formadas sea el radical hidroxilo, que se sabe que el DMSO puede

secuestrar a dicho radical produciendo asi un efecto protector [60].

Con la finalidad de determinar tiempos de vida media y de
farmacocinética preclinica se validaron métodos cromatogréaficos con plasma
de rata, dando como resultado que las Casiopeinas se unen a proteinas

plasméticas [61].

Se han realizado dos estudios QSAR. El primer estudio se realizo
empleando complejos de la familia Il con formula general [Cu(N-
N)(acac)]NOs y en un segundo estudio se emplearon complejos de la familia
Il con formula general [Cu(R-1,10-fenantrolina) (glicinato)]NO;. De estos
estudios se obtuvieron ecuaciones que permiten describir y predecir el
comportamiento  biolégico de los complejos bisofios y novedosos,
encontrando una relaciéon lineal entre las actividades calculadas y las

evaluadas.
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Los parametros que se utilizaron para construir las ecuaciones fueron:
un descriptor estérico (RM), un hidrologico Tk, y un electronico (Ei/); siendo
el descriptor estérico y el electronico los que tienen una mayor contribuciéon
en las ecuaciones. Con respecto al descriptor estérico se concluyo que la
presencia del tercer anillo en la estructura del ligante di-imina presente en la
fenantrolina y no asi en la bipiridina, resultd ser fundamental en la actividad
biolégica. Y con respecto al parametro electronico se concluyé que los
compuestos que presentaron un potencial mas negativo resultaron ser los
mas activos, estos compuestos fueron los que en las fenantrolinas tenian
sustituyentes electrodonadores (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina y 3,4,7,8-
tetrametil-1,10-fenantrolina) [46, 53]

En los estudios QSAR mencionados se mantuvo constante el ligante
aminoacidato y solo se intercambié el ligante di-imina, una vez conocido el
ligante di-imina era necesario conocer el efecto del segundo ligante,
comenzando por evaluar el efecto en el descriptor electronico E;, y en la
actividad biologica; esto es, si se calcula E;, se sabrd que tan activos
pueden ser los complejos y si esta actividad depende del complejo o sélo de

una parte de él.
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3. HIPOTESIS Y
OBJETIVOS



3.1 Hipotesis

Al intercambiar el ligante a-glicinato por aminoécidatos ciclicos o
alifdticos, manteniendo constante el ligante di-imina 4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina en las Casiopeinas no se producird un cambio significativo en el
potencial de media onda Ej, y por consiguiente en la actividad biolégica

debidos al tipo y tamafio del aminoacido.

3.2 Objetivos generales

e Calcular el potencial de media onda E;», de compuestos del tipo
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-aminoacidato)|NO3

(Casiopeinas®)

e Evaluar la actividad in vitro de compuestos del tipo [Cu(4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina) (a-aminoacidato)]NO3; (Casiopeinas®),
donde el donador a-aminoacidato tiene en su estructura ciclos
alifaticos o aromaéticos; mediante el ensayo de inhibicion de la
proliferacion celular y tincibn con sulforrodamina B, en

diferentes lineas tumorales humanas.
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3.2.1 Objetivos particulares

Sintetizar los complejos:
1. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-fenilalaninato)]NO3
2. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-tirosinato)]NO3
3. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-histidinato)]NO3
4. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-prolinato)]NO3
5. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-triptofanato)]NO3
Caracterizar los complejos mediante técnicas de: IR, UV-vis, andlisis
elemental, conductimetria, momento magnético, y voltamperometria
ciclica.
Determinar el potencial de media onda mediante un estudio de
voltamperometria ciclica.
Determinar los valores de E;»
Analizar la influencia que tiene el ligante aminoacidato en el valor de
potencial de media onda (Ei/).
Evaluar la concentracién inhibitoria media (Clsp) en lineas tumorales
humanas:
HelLa: Linea celular de carcinoma epitelial de cérvix estadio IV A
SiHa: Linea celular de carcinoma de células escamosas de
Cervix.
HCT-15: Linea celular de adenocarcinoma colorrectal humano.
SKLU-1: Linea celular de adenocarcinoma de pulmén humano
pobremente diferenciado estadio IlI
Analizar la influencia que tiene el ligante aminoacidato en la
modulacion de la actividad bioldgica in vitro.
Analizar la influencia que tiene el ligante aminoacidato en la

selectividad tumoral.
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4. DESARROLLO
EXPERIMENTAL



4.1 Sintesis

La sintesis se realiz6 segun lo reportado en las patentes.[9]

El Cu(NO3) *2.5H,0 (99.99%) vy los ligantes(N-O) utilizados en la
sintesis fueron adquiridos a SIGMA-ALDRICH Co, el ligante 4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina (99.99%) fue adquirido a GFS Chemicals y los disolventes fueron
adquiridos a J.T. Baker, R.A.

