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RESUMEN

Los compuestos de coordinacién de cobre (IlI) patentados y registrados como Casiopeinas ® son un
grupo de agentes antineoplasicos con férmulas [Cu(N-N)(a-L-aminoacidato)]NOs; y [Cu(N-N)(O-
O)INO3, donde el donador N-N es una diimina aromatica sustituida (1,10-fenantrolina (phen) o
2,2’-bipiridina (bpy)) y el donador O-O es acetilacetonato (acac) o salicilaldehidato (salal). Algunos
complejos de esta familia han demostrado actividad citotdxica, genotéxica y antitumoral en
diferentes modelos experimentales con resultados prometedores para su empleo en la clinica. El
mecanismo de accion aun no se ha elucidado satisfactoriamente; sin embargo, existe evidencia
que apoya la capacidad de estos compuestos para inhibir la proliferacion celular y producir muerte
celular por apoptosis a través de varios mecanismos en funcién de la dosis administrada.

Dado que cada uno de los ligantes puede presentar sustituciones en diferentes posiciones, las
combinaciones posibles hacen que esta familia abarque un grupo muy amplio de compuestos de
coordinaciéon con variantes estructurales que les proporcionan diferentes caracteristicas
fisicoquimicas y, por tanto, diferentes grados de actividad bioldgica. A pesar de los métodos de
cernimiento, como el ensayo de inhibicidn de la proliferacién celular in vitro, la evaluacion de un
namero tan grande de compuestos en la busqueda de aquel con las caracteristicas mas
prometedoras es una tarea dificil y costosa. Los estudios de correlaciones estructura actividad o
QSAR por sus siglas en inglés (Quantitative Structure-Activity Relationships) permiten predecir qué
moléculas serdn las mds prometedoras a través de la evaluacidon biolégica de un nimero
estadisticamente representativo de compuestos seleccionados adecuadamente y la determinacion
de algunos pardmetros que permitan definir sus propiedades fisicoquimicas. Debido a lo anterior,
los estudios QSAR reducen significativamente los costos de investigacion y permiten la
identificacion de las moléculas mds activas en menor tiempo. Por otra parte, con base en la
descripcion de la actividad biolégica en términos fisicoquimicos, es posible no sdélo redisefiar
racionalmente analogos optimizando asi las propiedades bioldgicas, sino también apoyar las
hipotesis sobre los mecanismos de accién involucrados en la actividad bioldgica.

Es por esto que, en el presente trabajo, se seleccionaron para realizar un estudio de correlacién
estructura-actividad biologica (QSAR), dos series de compuestos [Cu(N-N)(acac)]NOs y [Cu(N-
N)(gly)INOs, en las cuales el ligante diimina presenta diferentes sustituyentes. A pesar de que los
estudios QSAR son una herramienta ampliamente usada para entender y predecir diversas
actividades en sistemas biolégicos, poco se ha hecho en esta drea con complejos de coordinacién
debido a la escasez de parametros empleados en “relaciones lineales de energia libre” (LFER) que
sean precisos y transferibles para complejos metdlicos, tales como el coeficiente de particién (Log
P). Para superar este obstaculo, se determinaron experimentalmente el coeficiente de distribuciéon
(D) y el potencial de media onda (E;,), con el objetivo de emplearlos junto con algunos
descriptores de sustituyentes tomados de la literatura para desarrollar ecuaciones QSAR. Se
realizaron tres anadlisis: 1. El estudio de la influencia que tienen los sustituyentes en el ligante
diimina sobre las propiedades fisicoquimicas como potencial de media onda (Ey,) y coeficiente de
distribucion (Log D); 2. La relacidon que estas propiedades guardan con la dosis letal (DLsg) o la
concentracién inhibitoria 50 (Clsg) en varias lineas tumorales humanas; y 3. El estudio de la
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influencia del cambio de ligante secundario cuando acac es sustituido por glicinato (gly). Los
resultados mostraron que la presencia del anillo aromatico central en los compuestos que
contienen en su estructura fenantrolina es necesaria para incrementar la actividad
antiproliferativa. Por otra parte, las ecuaciones QSAR revelaron una fuerte relacion entre Clsq y
Ei/, lo que lleva a pensar que el centro metdlico de cobre esta fuertemente involucrado en el
mecanismo de accidon que provoca la actividad antiproliferativa; los complejos mas activos son los
oxidantes mas débiles. Finalmente, el cambio de ligante secundario de acac por gly tiene menos
influencia sobre la actividad bioldgica que los cambios en el ligante diimina.
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Facultad de Quimica, UNAM Antecedentes

ANTECEDENTES

Ante la mencién de los términos “metales o metales pesados”, el publico en general e incluso
aquellos con estudios en ciencias quimicas, inmediatamente asocian los términos con toxicidad y
materiales tdxicos. Sin embargo, actualmente existe un creciente nimero de compuestos que
contienen iones metalicos, los cuales son extremadamente utiles en diferentes campos de la
ciencia y estan en contacto con nosotros en la vida diaria.

En el campo de la medicina existen ejemplos bien conocidos que son aplicados exitosamente
como farmacos para tratar o diagnosticar distintas enfermedades. Este es el caso de los
compuestos de plata que se emplean para proteger la piel después de sufrir quemaduras; los
compuestos radioactivos de tecnecio empleados en el diagndstico de varias enfermedades; las
sales de bismuto empleadas para el tratamiento de las Ulceras estomacales o bien de la diarrea;
los complejos de oro y las sales de cobre utilizados con éxito para el tratamiento de la artritis; y
desde luego, los conocidos complejos de platino los cuales son eficientes como farmacos
antitumorales (Tabla 1). De hecho, todos estos compuestos metalicos son en efecto tdxicos; sin
embargo, dependiendo de la dosis, algunos de estos metales muy téxicos son cruciales para la
vida, ya sea como elementos traza o bien presentes en un farmaco. Rara vez resulta util describir a
los elementos como “téxicos” y “no téxicos” ya que, incluso aquellos descritos como “compuestos
o elementos toxicos” pueden ser tolerados a bajas dosis, e incluso, pueden presentar efectos
terapéuticos dentro de un rango de concentraciones estrecho; mientras que, los elementos
esenciales pueden convertirse en téxicos a altas dosis (Figura 1). Por otra parte, el mismo
elemento puede ser benéfico o nocivo dependiendo de la especiacion o la forma quimica en que
se presente, la naturaleza quimica de la molécula o ién es crucial y determina si un compuesto
puede ser empleado satisfactoriamente o no. Un buen ejemplo de la importancia de la especiacion
es el selenio, el cual es un elemento esencial y, sin embargo, algunos de sus compuestos son
extremadamente téxicos (ejemplo, H,Se).

+

ﬁ .,

S ™, :

:E'f o » Dosis
E S

@‘_ Terapeutico
8

Figura 1. Diagrama de Bertrand adaptado de G. Bertrand, 8th Int. Congr. Appl. Chem 28 (1912) 30 [1]
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La quimica de la vida es la quimica de los elementos ligeros, es decir, metales y no metales con
numero atdmico menor a 35, sélo yodo, molibdeno y estafio son elementos pesados esenciales
para la vida. Existen 11 elementos constantes en todos los sistemas bioldgicos, el 99% de ellos son
C, H, Oy N; el 0.9% corresponde a Na, K, Ca, Mg, P, S, Cl; y finalmente, el 0.1% restante
corresponde a 10 elementos necesarios en la mayoria de las especies: Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo,
B, Si, Se; y 7 necesarios en solo unas cuantas especies: V, Cr, F, |, As, Br, Sn [2]. La vida selecciond
elementos de practicamente todos los grupos y sub-grupos de la tabla periddica exceptuando las
familias 1lIA, IV A y gases inertes, razén por la cual, todo tipo de propiedades quimicas estan
asociadas con los procesos biolégicos segun los limites impuestos por el medio. Cabe recordar,
que los procesos quimicos involucrados en la vida toman lugar en medio acuoso, por lo cual, los
elementos que la conforman y sus compuestos deben ser estables en agua a temperatura y pH
bioldgicos. Fundamentalmente, todos estos elementos fueron seleccionados en funcién de su
abundancia y disponibilidad en el medio ambiente.

Actualmente, cerca de 24 elementos son considerados esenciales para la vida de los mamiferos: H,
C,N, O, F, Na, Mg, Si, P, S, Cl, K, Ca, V, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Se, Mo, Sn, y |. Sin embargo, la lista
podria estar incompleta. Por ejemplo, el boro [3] y el cromo [4] podrian resultar ser esenciales, y
se sugiere que el silicon es esencial sdlo para prevenir la toxicidad del aluminio [5]. El papel
biolégico del cromo estd rodeado de controversia [4]. En la actualidad, se sabe que los
compuestos de Cr (VI) se encuentran reconocidos como carcindgenos clase | para el humano; en
contraste, la mayoria de los nutridlogos sefialan al Cr (Ill) como un micronutriente esencial el cual
actia como activador de insulina, sin embargo, esta opinidn es discutible ya que hasta la fecha
ninguna biomolécula dependiente de Cr (lll), como enzimas o cofactores, se ha descrito aun.

La disciplina que estudia y elucida los mecanismos a través de los cuales los iones metalicos
(usualmente metales de transicion) intervienen en los procesos bioldgicos se denomina quimica
bioinorganica [6]. Los elementos inorgdnicos juegan un papel crucial en los procesos bioldgicos
(Tabla 1) y biomédicos [7]. Es evidente que muchos compuestos organicos empleados en la
medicina no tienen un mecanismo de accién “exclusivamente organico”; algunos son activados o
biotransformados por iones metalicos incluyendo a las metaloenzimas [8], mientras que otros
tienen efectos directos o indirectos en el metabolismo de los iones metalicos. En efecto, muchas
proteinas necesitan ensamblar uno o mas metales para realizar sus funciones (metaloproteinas y
metaloenzimas), un tercio de todas las enzimas son metaloenzimas, en algunas de ellas el idn
metdlico esta involucrado directamente en el mecanismo catalitico y, en otras, estabiliza y
determina la estructura terciaria y cuaternaria. Los iones metalicos también son importantes para
la estructura y funcion (en el caso del ARN) de los acidos nucleicos. Debido a su toxicidad, la
concentracién de los metales; asi como, su distribucién en los diversos compartimentos celulares y
su incorporacién en las metaloproteinas son procesos rigurosamente controlados. El balance
apropiado de los equilibrios involucrados en estos procesos de control es fundamental para un
fenotipo saludable.
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Tabla 1. Principales funciones bioquimicas de los elementos. Tomada de Frausto da Silva y
Williams, 1991 [2].

Funcidn general Elementos Forma Quimica Ejemplos
Funciones H,O,C N,P,S,Si, B, Combinados en compues- Moléculas bioldgicas, tejidos,
F, Ca tos organicos o compues- membranas, esqueletos, capara-

estructurales

Funciones
electroquimicas

Efectos
mecanicos

Catalisis acido-

base

Catalisis Redox

Varias funciones
especificas

(Mg, Zn)

H, Na, K, Cl, (Mg),
(Ca), HPO,*

Ca, (Mg), HPO,”

Zn,(Ni),(Fe),(Mn)

Fe, Cu, Mn, Mo, Se,
(Co), (Ni), (V)

Mg
Fe, Cu

Fe, Ca, Si
0,, N, CO,

tos inorganicos solubles.

Como iones libres

Intercambio de iones libres
con iones unidos

Combinados en enzimas

Combinados en enzimas

Clorofila

Proteinas

Compuestos covalentes
Compuestos minerales
Gases

zones, dientes, etc.

Transmision de mensajes (sinapsis
neuronal); producciéon de energia
metabdlica.

Desencadenamiento de la contraccion
muscular, lisis de vesiculas.

Digestion de comida (Zn), hidrdlisis de
urea (Ni).