-Ligantes (N-O): Fenilalanina, Prolina, Tirosina, Histidina y Triptofano.

-Disolventes: metanol (MeOH), etanol (EtOH), éter etilico, agua
destilada, agua desionizada.

-Solucion acuosa de NH,OH.1:4

Reaccion general de los compuestos:

Cu(NO3)2.xH,0+ 4,7-dmfen + aminoacido —>[Cu(4,7dmfen) ( a-a.a.)]NO3

I : [ : | ———» Casll aa

4.2 Caracterizacion guimica.

4.2.1 Andlisis elemental

Se determinaron los porcentajes de C, H, N con un analizador Fissions
Instruments Analyzer modelo EA 1108. La técnica de analisis se basa en la
combustion de las muestras a una temperatura de entre 950-1100°C, en
atmoésfera de oxigeno puro para convertir Ios elementos antes mencionados
en gases simples los cuales son detectados en un tubo de reduccion y
después selectivamente separados en columnas especificas. Estos analisis
se realizaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI)
de la Facultad de Quimica y con los resultados obtenidos se determiné la

pureza, la férmula minima y el peso molecular de cada complejo.
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4.2.2 Espectroscopia de infrarrojo cercano y lejano

Los espectros de IR cercano se realizaron en la USAI (Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion) con un espectrofotometro Nicolet
AVATAR 320 FT-IR en el intervalo de 4000-400 cm™, las muestras se

prepararon en pastillas de KBr (Sigma-Aldrich) grado espectroscépico

Para la espectroscopia de IR lejana se empled un espectrofotometro
IR Bruker Vector 22 en el intervalo de 800-200 cm™, las muestras se
prepararon en polvo fino diluidas con KBr (Sigma-Aldrich) grado

espectroscopico.

4.2.3 Conductimetria

La conductividad de los complejos se determind en solucion
metanodlica del complejo a una concentracion de 1 mM a 25C con un

Conductimetro Jeanway 4330 Conductivity and pH meter.

4.2.4 Momento magnético

La susceptibilidad magnética para cada complejo se determind

empleando una balanza Mkl de Sherwood Scientific.

La determinacion se realiz6 empacando las muestras en un tubo para
susceptibilidad magnética se determiné altura de empacamiento, la
temperatura a la que se realizo la determinacion, el valor de la constante de
la balanza magnética (cte 0.99128), el peso del tubo con y sin muestra, asi

como la lectura de la balanza con el tubo con y sin muestra.

El momento magnético efectivo se calculo, corrigiendo las

aportaciones diamagnéticas de ambos ligantes.
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El valor de momento magnético efectivo se calculd con las siguientes
relaciones:

_[(c*h)(R-Ry)]
o (10° * m)

Donde:
C=cte de la balanza
h= altura de la columna
Ro= lectura de la celda vacia
R= lectura de la celda con muestra
m= peso de la muestra en gramos
T=temperatura en Kelvin
PM= peso molecular en g/mol
Xo =X = Xa Her= momento magneético efectivo

Xm =Xy PM

Uy =2.83 [xS*T

4.2.5 Espectroscopia UV-vis

La espectroscopia UV-vis se realiz6 con un espectrofotdmetro Hewlett
Packard 8452 de arreglo de diodos en el intervalo de 200-400 nm.

Preparando soluciones metandlicas de diferentes concentraciones con
el fin de obtener absorbancias en el intervalo de 0.2 a 0.8. Con estas
absorbancias se calcularon los coeficientes de extincion molar (€), graficando

absorbancia vs. concentracion para cada maximo en donde ¢ es la pendiente
de la grafica resultante.

La obtencion de los maximos en la region del Visible (400-800 nm), se
hizé a partir de soluciones metandlicas a una concentracion de 5 mM para
cada compuesto.

En todos los experimentos se empled metanol como blanco.



4.3 Estudio electroguimico.

La voltamperometria ciclica se realizd con un potenciostato-
galvanostato EG & G PARC modelo 263-A; se utilizé un arreglo de tres
electrodos, en donde, el electrodo de trabajo fue un disco de carbodn-vitreo,

un contra-electrodo de platino y un electrodo de referencia Ag/AgCl 0.1M.

El sistema de trabajo fue una disolucion EtOH:H,O 40:60 en un
volumen final de 10 mL de los cuales: 5 mL fueron de una disolucion acuosa
de electrolito soporte KNO3; (SIGMA-ALDRICH Co) 0.1 M, 1 mL de una
disolucion acuosa de Dbuffer BTP (1,3-bis [tris (hidroximetil)
metilamino]propano SIGMA-ALDRICH Co) 0.1M a pH 7.4, 4mL de EtOH, y el
peso necesario del compuesto para obtener una concentracion final de 1
mM en celda.