Reacciones con O, (Fe,Cu); Formacién
0O, (Mn), Fijacién de N (Mo), Inhibicidn
de lipoperoxidacion (Se), reduccién de
nucleétidos (Co), reacciones con H,
(Ni); actividad bromoperoxidas (V)

Captura de luz en la fotosintesis.
Transporte de O,

Accién Hormonal

Sensores (magnéticos, gravitaciona-
les)

Flotacion (Pez)

1. Quimica bioinorgdnica médica

La quimica bioinorgdnica es un amplio y apasionante campo de estudio, en la actualidad, las
principales ramas de investigacion en esta area son los estudios sobre el tipo de ambientes de
coordinacién que adoptan los metales en las proteinas; los mecanismos mediante los cuales las
metaloenzimas activan pequeiias moléculas como N,, CH4, O,, NO y H,0 [9]; el papel de los iones
metalicos en la catdlisis hidrolitica por proteinas y riboenzimas [10]; los procesos y la forma en la
cual los iones metdlicos ingresan a las células y subsecuentemente son integrados en estas
metaloenzimas; la metaloregulacion, la cual busca describir como los genes se encienden o apagan
en respuesta a los cambios en la concentracién de metales [11, 12]; y desde luego la aplicacion de
los metales en medicina o quimica bioinorganica médica [13-17].

En los ultimos 50 anos, la quimica inorganica y bioinorganica han hecho importantes
contribuciones a las ciencias médicas y al campo de la salud humana. Estos descubrimientos se
han dado predominantemente en dos dreas: agentes de contraste para diagndstico que
contienen metales o bien farmacos que contienen metales [18]. Sin embargo, investigaciones
importantes se han realizado en otras areas como: el desarrollo de agentes quelatantes [19],
[20],
nanoparticulas) aplicados al diagndstico [21] y la liberacidn de farmacos [22], y metalémica [23]

inhibidores enzimaticos materiales inorganicos (armazones metalorganicos y

(Figura 2).
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Materiales inorganicos
Armazones metalorganicos
nanoparticulas

A

Elementos esenciales Agentesparadiagnéstico
Suplementos minerales MRI(Gd, Mn)
(ej. Fe, Cu, Zn, Se) Rayos X (Ba, I)

Quimicalnorganica Medicinal
Terapiacon P % ., N Inhibidores
Quelatantes ~ seleccion de elementos enzimaticos

*control de toxicidad

.

Gen6mica Radiofarmaceduticos
Metalémica Diagnéstico (**™Tc)
Prote6mica Terapeltico (*8¢Re)

Agentesterapeuticos
(Li, Pt, Au, Bi)

Figura 2. Algunas dreas actuales de investigacion de la quimica inorgdnica medicinal. Modificada
de Ronconi, L. y Sadler, P.J.; 2007[16]

En el drea del radiodiagndstico, las contribuciones mds importantes de la quimica bioinorganica
son el uso de complejos de gadolinio (Ill) como agentes de contraste para resonancia magnética
(Dotarem) [24] y complejos de °Tc como agentes de contraste cardiovascular (Cardiolite) [25].

En el terreno de los farmacos que contienen metales, el descubrimiento mas importante es el del
cisplatino (cis-diaminodicloroplatino (Il), cis-DDP), el cual es uno de los farmacos antineopldsicos
mas empleados en la clinica [26]. Desde el punto de vista de la quimica inorganica medicinal y el
uso de metales en medicina, el éxito del cisplatino se considerado notable debido principalmente
a dos razones: (i) es un farmaco completamente inorganico que no contiene dtomos de carbono
(su analogo carboplatino si contiene dtomos de carbono), y (ii) el compuesto cura efectivamente al
menos un tipo de céncer (cancer testicular) y se emplea clinicamente en el tratamiento de
canceres de cabeza, cuello, pulmones y tracto genitourinario. Ademds del cisplatino, otros
farmacos que dependen de metales han tenido éxito clinico en diferentes grados, incluyendo
compuestos que contienen oro (Auranofin, antiartritico) [27], litio (Carbonato de litio,
antidepresivo) [28], y hierro (Bleomicina, antitumoral) [29].
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Tanto metales esenciales, como no esenciales, pueden emplearse con fines terapéuticos y de
diagndstico, algunos de los ejemplos mencionados en conjunto con otros compuestos empleados

en la clinica se encuentran citados en la Tabla 2.

Tabla 2. Algunos metales empleados en la clinica. Tomada de Ronconi, L. y Sadler, P.J.; 2007 [16].

Compuesto
Ejemplo (nombre comercial)

Funcion

Comentario

Complejos Activos
Cis- [Pt"Cl,(NHs),](Cisplatino)

[Gd"(DTPA)(H,0)1* (Magnevist)

[**™¢'(CNCH,C(CH3),0CH;)e]*
(Cardiolite)
Vitamina By,

Metales activos
Li,CO;
[Au'(tiomalato)] (Miocrisina)

Citrato Bi’ de amonio y potasio (De-
Nol)
Na, [Fe"(CN)s(NO)]-2H,0

(Nitroprusiato de sodio/Nipride)
(Bleomicina)
p-xilil-biciclam-8HCI (AMD3100)

CaCOs, Mg(OH),
La,"(CO3)s(fosnol)

Antitumoral

Agente de contraste extracelular para
resonancia magnética nuclear
Agente de diagndstico cardiaco

Coenzima

Profilaxis de desordenes bipolares

Se emplea en el tratamiento de la
artritis reumatoide

Antibacteriano y antiulceroso

Hipotensor, vasodilatador

Antitumoral

Anti-HIV, movilizacion de células
troncales

Antiacido

Tratamiento de falla renal crénica

Isémero trans es inactivo
Toxicidad baja

El complejo cargado positivamente es
absorbido por el corazén

La deficiencia de esta molécula causa
anemia perniciosa.

El Litio forma complejos labiles.

El tiol se intercambia facilmente en el
AU

Unidn fuerte del Bismuto a los tioles,
facil intercambio

Libera NO, relaja la vasculatura.

Requiere Fe para atacar al ADN
Puede unir metales in vivo

Liberacién lenta de la base
Reduce la absorcion del fosfato

Los iones metalicos no solo tienen reactividad muy variada y propiedades espectroscopicas
interesantes, sino que también presentan los mas diversos modos de enlace y geometria entre los
elementos. El carbono, el elemento mas importante en el disefio de farmacos, puede generar
enlaces covalentes e inertes con conectividad de dos a cuatro, y con geometrias que varian entre
linear, trigonal plana y tetraédrica. A pesar de que el nimero de geometrias de enlace es limitado,
esto no ha detenido la sintesis de un gran nimero de moléculas diferentes basadas en dtomos de
carbono. En contraste, los iones metdlicos pueden tener enlaces tanto labiles como inertes, con
numeros de coordinacién que varian desde uno hasta doce, y con diversas geometrias incluyendo
la linear, trigonal plana, tetraédrica, octaédrica y muchas otras. Esta simple comparacién sugiere
gue los iones metalicos pueden ser empleados con éxito como plataforma sobre la cual se puede
construir moléculas con propiedades terapéuticas que logren formas y estructuras las cuales
serian imposibles, o al menos muy dificiles de lograr con compuestos exclusivamente de carbono.
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Ademas de los compuestos antes mencionados que contienen metales y que estan aprobados
para el uso clinico, existen numerosas investigaciones que se han realizado y se realizan con el
objetivo de identificar nuevos agentes terapéuticos a lo largo y ancho de la tabla periddica. Al dia
de hoy, se han evaluado isétopos de cobre, galio, indio e iterbio como agentes para
radiodiagndstico [30]; investigado compuestos de manganeso y hierro para su empleo como
agentes de contraste para resonancia magnética; estudiado profundamente compuestos de
vanadio que mimetizan la actividad de la insulina para emplearlos en el tratamiento de la diabetes
[31]; y evaluado metalocenos, principalmente de titanio, y complejos de rodio dinucleares como
quimioterapeuticos en el tratamiento de enfermedades como el cancer [32].

Otra area de investigacidn que ha sido también de relevancia médica es la del empleo de agentes
quelatantes para eliminar iones metalicos en sistemas bioldgicos [19, 33] o para inhibir la
actividad de las metaloproteinas a través de la unidn con el sitio activo [20]. Los agentes
guelatantes se emplean en el tratamiento del exceso de concentracidon de iones metalicos no
importando si se trata de intoxicacidon por metales exégenos como es el caso del saturnismo (Pb),
0 metales esenciales como en el caso de la enfermedad de Wilson (Cu) y la Talasemia (Fe). La
eficacia del tratamiento con quelatantes obedece a un gran nimero de factores incluyendo la
especificidad del quelatante por el ion metdlico, sus propiedades farmacocinéticas y su
metabolismo. Los tratamientos para el exceso de hierro, cobre y plomo se encuentran bien
documentados en la mayoria de los libros de texto [34, 35]. Por otra parte, en términos generales,
la estrategia para desarrollar farmacos inhibidores de metaloenzimas consiste en la generacién de
analogos del sustrato, los cuales se uniran competitivamente al sitio activo.

Un area creciente de la quimica del estado sdlido aplicada a la medicina es la sintesis de
compuestos hibridos (inorganicos-organicos) a menudo conocidos como armazones metalo-
organicos (AMOs). Estos armazones metalo-organicos son sélidos cristalinos de baja densidad que
presentan microporosidades; generalmente estdn compuestos de ligantes orgdnicos que
funcionan como conexiones entre iones metalicos o agrupaciones de iones metalicos (nddulos)
[36, 37]. A pesar de que el interés principal en estos armazones se enfoca al area de desarrollo de
nuevos materiales para el almacenamiento de gases de alta densidad y su empleo potencial en
separaciones, celdas de combustible y otras tecnologias relacionadas con la energia, algunos
reportes sugieren que estos materiales podrian jugar un papel novedoso en el desarrollo de
tecnologia aplicada a la imagenologia médica [21] o bien materiales para liberacién controlada de
farmacos [22].

En afios recientes se ha propuesto la “metalémica” como un nuevo campo cientifico para integrar
las areas de investigacion relacionadas con biometales. La metalémica puede definirse como el
campo cientifico en donde se fusiona la gendmica y la protedmica, ya que la sintesis y las
funciones metabdlicas de los genes (DNA y RNA) y proteinas no pueden realizarse sin la ayuda de
varios iones metalicos y las metaloenzimas. En la metalémica, las metaloproteinas, metaloenzimas
y otras biomoléculas que contienen metales se definen como “metalomas”, en una forma similar a
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la que se definen los genomas en la gendmica y los protedmas en la protedmica [23]. La
investigacion de los vinculos entre los elementos inorganicos (esenciales y téxicos) y la
informacidn obtenible de las secuencias gendmicas, asi como los mecanismos que garantizan la
homeostasis en los compartimentos celulares, representan un reto para el futuro de la quimica
bioinorgdnica en la llamada “era post-genémica” [38]. Esta nueva drea permite la interaccion de
las biociencias dedicadas a los elementos metalicos y sus ciencias aplicadas, que tradicionalmente,
han sido estudiadas de forma independiente en muchos campos cientificos como la bioquimica, la
quimica bioinorgdnica, la nutricion, farmacia, medicina, toxicologia, agricultura, quimica
ambiental, etc. Todos estos campos cientificos estan fuertemente interrelacionados, siendo el
factor comun, los metales, desde el punto de vista de las ciencias bioldgicas [23].

2. Compuestos métalicos con propiedades antitumorales

Histéricamente, se ha evaluado el potencial antitumoral de numerosos agentes que contienen en
su estructura algun metal, desde metales de transicion temprana hasta el grupo principal de
elementos [39]. En el caso especifico del cisplatino, se han dedicado grandes esfuerzos al disefio
de analogos que superen las propiedades de los compuestos de platino actualmente en uso como
el carboplatino y el oxaliplatino [26, 40]. A la fecha, existe evidencia considerable sobre la
disminucién de la eficacia terapeltica de los complejos de platino dependiendo, por ejemplo, de
su configuracién molecular [39]. El cisplatino 6 cis-diaminodicloroplatino (ll) pierde su actividad
antitumoral cuando se transforma en el isémero trans en medio acuoso [39, 41-44]; por el
contrario, en el caso de otros compuestos de platino algunos ligantes en configuracién trans
tienen mayor citotoxicidad cuando se compara con sus contrapartes cis, siendo de particular
interés los complejos de platino que muestran citotoxicidad en lineas tumorales resistentes a
cisplatino [40].