A estas disoluciones se les hizo pasar una corriente de N
burbujeadas por un lapso de 20 minutos antes de comenzar cada
experimento y la limpieza del electrodo se realizé puliéndolo con aliumina y

papel suave entre cada experimento.
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Fig. 5: Voltamperograma de los compuestos sintetizados y ferroceno con un
electrodo de carbon vitreo un contra-electrodo de platino y un electrodo de referencia
Ag/AgClI 0.1M. a una concentracién de compuesto de 1mM en un solucion 40:60 EtOH-agua
y KNO3; como electrolito soporte. En donde Epa es el potencial de pico anddico y Epc es el

potencial de pico catédico.

De los voltamperogramas obtenidos se obtuvieron los potenciales de
pico anddico E,a y pico catddico Epc como se muestra en la figura 5; con
estos datos se calcul6 el potencial de media onda (E12) con la relacion:

Ep —Ep
2

El potencial de media onda (Ei,) se reporta con respecto al par

B =

ferricino-ferroceno segun la recomendacion de la IUPAQ [62]. Se realiz6 un
estudio a diferentes velocidades de barrido de 50, 100, 200, 300, 400 y 500
mV/s en direccion anddica para determinar el comportamiento electroquimico

de los complejos.
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4.4 Ensayos biolégicos

La determinacion de la concentracion inhibitoria 50, se realizo
mediante el ensayo de inhibicidn de la proliferacion celular [16], para lo cual
se emplearon cuatro lineas tumorales humanas: HelLa, SiHa, HCT-15 y
SKLU-1.Se emplearon placas de 96 pozos en los cuales se sembraron 2x10*
células por pozo; estas placas se incubaron a 37°C y 5% de CO, durante 24h
con 100 uL de medio de cultivo D-MEM adicionado al 10% con suero fetal
bovino (SFB), transcurrido el tiempo de incubacion se aspiré el medio y se
agregaron 90 yL de medio de cultivo adicionado con SFB y 10 pL de la
disolucion de los complejos a evaluar para obtener una concentracion final en
celda de 0.1, 0.3, 1, 3y 10 yg/mL por triplicado, se volvieron a incubar a las
condiciones antes descritas y al término del tiempo de incubacion se aspiro el
medio y las células se fijaron con 100 uyL de &cido tricloroacético al 10%
durante una hora a 4°C, posteriormente se lavaron 5 veces con agua

destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente.

La tinciobn se realizd, una vez secas las placas, con 100 yL de
sulforrodamina-B al 0.4% en acido acético al 10% y se incubaron por 30 min.
a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se lavaron con acido aceético
al 1% hasta que no se desprendiera colorante, y se dejaron secar a

temperatura ambiente.

Una vez secas se disolvid el colorante con 100 yL de Tris-base pH
10.5 (tris(hidroximeti) aminometano) 10 mM por 5 min con agitacion suave, y
se leyo la absorbancia en un lector para microplacas BIO-RAD 550 a una

longitud de onda de 564 nm.
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El célculo de % de sobrevivencia se obtiene mediante la relacion:
%sobrevivencia = 100* [A%J

Donde:
Ar= absorbancia de los pozos tratados

Ac= absorbancia de los pozos control

El testigo negativo fue agua y los controles positivos fueron cisplatino,
Casll-gly ([Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-glicinato)]NO3) y Caslll-Ea
([Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3) cuyos valores de
Clso son conocidos en estas lineas celulares [46].

El calculo de la Clsg se obtuvo mediante el andlisis estadistico Probit,

utilizando el programa StatPlus 2005 [63].

38



5. RESULTADOS Y
ANALISIS DE
RESULTADOS



5.1 Sintesis de los complejos

Se sintetizaron satisfactoriamente 5 complejos de la familia de las
Casiopeinas; la sintesis fue realizada segun los procedimientos reportados
en las patentes sin ninguna modificacion importante; los porcentajes de los
rendimientos obtenidos para cada complejo variaron dependiendo del
aminoacidato utilizado, siendo el méas alto el de fenilalanina y el mas bajo el
de histidina Tabla 4.

Los nombres de los complejos, las estructuras de los a-aminoacidatos y los

porcentajes de los rendimientos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Nombre de cada complejo sintetizado, estructura del aminoacidato, rendimientos de

sintesis y clave del complejo.

Clave Nombre Aminoacidato %Rend

[Cu(4,7-dimetil-
CasllI-Pro 1,10-fenantrolina)
(a-prolinato)][NO3

o

OH
[Cu(4,7-dimetil-
CasllI-Fen 1,10-fenantrolina) © 69.16
(a-fenilalaninato)]NO3 NH,
OH
H
N
63.09
OH
[Cu(4,7-dimetil- o
CaslI-Tyr 1,10-fenantrolina) i, 60.1
OH
™
NH,
v
. ]
N
H

(a-tirosinato)|NO3
O

H
N

| /> 41.2

N

[Cu(4,7-dimetil- P
Casll-His 1,10-fenantrolina) °
(a-histidinato)]NO3

[e]
[Cu(4,7-dimetil-

CaslI-Trip 1,10-fenantrolina)
(a-triptofanato)]NO3 N

(0]

55.4

Para un mejor seguimiento de los complejos se mantendra el orden

mostrado en esta tabla.