Ademas del control de su toxicidad selectiva, los compuestos que contienen metales deben tener
también propiedades farmacoldgicas apropiadas que permitan su empleo en la clinica. Muchos
compuestos antitumorales, siendo muy activos y con propiedades muy interesantes, no han
alcanzado las fases clinicas debido a que sus propiedades fisicoquimicas son deficientes para el
empleo farmacoldgico, como por ejemplo: la baja hidrosolubilidad, la inestabilidad en medios
acuosos, y la tendencia a descomponerse con la exposicién a disolventes, humedad, luz o aire. Por
otra parte, la dificultad para controlar la toxicidad selectiva o sus propiedades farmacoldgicas han
contribuido a la renuencia de algunos investigadores al desarrollo de farmacos a base de metales.
En consecuencia, a pesar del hecho de que los complejos metdlicos son a menudo citotdxicos in
vitro a dosis mucho mas pequefias que los farmacos organicos, frecuentemente no son estudiados
en mas modelos tumorales in vivo. Otro factor critico cuando se determina el potencial
terapéutico de un metal es el estado de oxidacién; el potencial de oxidaciéon de la mayoria de los
metales de transicion aumenta cuando el radio idnico decrece como consecuencia de una valencia
mas alta. La toxicidad, sin embargo, no parece estar directamente relacionada con un estado de
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oxidacion mas alto o mas bajo, ya que los compuestos de cromo (V1) son mas téxicos que los de
cromo (lll), mientras que la arsenita (As(lll)) es mas toxica que el arsenato (As(V)) por sdlo
mencionar un par de ejemplos.

La actividad citotoxica de un complejo metdlico, la cual esta relacionada con su actividad
antitumoral, es controlada tanto por la identidad del metal y su estado de oxidacion como por los
ligantes unidos a este metal; sin embargo, en muchos casos sdlo uno de ellos es el factor
dominante. A pesar de todas estas variables, existen claras asociaciones entre las similaridades
estructurales y la citotoxicidad [39, 45]. Es por esto que, en un estudio publicado en 2005 por Ruili
Huang y cols. se analizaron los perfiles de citotoxicidad del depédsito del National Cancer Institute
(NCI) para catalogar mas de 1100 compuestos que contienen metales o metaloides con potencial
actividad antitumoral [45]. En este reporte se analizaron las caracteristicas moleculares y la
reactividad de estos compuestos en términos de las propiedades de sus metales, los componentes
organicos asociados (ligantes), asi como, su capacidad para inhibir el crecimiento tumoral,
concluyendo que el mecanismo de acciéon de los compuestos que contienen metales puede
clasificarse en 4 grandes grupos de acuerdo a: la preferencia para unirse a grupos sulfhidrilos,
caracteristicas quelatantes, comportamiento como iones lipofilicos, y la generaciéon de especies
reactivas de oxigeno (ROS).

Aproximadamente el 90% de los compuestos que tienen preferencia para unirse a grupos
sulfhidrilos contienen metales de transicion del quinto y sexto periodo (Rh, Pd, Ag, Ir, Pt, Au, Hg,
etc.), o metales pesados post-transicionales (Sn, Pb, Sb, Bi, etc.). Los metales pesados
generalmente son conocidos como “acidos blandos”; estos metales tienden a formar complejos
estables con bases suaves [46]. Por tanto, los metales se unen preferentemente a atomos
pertenecientes a periodos superiores al tercero (S, Se) por encima de dtomos del segundo periodo
en la misma familia (O). Esta preferencia puede atribuirse a la presencia del considerable caracter
covalente en sus enlaces metal-ligante resultado de la formacién de enlaces & por superposicién
de orbitales d. Los compuestos que comparten este mecanismo de accién generalmente se
encuentran débilmente coordinados a ligantes hidrolizables o grupos salientes (CI, Br, RCOQO,
H,0). Estas caracteristicas hacen que estos complejos metalicos sean susceptibles de ataques
nucleofilicos por ligantes biolégicos como por ejemplo el grupo sulfhidrilo (-SH) de los residuos de
cisteina dando como resultado reacciones de adicién y/o sustitucidn nucleofilica (Figura 3). Este
tipo de reacciones trae como consecuencia, dependiendo desde luego del metal y los ligantes que
le acompanfan, la disminucidn de glutation (GSH) [47-49] y la inhibicidon de enzimas clave para la
proteccion celular que contienen cisteinas o selenio en el centro activo o cerca de él como la y-
glutamil-cisteina sintetasa[50], glutatién S-transferasa [50-52], tioredoxina reductasa[53, 54],
glutation reductasa [55], ademas de proteinas de membrana [56, 57], glicoproteinas y otras
proteinas celulares entre ellas proteasas y fosfolipasas [58], e incluso algunos factores de
transcripcién [59, 60] o proteosomas [61].
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M= metal; Z = grupo saliente: Cl, Br, I, OAc, etc.; Ln = Ligantes

Figura 3. Mecanismo de accion propuesto para agentes citotdxicos que tienen preferencia para
unirse a grupos sulfhidrilos. Adaptada de Ruili Huang y cols. 2005 [45]

Los quelatantes y los complejos metalicos con quelatantes tienen como principal caracteristica
ser complejos de coordinacidon principalmente de metales de transicion del cuarto periodo (Mn,
Fe, Co, Ni, Cu, Zn) con agentes de caracteristicas quelatantes muy fuertes (especialmente
guelatantes tridentados). En este grupo no sdlo los complejos de coordinacidn tienen actividad
sino los quelatantes por si mismos también. Estos ultimos han recibido especial atencién como
agentes terapeuticos debido a su capacidad para alterar el metabolismo y la homeostasis de
metales escenciales como el hierro, cobre, y zinc [62-64]. El metabolismo del hierro se encuentra
alterado en el cancer; las células tumorales en rapida proliferacion muestran requerimientos de
hierro incrementados [62, 64]. Por otra parte, el cobre regula la produccién de factores de
crecimiento relacionados con la angiogénesis y se ha observado un incremento en los niveles de
cobre en suero en pacientes con varios tipos de cancer [63].

Los agentes quelatantes pueden interferir con las actividades cataliticas de las metaloenzimas o
metaloproteinas afectando sus cofactores cataliticos o estructurales [45]. Estas moléculas pueden
quelatar, ya sea solo uniéndose a las biomoléculas (Figura 4A), o bien, sustrayendo los metales
funcionales en las enzimas o proteinas (Figura 4C), incluso secuestrando los iones metalicos no
enlazados a proteinas, y por tanto, privar a las metaloenzimas del suplemento de iones metdlicos
qgue requieren. El mecanismo de accion puede incluso ser mas complejo, en la Figura 4A-D se
exponen algunas otras posibilidades. Los metalofarmacos pueden por si mismos unirse a los sitios
de unidon a metales en las enzimas (Figura 4A). El complejo metélico puede actuar también como
acarreador del quelatante para disociarse después de ingresar al sistema bidlogico en el ién
metdlico libre y el quelatante a través de la reaccidn ilustrada en la Figura 4B, de esta forma el
quelatante queda disponible para quelatar otros metales biolégicamente importantes o unirse a
otros blancos bioldgicos (Figura 4C), finalmente el metal libre puede sustituir otros metales
esenciales (Figura 4D). El hecho de que los agentes quelatantes posean perfiles de citotoxicidad
similares a sus complejos metalicos, y que la identidad del metal no afecte significativamente la
actividad de estos complejos, indica que probablemente sean profarmacos, y que sus especies
activas sean los complejos metalicos formados in situ, o que los complejos metdlicos sirven
Unicamente como acarreadores de los quelatantes los cuales son las moléculas activas. Ejemplos
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de este tipo de agentes son los complejos metalicos de carboxaldehido tiosemicarbazonas o-N-
heterociclicas [62, 64], salicilaldehido tiosemicarbazonas [65, 66], 2-benzoilpiridin 2-
piridilhidrazonas [67], salicilaldehido semicarbazonas [68, 69], 8-quinolinolatos [70-73], 2,6-
diacetilpiridin-bis(nicotinoilhidrazonas) [74] y diiminas aromaticas como 2,2’-bipiridina y 1,10-
fenantrolina. Estos ultimos dos ligantes son quelatantes bidentados con atomos de nitrégeno
como donadores, los cuales tienen relativamente alta afinidad por hierro y cobre [75-78]; por otra
parte, ademads de sus propiedades quelatantes, su sistema de anillos aromaticos fusionados hace
de estos ligantes potenciales intercaladores del ADN [79]. La mayor parte de los complejos de
estos ligantes se presenta con iones lantdnidos trivalentes y algunos otros metales como Mo, Ru,
Co y Pt, los cuales muestran perfiles de citotoxicidad similares a aquellos complejos de Pt(ll) y
2,2’,2"-terpiridina [45], cuyo mecanismo de accion es la intercalacién al DNA vy la inhibicién de la
DNA topoisomerasa [80].
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Quelatante
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A Metaloenzima l/ A C

Quelatante

Intercambio
M+ M > M Enzima + m D

Figura 4. Mecanismos de accion propuestos para los agentes quelatantes y sus complejos
metdlicos. Adaptada de Ruili Huang y cols. 2005 [45]
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Cabe resaltar que los compuestos de platino, dependiendo de su configuracion y la estructura de
sus ligantes, presentan mecanismos de accion tanto de unién a grupos sulfhidrilos (Figura 3) como
de unidn a bases puricas y pirimidicas del ADN donde los dtomos donadores no son bases blandas
[45]. Este dltimo mecanismo de accion es una reaccion similar a la propuesta en la Figura 4A
donde la biomolécula es el ADN en vez de una enzima. El 90% de los compuestos de platino son
analogos de cisplatino, es decir, complejos forzados a tener configuracion cis mediante el empleo
de un ligante bidentado que forma un anillo con el Pt, por ejemplo: oxaliplatino y carboplatino; o
andlogos dinucleares (dos centros de platino unidos por una cadena alifatica)(Figura 5B). Estas
caracteristicas permiten que estos compuestos formen uniones cruzadas intra e intercatenarias
con dos bases del ADN, donde la configuracién cis o la cadena flexible en el complejo dinuclear es
esencial para que este tipo de unidn se presente. En contraste, los complejos de platino que
tienden a unirse con grupos sulfhidrilos presentan en su estructura ligantes voluminosos como
anillos aromaticos o trialquil y triarilfosfinas. El impedimento estérico favorece la configuracion
trans y por tanto las uniones cruzadas en el ADN son poco probables (Figura 5A). Debido a las
caracteristicas del Pt(ll) como metal blando, la unién con moléculas que contienen tioles se hace
favorable. Las estructuras de estos complejos de Pt(ll) son mucho mas variadas que aquellas cuyo
mecanismo de accion es a través de la unién con el DNA.

Hz g
M /N
= /Pt \E
| L
\\N
+ Uniodn cruzada intracatenaria DNA-Cis-Pt
G T
N H H NHs3

"= 7 \/”\/\/\/N ¥
‘ f\Jﬁf\r»—m*""Pt\CI 7H‘
F cl

A. Unidn a grupo tiol de

un compuesto Trans-Pt B. Unidn cruzada intercatenaria DNA-compuesto de Pt

Figura 5. Mecanismos de accion de los diferentes complejos de platino. A. Complejos de platino con
ligantes voluminosos trans-configurados cuyo mecanismo de accion es a través de la union con
grupos sulfhidrilos. B. Complejos de platino cuyo mecanismo de accion es la union intercatenaria o
intracatenaria con el DNA. Adaptada de Ruili Huang y cols. 2005 [45]
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Otro grupo importante de agentes citotdxicos que contienen metales son los iones lipofilicos, la
caracteristica distintiva de este tipo de complejos es su capacidad para producir especies con carga
positiva deslocalizada. Estos iones lipofilicos se concentran en la membrana mitocondrial como
resultado de su potencial transmembranal negativo, acumuldandose de forma selectiva en las
mitocondrias de células de carcinoma debido a que sus potenciales de membrana son mayores en
comparacion a los de las células epiteliales normales, presentando asi cierta toxicidad selectiva
[81]. Los compuestos mas representativos de esta clase son la serie de complejos idnicos de
ciclopentadienilrenio compuestos del cation [(CsHs)(NO)(PhsP)ReL]” y contraiones como BF, o PFg;
o bien carboxilatos del tipo [(CsHs5)(NO)(PhsP)Re(COOR)], donde R= Me, PhsGe, o PhsSn. Algunos
compuestos de este tipo han mostrado actividad contra la linea tumoral murina de Ehrlich [82].
Algunos otros compuestos con este mecanismo de accién son series de trifenilfosfinas ([PhsPR]")
[83], tetrafenilfosfinas [84-86], tetrafenilarsinas ([Ph,As]’) y brumuros organoantimoniales [81].