5.2 Caracterizacion

5.2.1 Andlisis elemental

Los resultados del analisis elemental de los porcentajes para C, Hy N,

muestran que existe concordancia entre los datos tedricos y experimentales,

ya que las diferencias (A) entre los ambos valores son menores a 0.5% a

excepcion del porcentaje de H en el complejo 5 (0.73%) y sugiere que la

formula minima predicha para cada complejo es correcta. Los complejos 1, 2

y 4 tienen moléculas de agua en su esfera de coordinacion.

Estos resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5: Datos de andlisis elemental, formula minima, P.M.(peso molecular en g/mol) y A
que se refiere a la diferencia del andlisis experimental con respecto al tedrico.

Compuesto P.M. %O0bs %Calc A
[Cu(4,7-dm-fen)(o- %C 51.37 | %C 51.67| 0.3

Casll-Fen Fen)]NO3+2H,0 535.04 | %H 5.04 | %H 5.09 | 0.05
CuC,3H27N4O7 %N 10.47 | %N 10.49 | 0.02
[Cu(4,7-dm-fen)(a- %C 48.83 | %C 49.02 | 0.19

CaslI-Pro Pro)]NOgeH.0 465.95 | %H 4.86 | %H 4.77 | 0.09
CuC19H2:N4Os %N 12.06 | %N 12.04 | 0.02

_ %C 53.74 | %C 53.76 | 0.02

CaslI-Tyr [C“(4’7édg"fﬁ”)|§“g”)]'\‘o3 513.08 | %H 4.47 | %H 4.31 | 0.16
2322846 %N 10.76 | %N 10.9 |0.14

[Cu(4,7-dm-fen)(o- %C 45.34 | %C 4584 0.5

CaslI-His His)]NO3*2H,0 523.1 | %H 4.54 | %H 4.64 | 0.09
CUC20H24N609 %N 16.24 | %N 16.04 | 0.2

. %C 55.91 | %C 55.96 | 0.05

CaslI-Trip [C“(4’7édrg'fzn)ﬁ'g'p)]'\'% 537.03 | %H 5.05 | %H 4.32 | 0.73
Ut25P23Ms s %N 13.16 | %N 13.06 | 0.1
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5.2.2 Espectroscopia de infrarrojo

5.2.2.1 IR cercano

Se identificaron las vasim de la fenantrolina y del aminoacidato en la
region del IR cercano, (Tabla 6). En el caso del ligante fenantrolina las
frecuencias caracteristicas son la v(C=C) y v(C=N), correspondientes a los
anillos, que aparecen alrededor de 1579 y 850 cm™ respectivamente, estos
datos son comparables a los encontrados en la literatura para [Cu(4,7-dm-
fen)(a-Fen)]NOs; y [Cu(fen)(a-Pro)]NO3; [64-66]; y en el caso del ligante
aminoacidato las frecuencias caracteristicas son v(-COQO") y v(-NH;) que
aparecen para todos los complejos alrededor de 1600 y  3420cm™
respectivamente; estos resultados permiten establecer la presencia de los
ligantes en el complejo.

Debido a que la sintesis se lleva a cabo a partir de una sal de nitrato, y
gue estos complejos presentan una carga positiva, se corrobora que el
contra-lon sea un NOg, ya que en todos los casos existe una banda muy
cercana a 1384cm™ correspondiente al NOs’ libre.

Tabla 6: bandas de asignacion para la espectroscopia de infrarrojo en la region del cercano
-1
encm

Contra

Aminoacidatos Fenantrolina ion

Comp | v(NHy) | v(COO) [ v(CCN) | v(C=C) | v(N=C) | v(C-CH) | v(C=CH) | v (NO3)

Casll- | 3423.71 | 1622.18 | 1137.76 1579.95 858.57 1525.6 1427.27 1383.43
Fen

Casll- | 342794 | 1641.27 | 1176.04 1577.96 852.35 1525.72 1426.12 1383.32
Pro

Casll- | 3303.59 | 1660.47 | 1173.03 1579.77 864.03 1525.85 1426.83 1384.05
Tyr

Casll- 3385.7 1629.82 1172.6 1578.46 856.6 1524.49 1425.86 1383.88
His

Casll- | 3423.77 | 1626.48 | 1173.32 | 1580.43 852.79 1526.85 1427.21 1383.90
Trip

Todos los espectros de infrarrojo se encuentran en el anexo 1
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5.2.2.2 IR lejano