Finalmente, el cuarto mecanismo citotéxico importante es la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). El tipo de compuestos que actlan a través de este mecanismo contienen en su
estructura metales capaces de participar en ciclos redox, tales como: Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Niy Cu
[45]. La caracteristica comun de estos complejos es la habilidad de catalizar la generacién de ROS y
de esta forma oxidar a los componentes celulares (lipidos, proteinas y DNA), alterar el balance
celular redox, y/o interferir con las sefiales celulares reguladas por mecanismos de O6xido-
reduccién. El probable mecanismo involucrado en la formacién de ROS es la conocida reaccién
tipo Fenton (Figura 6), mediante la cual los complejos de estos metales son capaces de catalizar la
formacién de radicales hidroxilo (OH) a partir de H,0, [87]. El radical ‘OH es uno de los mas
reactivos y destructivos, es la especie reactiva mas temida debido al dafio celular que causa [88].
La generacion de este, y otros radicales, puede incrementar el desbalance redox pre-existente en
las células tumorales debido a su metabolismo incrementado y, de esta forma, generar dafios
irreversibles que las conducirdn a apoptosis [89-91]. La selectividad de la toxicidad generada
radica en la hipersensibilidad de las células tumorales al estrés oxidante [90, 92] debido al
incremento de ROS y la disminucidon de enzimas antioxidantes que les caracteriza [93]. A este
mecanismo de accion se le atribuye la citotoxicidad y actividad antitumoral que presentan los
complejos bis(B-dicetona)titanio(lV) [94]; algunos complejos de Cr(VI) y Cr(lll) [95]; complejos de
vanadio [96]; y compuestos que mimetizan también la actividad de la enzima superdxido
dismutasa (SOD) como metaloporfirinas de hierro, manganeso y cobre [97], y bis-quelatos de
cobre y manganeso tipo [M-0,] [98, 99] por solo mencionar algunos ejemplos.
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H202 + OH — Hzo + 02_ + H+

A H,0,+0, = 0,+OH + OH

(8) Fe* +H,0,— Fe**+ OH+ OH~

Figura 6. El ciclo de Haber-Weiss (A) consiste de dos reacciones, la segunda es una posible fuente
de radicales libres pero tiene una constante de reaccion muy pequefia; sin embargo, esta reaccion
puede ser catalizada a través de la reaccion de Fenton (B) debido a la presencia de metales
capaces de participar en reacciones de oxido-reduccion como el hierro o sus complejos.

3. El cobre y su importancia biolégica.

El cobre (Cu) es un elemento traza esencial en los sistemas bioldgicos, el cual existe en pequefias
cantidades en una gran variedad de células y tejidos, encontrandose su mayor concentracién en el
higado [100]. El cobre puede existir en los sistemas bioldgicos en dos estados de oxidacién, cuprico
(Cu®) 6 cuproso (Cu’) [101], funcionando como cofactor necesario para las propiedades
estructurales y cataliticas de un gran niumero de enzimas importantes como: citocromo c oxidasa,
tirosinasa, p-hidroxilfenil piruvato hidrolasa, dopamina beta hidroxilasa, lisil oxidasa, y Cu-Zn
superdxido dismutasa (CuZn-SOD) [2, 102]. Estas enzimas estan involucradas en procesos
biolégicos necesarios para el crecimiento, mecanismos de defensa, fuerza en los huesos,
maduracién de los gldbulos rojos y blancos, transporte de hierro, metabolismo de la glucosa vy el
colesterol, contractibilidad muscular, desarrollo cerebral y varias funciones de mantenimiento
[103].

El consumo de cobre varia dependiendo de los habitos alimenticios. La comida, mas que el agua,
proporciona la mayor parte del Cu consumido por los mamiferos. Las comidas ricas en cobre son
las ostras, el higado, nueces, legumbres, granos enteros y fruta seca [104]. El agua natural tiene
una concentracién promedio de 4-10 ug Cu/L encontrandose la mayor parte de este cobre, unido
a materia orgénica [105]. El agua para beber contribuye con el 6-13% de la ingesta diaria de Cu,
siendo el limite permitido por la EPA como contaminante de 1.3 mg Cu/L [106]. La absorcién de
cobre en el cuerpo humano depende de varios factores incluyendo la forma quimica y la presencia
de otros componentes de la dieta. El cobre se absorbe desde el estdbmago en pequefias
cantidades, sin embargo, alrededor del 30-50% del cobre ingerido, normalmente como Cu®, se
absorbe en el duodeno [107]. Una porcién de cobre enddgeno se reabsorbe desde los jugos
digestivos. El cobre se une a algunos aminodacidos, particularmente histidina, metionina, y cisteina
para su absorcidn y transporte a través del sistema de transporte de aminoacidos. Una vez
absorbido puede unirse al glutation reducido (GSH), o algunos acidos organicos como lo son el
citrico, glucdnico, lactico y acético [107]. Por otra parte, el zinc, hierro, molibdeno, calcio, fosforo y
la vitamina C desacoplan la absorcién de Cu [108].
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Figura 7. Representacion esquemdtica del metabolismo del cobre. Adaptada de Hyun, C. y Filippich,
L.J., 2003 [109]

Parte del cobre que ingresa por el tracto digestivo permanece en los enterocitos unido a proteinas
especificas como metalotieninas y es excretado posteriormente por descamacién en heces (Figura
7) [110]. El resto del cobre, absorbido desde el intestino delgado, se transporta en la sangre hasta
el higado, via circulacidn enterohepatica, unido principalmente a la albimina y en cierta medida a
la transcupreina; y otra parte, llega a los rifiones via circulacidn sistémica. Una vez en el higado o
en los rifiones, el cobre recién absorbido se incorpora en varias cuproenzimas (Tabla 3) v,
proteinas que requieren cobre como la ceruloplasmina y metalotieninas. El cobre que ingresa al
higado puede ser almacenado en los hepatocitos, secretado al plasma o excretado en la bilis. El
cobre liberado desde el higado se une principalmente a la ceruloplasmina para su transporte a los
tejidos, pero puede también unirse a la albumina, transcupreina e histidina. Aproximadamente
entre el 60 y 90% del cobre circulante en la sangre se encuentra en forma de ceruloplasmina [111]
y de esta forma se transporta también en otros fluidos corporales encontrados en el cerebro,
sistema nervioso central y saco amnidtico [101] y puede reaparecer en plasma. En mamiferos el
exceso de cobre se elimina prinicipalmente por excresién biliar (80%) y parcialmente por excresion
urinaria (menos del 3%), ambos mecanismos de eliminacidn son responsables de la homeostasis
del cobre [112-114].

Existen tres mecanismos de detoxificacién para limitar la toxicidad de los metales pesados en
animales, estos son: la reduccién de la absorcién del metal en cuestién, incremento de la
excresion y el secuestro del metal [115]; en este ultimo participan principalmente las
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metalotieninas, las cuales pueden unir el cobre idnico intracelular y, de esta forma, funcionan
como antioxidantes y previenen la citotoxicidad inherente a este metal [116].

Tabla 3. Proteinas que unen cobre y su localizacion (basada en Linder, 1991 [117])

Localizacion/tejidos

Albumina Extracelular/plasma

Transcupreina Extracelular/plasma

Ceruloplasmina Extracelular/higado

Metalotienina Intracelular/intestino, higado

Superoxido dismutasa Extracelular e intracelular/higado, rifidn,
células sanguineas.

Citocromo c oxidasa Intracelular/musculo, higado

Lisil oxidasa Extracelular/tejido conectivo

Tirosinasa Intracelular/tejidos que contienen melanina

Dopamina B-monooxigenasa Hipotalamo

Peptidilglicina monooxigenasa Extracelular/granulos hipotaldmicos.

3.1 Homeostasis del Cu en células de mamifero.

Las proteinas que regulan la homeostasis del cobre cumplen dos funciones principales: 1.
Distribucion de Cu a las cuproenzimas involucradas en procesos celulares criticos como el
transporte de electrones, la neurotransmisién y el metabolismo del hierro en varios
compartimentos subcelulares, y 2. Brindar proteccion a la célula contra la potencial toxicidad del
Cu. El Cu (l) es altamente téxico debido a su habilidad para oxidar y generar ROS, y a su capacidad
para interactuar directamente con proteinas, RNA, y DNA. La homeostasis de este metal esencial
se mantiene gracias a un grupo bien conservado de proteinas que contienen dominios Unicos
conocidos como secuencias de union a metales (MBS), estos dominios son ricos en cisteina,
metionina o histidina. Las MBS unen Cu (l) en una bolsa protectora y lo intercambian a través de
interacciones intimas proteina-proteina con otras proteinas que contienen secuencias similares,
de esta forma, mantienen la concentracién de cobre libre intracelular por debajo de 10" M [118]
y al mismo tiempo transfieren Cu (I) a las enzimas que lo requieren en los diferentes
compartimentos subcelulares. Los componentes del sistema de homesotasis de cobre incluyen
transportadores para su entrada y salida; moléculas quelatantes y amortiguadoras; vy
metalochaperonas. Muchos de estos elementos se han conservado durante la evolucion al grado
que pueden complementar las funciones entre las diferentes especies [119]. Se ha demostrado
que las MBS de algunas proteinas que participan en la homeostasis del cobre interaccionan
también con otros metales como Cd*', Zn**, Hg”" y Au?* [120, 121], estos estudios apoyan la idea
de que algunos elementos del sistema de homeostasis de cobre podrian participar en la
detoxificacion de otros metales ademas de proteger a la célula de la toxicidad del cobre. La Figura
8 presenta un diagrama con los componentes principales que controlan la homeostasis del cobre

en mamiferos.
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Figura 8. Principales mecanismos homeostdticos de cobre en mamiferos. El Cu ingresa a las células
por el transportador hCTR1, el cual lo transfiere a la metalochaperona antioxidante (ATOX1), a la
chaperona de cobre para superdxido dismutasa (CCS), y a la chaperona de cobre para citocromo ¢
oxidasa (COX17). Estas metalochaperonas a su vez lo transfieren a ATP7A y ATP7B, Superdxido
dismutasa Cu-Zn, y citocromo c oxidasa, respectivamente. ATP7A y ATP7B transfieren el cobre al
aparato de Golgi, donde es introducido en las cuproenzimas como tirosinasa y ceruloplasmina. La
union de cobre a ATP7A y ATP7B también induce el trdfico subcelular en las vesiculas que
contienen estas dos proteinas desde el aparato de Golgi hacia lugares mds periféricos. Adaptada
de Safei, Ry Howell, S.B. 2006 [122].

En nuestra especie, el principal transportador de cobre hacia el interior de las células es el
transportador de cobre 1 (hCTR1), el cual estd compuesto de una secuencia de 190 aminodacidos
[123-125]. CTR1 reside principalmente en la membrana plasmatica [126, 127] y algunos estudios
realizados en ratones transgénicos indican que es esencial para la supervivencia de los embriones
en mamiferos [127, 128]. EIl mecanismo mediante el cual CTR1 transporta Cu a través de la
membrana plasmatica auin no se ha dilucidado completamente; sin embargo, se ha sugerido que
CTR1 une cobre via un dominio terminal rico en metionina e histidina, y lo transporta a través de la
membrana mediante poros que se forman por asociaciones oligoméricas [126, 127, 129]. El
dominio citosélico de CTR1 es capaz de entregar el Cu (l) directamente a la chaperona
antioxidante ATOX1 in vitro [130]. Por otra parte, existen ademads de CTR1, otros transportadores
que se encargan del ingreso de cobre en células eucariontes [131]; estos son, el transportador de
metales divalentes 1 (DMT1), también conocido como proteina natural de resistencia asociada a
macréfagos (Nramp?2), y el trasportador de cationes divalentes 1 (DCT1), los cuales también estan
involucrados en este proceso en células de mamifero [132]. Sin embargo, la cantidad de cobre que
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trasportan estos ultimos en relacién al hCTR1 en células tumorales humanas aldn queda por ser
determinada.