En el caso de las frecuencias observadas en la regién del lejano las
vibraciones mas importantes son las de un anillo de cinco miembros formado
por coordinacion del ligante al metal, con ambos ligantes (N-Cu-O) que se
presentan alrededor de 550cm™, asi como bandas de la vibraciones de los
ligantes unidos a su centro metalico como Cu-N de la fenantrolina que
aparecen alrededor de 538cm™, Cu-N del aminoéacido que aparece alrededor
de 484cm™, Cu-OCO del aminoéacido que se presentan alrededor de 364cm™
y Cu-O del aminoacido que aparece alrededor de 280cm™ , los valores
encontrados en este trabajo para los complejos sintetizados son comparables
con lo encontrado en la literatura con los complejos [Cu(4,7-dm-fen)(a-
Fen)]NO3[65] y [Cu(fen)(a-Pro)]NO3[66] los resultados para estas bandas se
presentan en la Tabla 7.

Tabla 7: bandas de asignacion para la espectroscopia de infrarrojo en la region del lejano en
-1

cm

Comp. | v (N-Cu-0) v (Cu-N) v (Cu-N) | v (Cu-OCO) | v (Cu-0O)

fenantrolina fenan. aminodcido

Casll-Fen 557.32 538.04 484.04 362.55 283.48
CasllI-Pro 557.32 539.97 482.11 347.12 277.69
CaslI-Tyr 557.32 536.11 482.11 364.48 269.98
Casll-His 557.32 538.04 482.11 364.48 285.41
CaslI-Trip 561.18 538.04 464.76 364.48 285.41

Los espectros para la region del lejano de los cinco compuestos se

presentan en el anexo 1.

5.2.3 Momento magnético

Los valores calculados de pei (Tabla 8) para los cinco complejos
sintetizados se encuentran dentro del intervalo de 1.7-2.2 MB que
corresponde a 1 electron desapareado, lo que indica la presencia de Cu en
estado de oxidacién 2* [67].



Tabla 8: Momento magnético efectivo (Uer) €n magnetotes de Bohr

Compuesto | peff
MB
Casll-Fen 1.72
CasllI-Pro 1.70
CaslI-Tyr 1.71
CaslI-His 1.72
CaslI-Trip 1.72

5.2.4 Conductividad

Se realizé la determinacion de la conductividad en solucién metandlica
y los resultados obtenidos (Tabla 9) se encuentran dentro del intervalo de 80-
115 uS, lo que indica que los complejos son electrolitos 1:1 en este
disolvente [68].

Tabla 9: Valores de conductividad molar en MeOH en micro siemens (us)

Compuesto | A (US)
Casll-Fen | 89.3
CasllI-Pro 90.2
CaslI-Tyr 80.2
CasllI-His 92.6
Casll-Trip | 91.8

5.2.5 Espectroscopia UV-vis

5.2.5.1 UV

Para la espectroscopia UV se observan dos maximos de absorcion en
210y 274 nm, los cuales corresponden a las dos absorciones caracteristicas
conocidas como banda E (etilénica) y banda B (bencenoide). Estos maximos
de absorcién corresponden a las transiciones Ti— Tt del ligante di-imina con

su centro metdlico; y el valor de absortividad molar € confirma estas



transiciones ya que para compuestos bencénicos debe ser mayor a 10,000M

1

muestran en la tabla 10.

Tabla 10: Coeficientes de extincién molar (M'lcm'l) para cada compuesto a 210 y 274 nm.

cm™ [69]; siendo especifico para cada compuesto estos resultados se

Compuesto A 210 A274
Casll-Fen 45886.45 40503.50
CaslI-Pro 38174.99 39453.24
Casll-Tyr 38258.45 37090.65
CaslI-His 47923,17 40154,09
CaslI-Trip 38258.43 37090.65

5.2.5.2 UV-vis

En el caso de la espectroscopia para el visible, se observa una sola
banda de absorcion alrededor de 600 nm que corresponde al traslape de las
bandas de transicion dyy,—dy y di2y,°— dy ya que la primera transicion
ocurre entre 550 y 600 nm y la segunda ocurre entre 600 y 640 nmn [70], los

valores para los maximos se encuentran en la Tabla 11.

Tabla 11: Valores de los maximos de absorcién en la region del visible del espectro.

Compuesto | Amax(nm)
Casll-Fen 604
CaslI-Pro 598
Casll-Tyr 602
Casll-His 662
CaslI-Trip 606

Los espectros de la region del UV asi como del visible se encuentran
en el anexo 2.