Una vez dentro de la célula (Figura 8), el cobre puede unirse a diferentes biomoléculas,
principalmente a glutatién [133], algunas metalotieninas [134], y metalochaperonas especificas
[135-138]. El glutation es una de las defensas mas importantes en el organismo, pero a pesar de
que el glutatién puede potencialmente unir Cu, este péptido puede no funcionar para proteger a
las células del daio provocado por este metal ya que la mezcla in vitro de cobre y glutation genera
radical superodxido [133]; y se sabe que el cobre libre cataliza la oxidacidn de glutatién, generando
H,0, y radicales hidroxilo [139]. Las metalotieninas, por su parte, actian como reserva intracelular
de cobre [134]; estas secuestran Cu en una regién similar a una “bolsa protectora” y lo mantienen
aislado del disolvente, siendo esto considerado como un mecanismo mediante el cual las células
pueden limitar la exposicién a Cu y sus efectos toxicos [116]. Sin embargo, las metalotieninas no
pueden realizar las funciones criticas de distribuir el Cu a los organelos y/o a las proteinas que lo
requieren, esta tarea debe ser realizada por las metalochaperonas, que liberan cobre de forma
muy especifica a los trasportadores intracelulares de cobre y a las proteinas que lo requieren.
Como muestra la Figura 8, las metalochaperonas involucradas en el trafico subcelular de cobre en
células de mamifero son ATOX1 (HAH1) que libera cobre en las ATPasas tipo P ATP7A y ATP7B en
la red trans-Golgi [137, 138], cytochromo ¢ oxidasa COX17 que distribuye Cu a COX en la
mitocondria [135], y la chaperona para superdxido dismutasa (CCS) la cual carga el cobre en la
SOD1 citoplasmatica [136]. Estas metalochaperonas actlan como secuestradores vy
transportadores al mismo tiempo.

Las células de mamifero tienen dos transportadores de salida similares a las ATPasas tipo P, estos
son ATP7A y ATP7B, los cuales median la salida de cobre de la célula. ATP7A se expresa en el
epitelio intestinal [140] y en muchos otros tejidos pero no en el higado [141-143]; mientras que
ATP7B se expresa en higado [137], rifion, y en menor proporcién en cerebro [144]. Estas dos
moléculas tienen estructuras muy similares [144-146] y pueden ser inhibidos por vanadatos [147].

La unién de cobre a ATP7A y ATP7B activa una relocalizacion subcelular regulada de este metal,
que involucra el movimiento desde su posicidn basal en la red trans-Golgi a otros compartimentos
vesiculares, y en el caso de ATP7A, a la membrana plasmatica [137, 148, 149]. Las mutaciones que
alteran la funcion de ATP7A y ATP7B causan las enfermedades de Menkes y Wilson
respectivamente. La enfermedad de Menkes es una alteracién relacionada con la deficiencia de
cobre y estd ligada al cromosoma X, esta enfermedad es fatal en los primeros anos de la nifiez. Los
pacientes con esta enfermedad presentan retraso mental y neurodegeneracién, principalmente
como resultado de la deficiencia de enzimas dependientes de cobre necesarias para el desarrollo
del cerebro [150]. La enfermedad de Wilson es una alteracion autosémica recesiva; esta
caracterizada por un incremento marcado en la concentracion de cobre en higado y cerebro
causado por una reduccién en la capacidad de excretar cobre a través de otras vias. El cobre se
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acumula en los hepatocitos y células cerebrales provocando cirrosis y neurodegeneracion;
también se deposita en la cornea produciendo los anillos caracteristicos de Kaiser-Fleischer [151].

4. Cancery Casiopeinas ®

El cdncer es una de las enfermedades mas frecuentes a nivel mundial y produce un gran nimero
de muertes anualmente. La Organizacién Mundial para la Salud (OMS) reporta que en el afio 2005,
7.6 millones de personas murieron a causa del cancer [152], y estima que en el afio 2020 se
diagnosticaran mas de 15 millones de personas con cancer, de las cuales 10 millones fallecerdn a
causa del mismo [153].

En México, segun el Registro Histopatoldgico de Neoplasias en México, durante el afio 2003, se
registraron mas de 110 mil nuevos casos de cancer y mas de 50 mil muertes por neoplasias
diversas [154]. La OMS reporta a este grupo de enfermedades como responsables del 12.5% de las
muertes en nuestro pais durante el 2005, siendo la tercera causa de muerte a nivel nacional
(Figura 9). Asi mismo, asegura que el cancer de cérvix es el de mayor incidencia en mujeres y el de
prostata en hombres [152].

Principales causas de muarte en México 2005 7 Diras snferemedsdes &ronico-degenerativas.
17 Entermedades cardiovasculares
10.E% 7 Enfermedsdes transmisibles
i 7 camcer
7 Lesiones

| JE.A%

2%

Figura 9. Principales causas de muerte en México, adaptada y traducida de Cancer in your country.
WHOGIB, 2008 [152].

Estas cifras de mortalidad obligan a identificar mas y mejores opciones terapéuticas a través de la
investigacion basica y clinica. En nuestro pais, el problema de la terapia contra el cdncer cobra aun
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mayor importancia ya que la quimioterapia existente, como tratamiento primario o adyuvante, se
desarrolla en el extranjero, lo cual inevitablemente incrementa su costo haciéndolo inaccesible
para algunos sectores de la poblacidn con las consecuencias éticas que esto significa. Debido a
esto, en la facultad de Quimica, UNAM, un grupo de investigadores encabezados por la Dra. Lena
Ruiz Azuara ha sintetizado, caracterizado y patentado una serie de agentes antineoplasicos
basados en quelatos mixtos de cobre (ll) llamados Casiopeinas® [155-157] con férmulas generales
[Cu(N-N)(a-L-aminoacidato)]NO; y [Cu(N-N)(O-0O)INO;, donde el donador N-N es una diimina
aromatica sustituida (1,10-fenantrolina o 2,2’-bipiridina) y el donador por oxigeno (0-O) es
acetilacetonato (acac) o salicilaldehidato (salal). (Figura 10).

p
— 7N/ \
_ _ NGON — =
/\ + 1,10-fenantrolina 2,2'-bipiridina
N N
N \
Cu(ll) o)
L/ \\L [ HZNY\
OH
o/ R
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Figura 10. Estructura general de los complejos de cobre patentados como Casiopeinas®

Durante el disefio de estos complejos se considerd que el cobre es un metal de transicién esencial
que estd involucrado en una amplia gama de procesos biolégicos y, particularmente, interviene en
reacciones de 6xido-reduccion en sistemas bioldgicos [2]. Debido a sus propiedades, el cobre y sus
complejos tienen la habilidad de catalizar la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) las
cuales pueden causar dafio a través de la oxidacion de los componentes celulares; la alteracién del
balance redox en la célula; y/o la interferencia con los mecanismos de sefalizacién celulares
relacionados con el estado redox [45, 110]. En cuanto a los ligantes que le acompafian, estos
pueden mejorar las propiedades de transporte del cobre catidnico, promover el reconocimiento
molecular o modificar las propiedades electrénicas del metal central. Las 1,10-fenantrolinas (phen)
y 2,2’-bipiridinas (bpy) sustituidas son ligantes bidentados donadores por nitrégeno con gran
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afinidad por el cobre [76-78]; el sistema de anillos aromaticos en su estructura les permite, en su
forma libre o bien como complejos metdlicos, unirse al ADN mediante interacciones intercalantes
y no intercalantes [45, 79]. Por otra parte, los a-L-aminoacidos fueron seleccionados como
ligantes secundarios debido a su baja toxicidad y a su elevada afinidad por complejos Cu(ll)- bpy o
Cu(ll)-phen [158, 159]. Finalmente los ligantes salal y acac tienen también buena afinidad por
complejos (N-N)cobre (IlI) [158] y podrian modular las propiedades redox del centro metalico.
Estas caracteristicas de disefio, en conjunto, permiten que este tipo de complejos tenga la
posibilidad de generar una reaccién citotéxica [160, 161], la cual a menudo esta relacionada con la
actividad antitumoral [162, 163], a través de varios mecanismos posibles entre los cuales se
proponen la generacidon de ROS [160, 163, 164], la interaccién directa con el ADN a través de la
intercalacidn [79, 165-169] o bien por sustitucion del ligante secundario [79], e incluso toxicidad
mitocondrial [162, 170, 171] debido a su comportamiento en cierta medida como iones lipofilicos.

Los datos quimicos y estructurales reportados hasta el momento demuestran que en este tipo de
complejos ternarios, el centro de cobre (ll) puede presentar geometria octahédrica (Figura 11),
cuadrada plana 6 piramide de base cuadrada ligeramente distorsionada con una molécula de
disolvente, normalmente agua, en la posicidén apical [172-180]; siendo las dos ultimas geometrias
las mas comunes.

Figura 11. Estructura cristalina de Casiopeina ll-gly [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(glicinato)]NO;[178]

Las consideraciones tomadas en su disefio condujeron al estudio de la actividad bioldgica de este
tipo de complejos de cobre (ll) en varios sistemas tanto in vitro como in vivo, empleando como
hipdtesis de trabajo que la naturaleza, el numero vy la posicién de los sustituyentes en los ligantes
diimina, y también la modificacidn del ligante secundario (a-L-aminoacidato o 0-0) tendran efecto
en la selectividad y/o en el grado de actividad bioldgica que estos compuestos presenten. Este
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efecto puede deberse a la modificacién de ciertas propiedades fisicoquimicas de los complejos
como por ejemplo el comportamiento redox del centro metalico, la estabilidad de la unién de los
ligantes secundarios o la liposolubilidad del complejo.

De acuerdo a su definicién, este grupo de compuestos puede presentar una gran cantidad de
variantes estructurales, ya que los ligantes diimina pueden tener diferentes sustituyentes en
diferentes posiciones; asi mismo, el cambio en el ligante secundario (O-O o o-aa) o bien
sustituciones en los donadores por oxigeno generan una amplia gama de posibilidades
estructurales en esta matriz de compuestos, quienes desde luego, presentaran diferentes
propiedades fisicoquimicas y bioldgicas. Es por esto que fue necesario generar en el grupo de
trabajo una nomenclatura que permita agrupar los compuestos en familias de acuerdo a su
estructura. Estas fueron denominadas con nimeros romanos, los cuales indican el ligante diimina
gue permanece constante en la estructura de esa familia, seguido de la abreviatura
correspondiente al ligante secundario segun las convenciones de la IUPAC, esta ultima indica
exactamente la identidad del complejo. La excepcidén a esta nomenclatura es la Familia lll, la cual
estd compuesta por todos aquellos complejos que presenten en su estructura un donador por
oxigeno-oxigeno, no importando cual sea la diimina; para esta familia, la letra posterior al nimero
romano indica que tipo de donador por oxigeno es (a para acac y s para salal), y finalmente se
agrega una letra mas que indica la identidad del ligante diimina. (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacion en familias segun la nomenclatura del grupo de trabajo en Casiopeinas®.
Acac: acetilacetonato, salal: salicilaldehidato, N-O: a-L-aminoacidato, N-N: diimina sustituida

Familia Férmula General
Casiopeinall [Cu(4,7-difenil-fenantrolina)(N-O)INO;
Casiopeinalll [Cu(4,7-dimetil-fenantrolina)(N-O)]NO;

Casiopeina lll-a [Cu(N-N)(acac)]NO;
Casiopeina lll-s [Cu(N-N)(salal)]NO;
Casiopeina IV [Cu(4,4’-dimetil-bipiridina)(N-O)INO;
Casiopeina V [Cu(5-R-fenantrolina)(N-O)]NO;
Casiopeina VI [Cu(5,6-dimetil-fenantrolina)(N-O)]NO3
Casiopeina VII [Cu(1,10-fenantrolina)(N-O)]NO;
Casiopeina VIl [Cu(3,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)(N-O)]NO;
Casiopeina IX [Cu(2,2’-bipiridina)(N-O)INO;

A partir de 1980 el grupo de trabajo comenzd los estudios encaminados a la evaluacion de la
actividad bioldgica in vitro, iniciando con la evaluacién de la citotoxicidad en cultivo de bacterias,
para posteriormente comprobar la actividad citostatica sobre cultivo de linfocitos en 1988. A partir
de esa fecha, varias Casiopeinas® han sido evaluadas en diferentes modelos experimentales tanto
in vivo como in vitro, demostrado actividad citotéxica [161, 164], citostatca [181], genotdxica [164,
181] y antitumoral [162, 163].
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Esta ultima actividad bioldgica ha sido evaluada in vivo empleando el panel de cernimiento del
Cancer Chemotherapy National Service Center perteneciente al National Cancer Institute de los
Estados Unidos de Ameérica. Estos protocolos contemplan el uso de lineas tumorales murinas
transplantables en cepas singénicas como: Leucemia L210, sarcoma S180, melanoma B16 (Figura
12). Por otra parte, algunos compuestos han sido evaluados también en glioma C6 de rata [163] y
tumores xenotransplantados, entre ellos la linea de adenocarcinoma de colon HCT-15 [162]. En
cada uno de estos estudios preclinicos, los resultados han sido alentadores y han revelado que la
sustitucion en las diiminas y el cambio de ligante secundario modifica la magnitud de la actividad
bioldgica. Este mismo comportamiento se observa en la actividad antiproliferativa en lineas
tumorales humanas reportada por varios autores [161, 182] y en la actividad genotdxica [164,
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Figura 12. Actividad antitumoral in vivo en modelos murinos de acuerdo al panel de cernimiento
del Cancer Chemotherapy National Service Center perteneciente al National Cancer Institute en las
lineas tumorales murinas Sarcoma 180(5180), Melanoma B16 (B16) y Leucemia L1210 (L1210). La
actividad se encuentra reportada como indice de sobrevida (ILS) para los complejos evaluados
[Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(glicinato)]NOs (CS I-gly), [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(glicinato)JNOs (CS lI-gly), y [Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]NOs. (CS
Ill-ia). Recopilacion de datos de las tesis: Bravo-Gomez, M.E.,1998 [183]; Gracia-Mora, |. 1999
[184]; Mayet-Cruz, M.L.,1991 [185]; Huerta, L; Tinoco-Méndez,M [186].
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El mecanismo de accidén aun no se ha elucidado satisfactoriamente, sin embargo, existe evidencia
gue apoya la capacidad de estos compuestos para inhibir la proliferacion celular y producir muerte
por apoptosis de una forma dependiente de la dosis mediante mecanismos que pueden o no
involucrar la activacién de caspasas [162, 163, 182, 187]. La apoptosis que se observa puede ser el
resultado de una o varias sefiales que conducen a este efecto final; estas sefiales involucradas
podrian estar mediadas por varios mecanismos, siendo tres los principales: la interaccién directa
con el ADN [79, 165], la toxicidad mitocondrial que estos compuestos provocan [162, 163, 170,
171, 182], y la generacion de ROS [164]. Estos blancos celulares podrian jugar, de forma aislada o
cooperativamente, un papel importante en la regulacién de la muerte celular inducida por estos
compuestos.

La toxicidad mitocondrial se considera hoy en dia un posible blanco terapéutico y una estrategia
mas para tratar el cancer [188]. La inhibicion de la respiracion mitocondrial y de la sintesis de ATP
gue se observa después de la administracion de estos complejos de cobre, presenta un efecto
dependiente de la dosis y es el resultado del dafo en varios sitios mitocondriales que
comprometen los procesos celulares que dependen de energia. La Casiopeina ll-gly produce
inhibicién de la 2-oxoglutarato deshidrogenasa (2-OGDH) [171], la succinato deshidrogenasa (SDH)
[171] y la piruvato deshidrogenasa (PDH) [170] mediante la interaccion directa con los grupos
sulfhidrilos de estas enzimas o con la coenzima A, interfiriendo de esta forma con las funciones
mitocondriales [171]. Este compuesto, a dosis mayores de 15 nmol (mg protein)™, provoca el
incremento en la respiracion mitocondrial, el cual correlaciona con el hinchamiento de la
mitocondria dependiente de la apertura de los canales de potasio (Figura 13), seguida de una
fuerte inhibicion y la consecuente liberacidon de citocromo ¢ [171]. Esta dltima es una sefal
apoptédtica que activa la caspasa 9 y el factor apoptético activador de proteasa 1 (Apaf 1) [189].
Asi mismo, las Casiopeinas inducen la pérdida del potencial de membrana mitocondrial en células
de meduloblastoma [182] y gioma C6 de rata [163]. Estos efectos en el metabolismo mitocondrial
han llevado a pensar que los tumores de crecimiento rdpido, cuyo metabolismo es
predominantemente oxidante, podrian ser particularmente sensibles a la actividad de estos
farmacos [190].

Algunos autores han reportado que la inhibicidon de la proliferacidn celular [160, 163, 164] y la
degradacién del ADN [163-165] ocurren de forma simultdnea a la generaciéon de ROS y que estos
efectos se potencian en presencia de agentes reductores. Asi mismo, se ha observado
peroxidacion de lipidos [163] y la disminucidn del glutation reducido [160]. Lo cual sugiere que la
oxidacién del ADN u otros componentes celulares puede ser también la sefial de estrés que
desencadene por si misma la muerte celular por apoptosis. A pesar de que el cobre normalmente
participa en la generacidon de especies reactivas a través de la reaccién de Fenton, no existe
evidencia aun de que las Casiopeinas puedan participar en esta reaccidén in vitro o in vivo
incrementando asi el estrés oxidante. Sin embargo, el incremento de la citotoxicidad al agregar al
medio de cultivo agentes reductores, asi como el decremento de este efecto mediante la adicion
DMSO [160], el cual es un agente que secuestra al radical hidroxilo ('OH) [191], llevan a pensar que
esta reaccion es probable.
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Por otra parte, también existe la posibilidad de una interaccién directa de los complejos con el
ADN de forma intercalante y no intercalante debido al sistema aromadtico planar del ligante
diimina [45, 79, 192]. En la literatura se reporta que la activacion de la Poli(ADP-ribosa) polimerasa
-1 (PARP-1), como resultado del dafio al ADN, induce la liberacion del factor inductor de apoptosis
(AIF) y su translocacion en el nucleo, dando como resultado la muerte celular independiente de
caspasas [193]. Este ultimo efecto podria explicar las observaciones en los estudios con glioma C6
de rata [163] y en la linea tumoral humana carcinoma de ovario CH1 [187] en donde la apoptosis
ocurre por un mecanismo independiente de caspasas. Asi mismo, estos compuestos han
demostrado buena actividad bioldgica sobre la linea tumoral HCT-15 [162, 194], en la cual el p53
no esta activo. Se sabe que las lineas celulares con p53 inactivo son resistentes a los farmacos que
actuan a través de la mitocondria [195], razén por la cual se ha propuesto que la sefial apoptdtica
provenga de p73 [162], ya que el dafio al DNA inducido por algunos quimioterapeuticos potencia
la funcién apoptética de p73 [196].

Sin embargo, los blancos celulares podrian ser distintos a la mitocondria o el ADN ya que la
administracidn in vivo de complejos de esta familia produce dafio severo en eritrocitos, el cual se
manifiesta como anemia hemolitica [197]; este efecto es similar al que produce el cobre por si
mismo [101, 105, 109]. Los eritrocitos carecen de los dos blancos celulares antes mencionados,
mitocondria y ADN, por lo tanto, es razonable concluir que podrian existir también otros blancos
celulares involucrados.

En resumen, a nivel molecular, la evidencia apunta hacia una compleja red de blancos bioldgicos,
en cada uno de ellos, el dafio podria estar mediado por diversos mecanismos, los cuales son
activados de forma dependiente de la dosis, entretejiéndose de manera simultdanea o bien
cobrando importancia segun el sistema en el que son evaluados y las condiciones empleadas.

Desde luego la citotoxicidad de este grupo de compuestos despierta la preocupacién acerca de su
selectividad hacia las células tumorales, razon por la cual se han realizado varios estudios
comparativos empleando diferentes lineas celulares tanto normales como transformadas. La
Casiopeina llI-gly ha demostrado inhibir in vitro la proliferacién celular de lineas tumorales como
Hela y hepatoma AS-30D, sin afectar la viabilidad o proliferacién de lineas no tumorales como los
linfocitos [190, 198]. En contraste, otros efectos como la inhibiciéon de la respiracién celular y la
pérdida del potencial mitocondrial son similares en células de higado, rifidn y AS-30D empleando
concentraciones in vitro de 1-10 nmol (mg proteina)™ [171], lo que lleva a pensar que podrian
existir reacciones adversas resultado de la administracion de este compuesto in vivo. Es
importante mencionar en este punto que la efectividad de estos compuestos como antitumorales
es el resultado de sus efectos tdxicos en varios niveles celulares y no sélo como consecuencia de la
toxicidad mitocondrial.

Con respecto a la toxicidad in vivo, se ha observado durante las evaluaciones de actividad
antitumoral que a la dosis de 3.0 mg/kg (6.74 umol/kg) y 6.0 mg/kg (13.5 umol/kg) q.d. 4 x 6 (cada
dia 4 por 6 dosis) via intraperitoneal, la Casiopeina lll-la produce adhesiones e inflamacién en la
superficie peritoneal de ratones nu/nu, siendo este Ultimo efecto producto de la irritacidn crénica
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[162]. Por otra parte, en ratas Wistar, la administracion de Casiopeina ll-gly por via intravenosa
provoca anemia hemolitica, caracterizada por la disminucién de la concentraciéon de hemoglobina
y glébulos rojos que se acompafia de una marcada leucocitosis neutrofilica y cambios morfolégicos
en el bazo. Estos efectos son dependientes de la dosis administrada, y reversibles a los 15 dias
cuando se emplea una dosis Unica de 5 mg/Kg. El tipo de dafio generado es compatible con la
generacion de radicales libres y dafio oxidante en la membrana y en el interior de las células [197].
Los efectos hematotdxicos producidos por Casiopeina ll-gly son similares a los que se producen
por toxicidad asociada a cobre [199-201].

Estos compuestos producen como principales efectos adversos, toxicidad respiratoria y
cardiovascular en diferentes especies. Los ensayos en roedores para evaluar la toxicidad aguda de
estos compuestos muestran que la toxicidad estd directamente vinculada con la velocidad de
infusién a la cual el compuesto es administrado por via intravenosa [202]. Por otra parte, en
estudios in vitro en corazén de rata aislado se encontrd que estos compuestos disminuyen el gasto
cardiaco y el consumo de oxigeno a las concentraciones de 4 y 4.6 uM para Casiopeina Il-gly y
Casiopeina lll-la, respectivamente. Este efecto se atribuye a la fuerte inhibicion que estos
compuestos tienen sobre el metabolismo energético [170, 171] como resultado de la inhibicidn de
la piruvato deshidrogenasa, 2-oxoglutarato deshidrogenasa y creatina cinasa, enzimas
involucradas en la generacién de la energia necesaria para el funcionamiento cardiaco. En este
mismo estudio, la administracién femoral in vivo de Casiopeina Il-gly en una dosis de 1uM
demostrd que este compuesto es inocuo en este modelo probablemente debido a su fuerte unién
con la albumina sérica. Este efecto cardiotoxico in vivo es mucho menor al del farmaco control
adriamicina, el cual es un antineopldsico empleado en la clinica que presenta un efecto
cardiotoxico potente [170]. En estudios de toxicidad aguda en perros, después de Ia
administracién intravenosa de dosis muy superiores (DLys), 200 mg/m? (10 mg/Kg) para Casiopeina
ll-iay 160 mg/m2 (8 mg/Kg) para Casiopeina Il-gly, se observa que ambos compuestos producen
taquipnea y disminucion de la presién arterial, taquicardia seguida de bradicardia y finalmente
paro cardiaco alrededor de 25 minutos posteriores a la administracién, acompafiado de edema
pulmonar cuyo origen probablemente sea mixto, causado por una parte por toxicidad directa
sobre los capilares pulmonares, y por otra, debido a la cardiotoxicidad que este compuesto tiene
[203]. El andlisis por microscopia electronica reveld la desorganizaciéon de las microfibras
musculares en el corazén y la pérdida de las crestas mitocondriales en células cardiacas (Figura
13A) [203]; este ultimo efecto in vivo sobre las mitocondrias se ha observado también en células
HCT-15 in vitro (Figura 13B) [162].