5.3 Estudio electroguimico

5.3.1 Voltamperometria ciclica.

En todos los casos se observan dos sefiales de oxidacion y dos de
reduccion y para determinar la correspondencia de estos picos se realizo un
estudio de correspondencia a una velocidad de 50 mV/s; con cortes de
potencial cada 0.05mV/s, el resultado de este experimento se muestra en la
figura 7 en donde se observa la dependencia de estos picos ya que al
acercar el potencial a cero las intensidades de todos los picos disminuyen sin
observar un cambio en los valores de potencial. Asi mismo este resultado
indica que el comportamiento de los complejos es muy similar a los
estudiados con anterioridad con las férmulas generales [Cu(N-N)(acac)]NO3
y [Cu(R-1,10-fenatrolina) (glicinato)]NO3 [46, 53] y tomando en cuenta estos
resultados se asigna al proceso principal los picos | y Il que corresponden a
la reduccion/oxidacién Cu?*/Cu*, y las sefiales Il y IV se propone que se

deban a una absorcion del complejo en la superficie del electrodo [53].
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Figura 7: Estudio de correspondencia del complejo [Cu(4,7-dm-fen)(a-Tir)]NOs con
un electrodo de carbén vitreo un contra-electrodo de platino y un electrodo de referencia
Ag/AgCl 0.1M.A una concentracién de compuesto de 1mM en un solucién 40:60 EtOH-agua

y KNO3; como electrolito soporte.
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Una vez asignado el proceso principal Cu?/Cu* se realizé el estudio a
diferentes velocidades de barrido (50, 100, 200, 300, 400 y 500 V/s) para
cada complejo en direccion anodica figura 8.

‘ —— 15 point AA Smoothing of fencorr300. a‘

1(uA)

4+ " +—7"—+—7
0,30 -0,25 -0,20 -0,15 -0,10 -0,05 0,00 0,05 010 0,115

mV/s
Figura 8: Estudio de voltamperometria ciclica del complejo [Cu(4,7-dm-fen)(a-Fen)]NO; a

una velocidad 50, 100, 200, 300 y 400V/s con un electrodo de carbén vitreo a una
concentracion 1mM en un solucién 40:60 EtOH-agua y KNO3z como electrolito soporte un
electrodo de carbon vitreo un contra-electrodo de platino y un electrodo de referencia
Ag/AgCl 0.1M.

De este estudio a diferentes velocidades de barrido se obtuvieron las

siguientes relaciones:

» Larelacion entre las intensidades de pico anddico y catédico (Ipa e
Ipc) vs. V2 (raiz cuadrada de la velocidad de barrido) las cuales
presentan una relacion lineal, (figura 9) que indica que este

proceso es quasirreversible.
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Figura 9: Gréficos de Ipa e Ipc vs. V
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.El estudio se realizo con un electrodo de carbén vitreo

a una concentracion 1mM en un solucién 40:60 EtOH-agua y KNO3; como electrolito soporte

un electrodo de carbén vitreo un contra-electrodo de platino y un electrodo de referencia

Ag/AgCl 0.1M.

» El cociente de los picos anddico y catodico (Ipa/lpc) vs. V es

aproximadamente 1 lo que indica que durante el proceso hay una

transferencia de 1 electrén. Figura 10.
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Figura 10: Grafico de la relacién de corrientes de pico anddico y catddico en funcion de la

velocidad. El estudio se realizo con un electrodo de carbdén vitreo a una concentracion 1mM

en un solucién 40:60 EtOH-agua y KNO3; como electrolito soporte un electrodo de carbén

vitreo un contra-electrodo de platino y un electrodo de referencia Ag/AgCl 0.1M.



> Y la relacion Ipa e Ipc con respecto a la velocidad también tienen
un comportamiento lineal; con lo cual se puede decir que los
complejos aparentemente se comportan COmoO procesos
quasireversibles, que no presentan reacciones acopladas y que

son procesos que se controlan por difusion. Figura 11.

—*—Ipa
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—m— |pc

1(uA)

[
o 0 o AN O N M O O O
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Figura 11: Grafico de Ipa e Ipc vs. Velocidad de barrido. El estudio se realizo con un
electrodo de carbon vitreo a una concentraciéon 1mM en un solucién 40:60 EtOH-agua y
KNO;3; como electrolito soporte un electrodo de carbdn vitreo un contra-electrodo de platino y

un electrodo de referencia Ag/AgCI 0.1M.

El estudio electroquimico se logr6 realizar en todos los complejos a
excepcion del complejo 4 el cual presenta bajo estas condiciones, un proceso
demasiado lento que no permite observar el pico del proceso Cu?*/Cu’* figura
12.
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Figura 12: Voltamperograma del complejo [Cu(4,7-dm-fen)(a-His)]NO; a una velocidad de
100 V/s con un electrodo de carbén vitreo a una concentracion 1mM en un solucién 40:60
EtOH-agua y KNO3; como electrolito soporte.

Con los resultados obtenidos en el estudio electroquimico se
determinaron los potenciales de media onda E;;, Tabla 12.

Tabla 12: E1/2 de los complejos en volts.

Compuesto E1/2
Casll-Fen -0.3261
CasllI-Pro -0,3210
CaslI-Tyr -0,3218
Casll-His |  --------
CaslI-Trip -0,3226

Al analizar los potenciales de los complejos sintetizados se observa
gue la diferencia més grande entre los valores es de apenas 0.0052 volts y
se podria decir que practicamente no existe diferencia entre estos valores; al
no observar diferencia se propone que el ligante aminoacidato no influye

sobre el potencial y el ligante diimina es el que mas influye sobre el potencial.