En cuanto a la toxicidad reproductiva, la evidencia indica que la Casiopeina lll-ia produce
infertilidad sin afectar el proceso de implantacién. Este compuesto provoca la disminucién tanto
en la cantidad como en la motilidad de los espermatozoides desde dosis de 1.75 mg/Kg, vy
anormalidades espermaticas en ratones machos CD-1 a partir de una dosis de 3.5 mg/Kg
administrada crénicamente durante 60 dias. La Casiopeina lll-ia induce alteraciones esqueléticas y
osificacidn tardia en la descendencia de los machos tratados, posiblemente como resultado de
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alteraciones tiroideas o paratiroideas. El aumento en la frecuencia de reabsorciones tempranas y
tardias con dosis de 1.75 mg/Kg indica la presencia de mutaciones letales dominantes. Los efectos
reprotoéxicos de la Casiopeina lll-ia presentan una relacidn dosis-respuesta [204]. Por otra parte, la
Casiopeina lI-gly produce disminucidn significativa en el promedio de los sitios de implantacién,
incremento en el nimero de reabsorciones y una disminucién del 50% en el nimero de fetos por
camada en ratones CD-1 a una dosis de 4.4 mg/Kg. Asi mismo, Casiopeina IlI-gly produce efectos
teratogénicos principalmente en las extremidades, siendo micromelia, extremidades mal rotadas y
extremidades hiperextendidas los efectos que mds frecuentemente se presentan desde dosis de
2.2 mg/Kg. Los machos son mds susceptibles a los dafios por Casiopeina ll-gly que las hembras
[205].

Figura 13. Microscopia electrénica: A. pérdida de las crestas mitocondriales en células cardiacas
después de la administracion in vivo a perros de la DLy de Casiopeina lll-ia (10 mg/Kg), tomada de
Leal-Garcia, M. 2007 [203]; B. pérdida de las crestas mitocondriales en células HCT-15
administradas in vitro con una dosis de 2.5 ug/mL de Casiopeina lll-ia, tomada de Carvallo-
Chaigneau, F. 2008 [162].

5. Estudios QSAR.

Por generaciones el objetivo de los cientificos ha sido crear moléculas con propiedades especificas.
Sin embargo, debido a la combinacién de serendipia y empirismo como base del descubrimiento
de nuevos farmacos, encontrar nuevas moléculas con actividad bioldgica ha sido un proceso
extremadamente desafiante. La decisidon de cuales compuestos sintetizar mediante prueba vy error,
y su evaluacion biolégica de forma aleatoria, han probado a lo largo de la historia ser un método
inefectivo que consume grandes cantidades de tiempo y recursos.

Los estudios de correlacion estructura quimica-actividad biolégica (QSAR) se han aplicado por
décadas en el desarrollo de nuevos farmacos, ya que presentan numerosas ventajas frente a los
métodos tradicionales y pueden apoyarse en los avances que actualmente existen para la
dilucidacion de la estructura molecular o en recursos computacionales. Todos los analisis QSAR
estan basados en la hipdtesis de que las contribuciones de diferentes propiedades estructurales o
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caracteristicas de un compuesto a su actividad bioldgica son aditivas, siempre que no existan

dependencias no lineares de transporte o unién con ciertas propiedades fisicoquimicas.

Tabla 5. Descriptores mds empleados en los estudios QSAR. Tomada de Grover et al., 2000 [206].

Solubilidad

Solubilidad Molar (S)

Solubilidad en fraccidon molar (X)
Coeficientes de actividad (Log v.,)
Parametros de solubilidad Hildebrand ()

Lipofilicos

Log Po/w

Log D

Rm (TLC)

Log k’, Log K,, (RPLC)
Constante de Hansch (n)
Constante de Rekker (f)

Electrénicos

Constante de ionizacidn (pKa)

Constante de Hammett ()

Constante polar de Taft (6*)
Componentes inductivos y de resonancia
de Taft (34, Og)

Momento dipolar

Parametros de puente de hidrégeno.

Estéricos

Parametro estérico de Taft (Es)
Refractividad molar (MR

Parachor

Parametro estérico de Charton (v)
Parametro de van der Waal’s

Constitucionales

Numero total de atomos

Numero de tipos de dtomos individuales
Numero total de enlaces

Numero de tipos individuales de enlaces
Numero de anillos

Peso molecular

Peso atémico promedio

Topoldgicos

indice de Wiener (W)

indices de Randic

indices de conectividad de Kier y Hall
indice de forma de Kier

indice de flexibilidad de Kier

indice de Balaban (J)

indice de informacién de contenido (IC)
indices de forma Kappa

Complejidad Topoldgica

indice de conectividad excéntrico
indice Detour

Geométricos

Principio de momento de inercia
Volumen molecular

Area superficial molecular

Area superficial accesible al disolvente
indice de gravitacion

Electrostaticos

Cargas parciales maximas y minimas en la molécula
Parametros de polaridad

Descriptores de drea superficial de cargas parciales
(CPSA)

Quimica cuantica

Distribucién de carga y descriptores relacionados
Energias HOMO-LUMO

Densidades de orbitales

Superdeslocalizacidn

Polarizabilidad dtomo-atomo

Polarizabilidad molecular

Energias cuanticas moleculares

Miscelaneos

Desplazamientos quimicos: 'H, Bc (dppm)
Frecuencias de IR (V)

Tension superficial
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En principio, la estructura de un compuesto, encierra toda la informacién que predetermina las
propiedades fisicoquimicas, quimicas, y por tanto, biolégicas de ese compuesto. En 1868 Crum-
Brown y Fraser [207] propusieron por primera vez que la actividad fisiolégica de un compuesto
depende de su “constitucién”, planteando esta hipdtesis en términos matematicos segun la
Ecuacidon 1. Algunas décadas después, Richet [208], Meyer [209], y Overton [210], de forma
independiente encontraron relaciones lineales entre la lipofilicidad, expresada como solubilidad o
coeficiente de reparto aceite-agua, y efectos bioldgicos, como toxicidad y actividad narcética.
Posteriormente Hammet [211] proporciond los fundamentos para la comprensidn de los efectos
que tienen los cambios electrdonicos en la estructura sobre un mecanismo de reaccién. En 1956
Taft [212] completé el modelo de Hammett permitiendo la descripcién por separado de las
propiedades electrdnicas y estéricas de los sustituyentes en los compuestos alifaticos. Sin
embargo, el verdadero progreso en el calculo de relaciones estructura-actividad (SAR) se dié
durante la década de los sesentas con la publicacion de forma independiente de los métodos
propuestos por Free-Wilson [213] y Hansch [214] en 1964; ambos trabajos marcan el inicio del
desarrollo del QSAR. Desde entonces, las ecuaciones QSAR se han empleado exitosamente para
describir miles de actividades bioldgicas en diferentes series de farmacos y candidatos con
actividad biolégica. El norfloxacino, un antibidtico de amplio espectro, representa un ejemplo de
un producto descubierto a través del analisis QSAR que actualmente esta en el mercado [215].

@ = f (constitucidén) (Ec. 1)

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas y bioldgicas mds empleadas en los estudios QSAR. Tomada de
Grover et al., 2000 [206].

Fisicoquimicas Biolagicas

Propiedades organolépticas Actividad

Punto de ebullicion Dosis letal 50 (DLsg)
Constantes de disociacion Perfil alquilante (con ADN)
Viscosidad Bioconcentracion

Punto de fusidon Biodegradacion

Volumen molar Carcinogenicidad
Coeficiente de difusidn Toxicidad crénica
Coeficiente de reparto octanol-agua ¢ aire-agua Constante de inhibicidn
Reactividad Perfil metabdlico
Caracteristicas de liberacidon Constante de Michaelis
Solubilidad Mutagenicidad

Estabilidad Penetracion a través de la piel
Transportabilidad Farmacocinética

Presién de Vapor Unidn al receptor

Tiempo de retencion cromatografica y factores de

respuesta.
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Las relaciones quantitativas estructura-actividad (QSAR) correlacionan, dentro de una serie de
analogos, afinidades de los ligantes a sus sitios de unidn, constantes de inhibicidn, constantes de
velocidad y otras actividades bioldgicas, ya sea con ciertas caracteristicas estructurales (Free-
Wilson analisis) o con propiedades atémicas o moleculares como lipofilicidad, polarizabilidad,
propiedades electrénicas y estéricas (Hansch analisis). Las Tabla 5 y Tabla 6 muestran algunos de
los descriptores y propiedades mds empleados en el andlisis QSAR [206].

5.1 Free Wilson analisis

En 1964, Free y Wilson propusieron un modelo matematico que describe la presencia o ausencia
de ciertas caracteristicas estructurales, por ejemplo, los grupos que son modificados
guimicamente. A estas caracteristicas estructurales se les otorga valores de 1 6 cero y se
correlaciona la matriz estructural resultante con los valores de actividad biolégica segin la
Ecuacidon 2 [213, 216]. Donde, los valores a; representan la actividad bioldgica del grupo de
contribuciones de los sustituyentes X;, X,, ... X; en las diferentes posiciones p del compuesto 1
(Figura 14) y n es el valor de la actividad bioldgica del compuesto de referencia, normalmente el
compuesto lider sin sustituyentes. La ventaja mas importante de este método es que sdlo se
requiere conocer la estructura de los compuestos y la actividad bioldgica para generar un modelo
QSAR. Por el contrario, este método presenta como desventajas que al menos dos posiciones
diferentes de sustitucion deben ser quimicamente modificadas, las predicciones sélo pueden
hacerse para las combinaciones nuevas de los sustituyentes previamente incluidos en el analisis,
se requieren muchos grados de libertad para describir a cada sustituyente y los casos en donde
una caracteristica estructural ocurre una sola vez en todo el set de datos obscurecen los
resultados estadisticos del modelo [216, 217].

Logl/C=Xa;+u (Ec. 2)

Figura 14. Representacion esquemdtica de una molécula para el andlisis de Free Wilson. Los
sustituyentes X; se presentan en diferentes posiciones p sobre un esqueleto estructural comun. La
presencia de los sustituyentes en las posiciones p es codificada con los valores 1 o cero,
respectivamente.Tomada de Kubinyi, H. 1997 [218]
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5.2 Analisis de Hansch

Este analisis, también publicado en 1964, es conocido como “enfoque extratermodinamico”
debido a que correlaciona un efecto biolégico con propiedades fisicoquimicas que estan
relacionadas con la energia libre como constantes de equilibrio por ejemplo. Este modelo esta
basado en la Ecuaciéon 3, donde P = coeficiente de reparto n-octanol/agua, s= parametro
electrénico de Hammett, a,b,c = coeficientes de regresién, k = constante [214, 216, 217].

Llog1/C=a(LogP)*+blogP+co+..+k (Ec. 3)

Esta ecuacion fue desarrollada a partir del concepto de que el transporte de un farmaco desde el
sitio de aplicacién hasta su sitio de acciéon depende de una forma no lineal de la lipofilicidad del
farmaco; y que la constante de afinidad a su contraparte bioldgica, como una enzima o receptor,
depende de la lipofilicidad, las propiedades electrdnicas y de otras propiedades relacionadas con
la energia libre (LFER). La Ecuacidn 3 combina la descripcidon de los dos procesos en un modelo
matematico. Ademas de la introduccidn de un término parabdlico para la dependencia no lineal de
la lipofilicidad y la combinacidn de diferentes propiedades fisicoquimicas en una ecuacidn, Hansch
y Fujita definen el pardmetro m como la lipofilicidad del sustituyente X (Ecuacion 4) [214, 217], de
la misma forma que Hammet definid antes el parametro electréonico o (Ecuacién 5) [211]. En Ia
Ecuacion 4 el coeficiente de reparto P es una constante de equilibrio, similar a la constante de
disociacidn o las constantes de reaccién K en la Ecuacién 5. Con la ayuda de estas definiciones se
hace posible usar valores tabulados obtenidos de la literatura en lugar de valores experimentales.

7ix = log Prx — Log Pgy (Ec. 4)
PG = log Kryx — Log Kgn (Ec. 5)

El analisis de Hansch supera al andlisis de Free-Wilson, ya que sdlo se requieren pocas propiedades
para correlacionar la actividad biolégica y el modelo puede ser interpretado directamente en
términos fisicoquimicos. Asi mismo, a diferencia del anadlisis de Free-Wilson, se pueden hacer
predicciones de compuestos con sustituyentes diferentes a los analizados en el modelo. Sin
embargo, si la naturaleza de los sustituyentes no evaluados difiere mucho de aquellos analizados
por el modelo, es probable que las predicciones fallen; para evitarlo, es necesario evaluar un
grupo mas heterogéneo de sustituyentes.