En trabajos anteriores en donde se analizaron los complejos [Cu(4,7-
dm-fen)(a-Gly)][NO3 y [Cu(4,7-dm-fen)(acac)]NOs3 [46, 53] se obtuvieron los
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potenciales de media onda para realizar un estudio QSAR con el objeto de
predecir la actividad biologica, en donde este parametro fisicoquimico resulto
ser de suma importancia para tal fin. Los resultados obtenidos indicaron que
los valores de potencial de ambos complejos eran muy similares (-0.3104 vy -

0.318 volts respectivamente).

Si el potencial de media onda nos ayuda a predecir la actividad
bioldgica se esperaria que las actividades fueran similares; o bien que la
diferencia en tamafio y propiedades fisicoquimicas que los aminoacidos
puedan conferirle al complejo influyan en la actividad bioldgica.

El resto de los voltamperogramas se encuentran en el anexo 3.

5.4 Ensayos biol6gicos

Mediante el ensayo de inhibicion de la proliferacion celular se calculo
la Clsp de cada compuesto. Los resultados de este ensayo se muestran en la

tabla 13, 14 15y 16 para cada linea celular.

Se utilizaron como controles positivos el cisplatino, la casiopeina 11-Gly
([Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-glicinato)]NOs3) y la casiopeina IlI-Ea
([Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-acetilacetonato)]NO3), porque ambos
contienen la misma fenantrolina del presente estudio y porque han sido de
los méas estudiados por el grupo de trabajo, por lo tanto los valores de Clsg
son conocidos en estas lineas celulares[46, 53, 54] y en el caso del cisplatino
porque es el tnico antineoplasico inorganico que actualmente se utiliza en la

guimioterapia.

51



Tabla 13: Ensayo de inhibicion celular en HeLa

Clso Clso
Compuesto Intervalo (ug/mL) (M)
Cisplatino 0.7251-3.9193 1.4721 4.907
Casll-Fen 0.9523-1.2762 1.0959 2.0482
Casll-Pro 0.7741-1.0542 0.9032 1.9384
Casll-Tyr 1.3746-1.7676 1.5554 3.0314
CasllI-His 0.8337-1.0475 0.9333 1.7841
CaslI-Trip 1.1213-1.3645 1.2372 2.3037
Cas lI-gly 0.609-0.8562 0.7229 1.6285
Cas lll-Ea 1.0979-1.4204 1.2507 2.7735
Tabla 14: Ensayo de la inhibicién celular en SiHa
Clso Clso
Compuesto Intervalo (ug/mL) (UM)
Cisplatino SN SN SN
Casll-Fen 2.4607-3.5432 2.8774 5.3779
Casll-Pro 0.8679-1.7876 1.2107 2.5983
Casll-Tyr 2.0289-3.7331 2.6123 5.0914
CasllI-His 1.8715-2.9575 1.9232 3.6765
CaslI-Trip 1.7491-2.5655 2.0845 3.8815
Cas lI-Gly 2.5876 5.8292
Caslll-Ea | = —-mmememeee | e | e

Tabla 15: Ensayo de la ihibicion celular en HCT-15

Clso Clso

Compuesto Intervalo (ug/mL) (M)
Cisplatino 1.7521-6.1766 2.9738 9.9126
Casll-Fen 1.3388-1.6876 1.4676 2.7429
Casll-Pro 0.66-0.9955 0.8043 1.7261
CaslI-Tyr 1.4485-2.1126 1.7417 3.3945
Casll-His 1.2338-1.5075 1.3625 2.6046
CaslI-Trip 2.2514-3.0703 2.5904 4.8235
Cas II-Gly 1.2839-1.8207 1.5138 3.4102
Cas lll-Ea 1.9208-2.5858 2.2023 4.8837

Tabla 16: ensayo de la inhibicién celular en SKLU-1

Clso Clso

Compuesto Intervalo (ug/mL) (UM)
Cisplatino 1.4622-5.7406 2.8703 9.5660
Casll-Fen 1.8522-3.1804 2.4063 4.4974
Casll-Pro 0.6378-5.0687 1.7393 3.7328
Casll-Tyr 1.0571-1.9111 1.3875 2.7042
Casll-His 1.5251-1.8588 1.6768 3.2055
CaslI-Trip 1.5896-2.1593 1.8342 5.4154
Cas lI-Gly 1.055-1.3221 1.1813 2.6611
Cas lll-Ea 1.537-2.0013 1.7426 3.8643
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Los complejos presentaron actividad bioloégica en todas las lineas

celulares.

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar si existe diferencia en

el valor de la actividad biolégica debido a la influencia del segundo ligante en

cada complejo. El resultado de esta evaluacion es que la actividad bioldgica

mostrada se mantiene dentro de un rango de 2.0 y 5.5 pM y practicamente

no se observa una influencia del segundo ligante en la actividad, ya que los

valores de Clsp son muy similares para cada linea. Al graficar Ej;, vs Clsg

(figura 13) se observa esta tendencia y sobre todo que aparentemente no

existe una tendencia entre ambos valores ya que los datos obtenidos se

agrupan en el rango antes mencionado.

Fen

1
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N
|

m Hela
® SiHa
A HCT-15
* SKLU-1
. Pro Acac
Trip
\ Tyr
*
[ ]
A A
) * *
A
|
>* |

|
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Gly

T T
-0,330 -0,327

E1/2(mV)

T T T T T T T T T T T
-0,324 -0,3212 -0,318 -0,315 -0,312

Figura 13: Grafico de E;» vs. Clsg en las lineas celulares tumorales utilizadas. E;, en mV'y

Clso en micromolar

Al comparar los datos obtenidos de Clso de los complejos con datos de

experimentos anteriores en donde se trabajo con diferentes fenantrolinas y

como segundo ligante glicina, se observa que estos datos son cercanos a los

valores de Clsp y Ej2 para la 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina (figura 14) lo que
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podria indicar que la actividad y el potencial estan regidos principalmente por

la fenantrolina y no por el segundo ligante.

5—N02

5-Cl
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Figura 14: Grafico de CI50 vs E1/2 en la linea celular tumoral HeLa. Los complejos
encerrados en un circulo son los complejos sintetizados; el resto de los complejos son los
sintetizados y estudiados con anterioridad utilizando diferentes fenantrolinas, todos 1,10-

fenantrolina y sustituidos segun los nimeros en las diferentes posiciones. En todos los casos

el segundo ligante es glicina

Si la propuesta anterior es correcta es lo mismo si se utilizan éstos u
otros aminoacidos, ya que al tratar de buscar una relacion entre la actividad
biolégica con Ejp, el tamafio de la molécula, los valores de pka de los
aminoacidos y el log P de los aminoacidos utilizados no se encontrd ningun

tipo de relacion entre ellos.

Con respecto a la selectividad tumoral no se puede determinar ya que
los valores de Clsp son muy similares y podemos decir que practicamente no

existe selectividad tumoral



6. CONCLUSIONES



Se sintetizaron y caracterizaron 5 compuestos del tipo [Cu(4,7-

dimetil-1,10-fenantrolina)(a-aminoacidato)|]NO3 (Casiopeinas®).

Los compuestos sintetizados son de Cu(ll), electrolitos 1:1. Estos
compuestos son ternarios, con evidencia de IR, IR lejano, UV y
UV-vis de tener en su esfera de coordinacion tanto al ligante 4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina como al ligante a-aminoacidato y el ion
nitrato como contra ion y su pureza fue confirmada por analisis

elemental.
El valor de Ej, no tiene un cambio significativo al intercambiar el
ligante aminoacidato y aparentemente el ligante diimina es el que

tiene una mayor influencia en el valor de potencial.

Todos los compuestos son activos en las lineas celulares

empleadas.

Actividad comparable al Cisplatino dependiendo de la linea celular.

No existe una amplia diferencia entre las Clsy de cada compuesto

en las lineas celulares utilizadas.
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7.1 ANEXO 1

A. Espectros de infrarrojo para los compuestos sintetizados en la region

cercano

1. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-fenilalaninato)]NO3
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3. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-tirosinato)]NO3
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4. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-histidinato)|]NO3
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5. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-triptofanato)|]NO3
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B. Espectros de infrarrojo para los compuestos sintetizados en la region del

lejano
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2. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-prolinato)|[NOs
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4. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-histidinato)|]NO3
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7.2 ANEXO 2
A. Espectros de los complejos sintetizados en la region del UV
1. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-fenilalaninato)]NO3
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3. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-tirosinato)]NO3
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5. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-triptofanato)|]NO3
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B. Espectros de los complejos sintetizados en la region del visible

1. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-fenilalaninato)]NO3
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2. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-prolinato)|[NOs
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4. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-histidinato)|]NO3
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7.3 ANEXO 3
Voltamperogramas de los complejos sintetizados

1. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-fenilalaninato)]NO3

Ea -0,1310
4
2_
~ 04
3
E1/2 -0,32610
24
-4 4
5 Ec -0,1953
- T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
030 -025 -020 -0,15 -0,10 -0,05 000 005 010 0,15
V/s

2. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-prolinato)][NO3

107 Ea -0,0906

I(HA)

Ec -0,1988
0,4 0,3 -ol,z -0|,1 0,0 0.1 0,2
mV/s
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3. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-tirosinato)]NO3

Ea -0,1248

I(HA)
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5. [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(a-triptofanato)|]NO3
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