La aplicacion adecuada de este método requiere partir de una hipétesis de trabajo. Asi mismo, es
recomendable evaluar en la correlaciéon varios parametros fisicoquimicos que sean
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independientes, solos o en conjunto, hasta hallar el modelo que mejor describa los datos. Se
recomienda incluir de 4 a 5 datos por cada variable que se incluya en el analisis. Finalmente, el
modelo aceptado debe ser el mds sencillo y todas las variables incluidas deben estar
estadisticamente validadas [217, 219].

En algunas ocasiones, ninguno de los dos modelos permite una descripcién adecuada de la
actividad bioldgica, en esos casos es posible emplear la combinacién de ambos modelos en uno
solo. Este método se conoce como “enfoque mixto” [216, 217]. La Ecuacion 6 combina las ventajas
de los andlisis de Hansch y Free-Wilson ampliando de esta forma la aplicabilidad de ambos
métodos [220]. Los parametros fisicoquimicos describen partes de la molécula con una amplia
gama de variaciones, mientras las variables indicadoras a; (variables tipo Free-Wilson) codifican los
efectos de las variaciones estructurales que no pueden describirse de otra forma.

Log1/C=a(logP)*+blogP+co+...+Xa +k (Ec. 6)

Cualquiera que sea el modelo QSAR empleado para describir la actividad bioldgica, el ajuste de
una ecuacién QSAR dependera de la calidad de los datos bioldgicos, la habilidad del modelo para
describir la realidad y la relevancia de los parametros (variables independientes) para que el
proceso pueda ser modelado [217].

5.3 Métodos QSAR 3D

En 1979, se propuso un nuevo enfoque en 3D para describir las propiedades moleculares por
campos, calculandolas a partir de la interaccion de las moléculas con una red regular
tridimensional [221]. De estos campos se extraen vectores empleando el analisis de componentes
principales y se correlacionan con la actividad bioldgica. A este método se le llamdé mas tarde
enfoque DYLOMMS (dynamic lattice-oriented molecular modeling system - sistema de modelaje
molecular de reticula dindmica orientada) y se comenzd a emplear ampliamente a partir de 1988
[221, 222], cuando el anélisis por minimos cuadrados (PLS) se empled para correlacionar los
valores del campo con las actividades bioldgicas. El método, ahora conocido como andlisis
comparativo de campo molecular (CoMFA), se emplea especialmente para obtener modelos
cuantitativos de constantes de inhibicidn enzimatica y otras propiedades de unidn particularmente
cuando se conoce la estructura tridimensional de la enzima [219, 223]. En este método, el grupo
de compuestos seleccionado debe estar quimicamente relacionado y debe actuar a través del
mismo mecanismo de accién; sin embargo, en contraste con los métodos QSAR clasicos, es
requisito indispensable que el grupo de analogos tenga un farmacéforo comin y no
necesariamente el mismo esqueleto molecular [218]. Debido a que el farmacdéforo se refiere a una
estructura tridimensional, este método requiere como primer paso de la optimizacién energética
de cada una de las estructuras para posteriormente superponerlas e introducirlas en una reticula
regular para calcular diferentes campos moleculares en cada punto de la rejilla; la distancia de
eleccion entre los puntos de la rejilla es de 2 A° (Figura 15). Las interacciones energéticas en cada
punto de la rejilla se determinan empleando dtomos o grupos de atomos, por ejemplo, 4tomos de
carbono neutro para calcular interacciones de van der Waals, atomos cargados para interacciones
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Coulémbicas, o donadores y aceptores de puentes de hidrégeno para interacciones de puentes de
hidrégeno. Finalmente estas interacciones se correlacionan con la actividad bioldgica a través de
PLS.
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Figura 15. En un estudio de andlisis comparativo de campo molecular (COMFA) todas las moléculas
de una serie de compuestos relacionados se sobreponen de acuerdo a su farmacdforo en comun.
Posteriormente se embeben dentro de una caja con una red regular que descansa sobre las
moléculas. Para mejorar la visualizacion en este ejemplo, la caja es mds pequefia de lo usual, solo
las lineas externas de la rejilla estdn indicadas, y sélo se muestra una molécula en vez de todos los
andlogos. Adaptada de Kubinyi, H. 1997 [218]

Uno de los pasos mds criticos en un estudio CoMFA es la alineacién de los andlogos segun su
farmacoéforo en comun, ya que los resultados pueden variar radicalmente con pequeiios cambios
en la orientacién de la molécula, de la caja o de los puntos de la rejilla en los cuales los campos se
calculan. En muchos casos, para moléculas que no son parte de una serie de analogos con un gran
numero de enlaces que pueden rotar, llegar a la alineacién correcta es muy dificil e incluso en
ocasiones imposible. Tedricamente, este problema limita las aplicaciones de los estudios COMFA,
sin embargo, algunas investigaciones han proporcionado evidencia acerca de la apropiada
descripcidn de las afinidades de las moléculas a pesar de que las geometrias estudiadas sean
diferentes a su correcta conformacion bioactiva. Por otra parte, para evitar estos problemas se
han desarrollado métodos que no dependen de la alineacién comun de las moléculas [224, 225].

5.4 Técnicas de correlacion para el desarrollo de estudios QSAR.

En cualquier estudio QSAR, la propiedad de interés se correlaciona con varios descriptores, esto se
logra con la ayuda de las técnicas estadisticas de multivariables; sin embargo, también se pueden
emplear algunas técnicas no estadisticas como las mencionadas en la Tabla 7. Debido a su
importancia en la metodologia del presente trabajo destacaremos tres de ellas: El andlisis de
regresion lineal multiple, el andlisis de Free-Wilson, y el andlisis de minimos cuadrados.
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Tabla 7. Técnicas estadisticas y no-estadisticas empleadas en los estudios QSAR. Adaptada de
Grover et al., 2000 [206].

Analisis de regresion lineal multiple (RLM)
Anglisis de Free-Wilson

Analisis por “agrupaciones” (cluster)
Reconocimiento de patrones

Anglisis de Factores

Anilisis discriminante

Analisis de componentes principales (PCA)
Analisis de minimos cuadrados (PLS)
Redes neuronales artificiales (ANN)
Algoritmos evolutivos

Entre las técnicas estadisticas de multivariables, el analisis de regresion lineal multiple (RLM) es el
mas empleado en los estudios QSAR. A este andlisis se le conoce también como el modelo LFER
(linear free energy relationships) debido a que es el andlisis estadistico que se emplea para el
analisis de Hansch. Esta técnica cuantitativa identifica la dependencia de una propiedad del
farmaco con alguno o todos los descriptores bajo investigacion. La validez de la ecuacién y la
importancia relativa de los diferentes criterios empleados se juzgan a través de los valores del
coeficiente de correlacion multiple (R), el cociente de Fisher (F), el valor de la t de Student (t) y la
desviacion estandar (s). La posibilidad de correlaciones al azar se mantiene en un nivel bajo
restringiendo el numero de variables independientes con respecto al numero total de datos, ya
que el riesgo de obtener este tipo de correlaciones aumenta con el incremento del nimero de
variables consideradas en el modelo. Estos aspectos fueron discutidos ampliamente por Topliss y
colaboradores [226]. Debido a esto, es necesario un método de validaciéon para evaluar los
modelos. EIl método mas comun es el llamado “dejar uno afuera” (leave one out (LOOQ)), la
significancia de la correlacion se evalua a través de el coeficiente de validacién cruzada (R* o Q2).
Otro método es dividir el grupo de compuestos en dos subgrupos, un subgrupo del cual sera
derivado el modelo y un segundo subgrupo de evaluacién para el cual se predicen las actividades
bioldgicas a partir del modelo. Sin embargo, esto sélo se puede realizar cuando se cuenta con
grupos de compuestos relativamente grandes, y sélo si las variaciones estructurales en ambos
subgrupos son comparables. Hansch recomienda la validacién lateral de los resultados del QSAR,
en donde se comparan modelos obtenidos para series de compuestos cercanamente relacionados
en un sistema bioldgico de prueba, o bien, se comparan modelos QSAR derivados para una sola
serie de compuestos en varios modelos bioldgicos de prueba relacionados, por ejemplo serina-
proteasas y cisteina-proteasas [227].

Desde luego, otro modelo estadistico muy empleado es el ya mencionado andlisis de Free-Wilson
o modelo de novo, el cual estd basado en la suposicién de que los sustituyentes contibuyen de
forma aditiva a una propiedad medible [213]. Este concepto de adicién implica que la contribucion
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a la actividad que tiene la molécula lider y cada sustituyente es constante. El modelo por tanto
puede expresarse como un conjunto de funciones lineales de contribuciones desconocidas de los
sustituyentes y una contribucidn grupal constante. Este método se aplica facilmente y se emplea
para encontrar la significancia de la contribucion de un sustituyente a una propiedad medible. El
método tiene algunas desventajas, la primera es que se encuentra limitada a las relaciones
aditivas, y la segunda es que deben existir variaciones estructurales en al menos dos posiciones
diferentes para evitar errores. Algunas modificaciones a este método son el modelo Cammarata,
el modelo Fujita-Ban y el método Free-Wilson modificado [228, 229]. También existe la
combinacion del analisis de Free-Wilson y el andlisis de regresion lineal multiple en el ya
mencionado “enfoque mixto”, lo cual amplia la aplicabilidad del modelo LFER y el método de novo
[220].

Finalmente, otro método muy empleado es el andlisis de minimos cuadrados (PLS), el cual ofrece
mejores oportunidades que RLM para la correlacion de un gran numero de variables con la
actividad bioldgica de un ndmero limitado de compuestos. PLS es un enfoque popular para el
desarrollo de modelos predictivos y es un método alternativo para la seleccién de variables a usar
en los modelos, especialmente cuando existen muchas variables altamente intercorrelacionadas
(colinealidad) [217, 230]. Por otra parte, PLS es el andlisis estadistico que normalmente se emplea
para los estudios COMFA [221, 222].

5.5 Contribuciones del QSAR al disefio de farmacos.

Las contribuciones de los estudios QSAR al disefio de farmacos son muchas; existen numerosos
casos de compuestos bioactivos que se han identificado 6 disefiado a través de estas técnicas y
que han llegado a comercializarse exitosamente principalmente en las dreas de agricultura y
medicina [231]. El Norfloxacino, un antibacterial de amplio espectro, representa un ejemplo muy
exitoso de un producto comercializado actualmente, descubierto a través del andlisis QSAR [215,
232].

Los estudios QSAR deben ser considerados como una herramienta para derivar una hipdtesis, la
cual debe ser comprobada mediante la sintesis de los compuestos sefialados por el estudio y su
evaluacidn biolégica [217]. El objetivo principal es siempre la comprension de la relacién existente
entre la estructura del compuesto bioactivo y su actividad bioldgica; sin embargo, la obtencién de
predicciones es un medio para disefar nuevos andlogos que permitan la optimizacién y el
refinamiento de la actividad biolégica o de las propiedades Utiles de un grupo determinado de
compuestos. Por otra parte, existen otras ventajas que resultan del empleo de estos estudios,
entre ellas se encuentran la reduccién de los animales de experimentacion y el diagndstico del
mecanismo de accion [217].
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En la investigacion médica existe el dilema constante de garantizar la seguridad del farmaco y
evitar el empleo de animales de experimentacion, ya que para evitar efectos desastrosos debido a
su uso en humanos es necesaria la evaluacidon exhaustiva de la toxicidad en animales. Sin
embargo, resulta muy deseable la reduccidon al minimo, e incluso el remplazo, de los animales
empleados en la investigacidn. En este sentido, los ensayos in vitro en conjunto con los modelos
matematicos como el QSAR se presentan como alternativas viables, ya que reducen el nimero de
farmacos a evaluar mediante un disefio inteligente de andlogos para mejorar la actividad [217], y
por otra parte pueden ser empleados para predecir la toxicidad [233-237].

Otra gran ventaja de los estudios QSAR es que los modelos matematicos se pueden interpretar
directa o indirectamente en términos fisicoquimicos o de caracteristicas estructurales, y de esta
forma pueden apoyar o rechazar hipdtesis acerca del mecanismo de accidn, esclareciendo el
comportamiento de una molécula al nivel del receptor [217, 238] o bien delineando las
propiedades necesarias para el transporte del farmaco hasta el sitio de accion [217].

A pesar de las dificultades en la adecuada aplicacion del QSAR [215], existen en la literatura
muchos ejemplos bien documentados en donde esta técnica ha probado ser una valiosa
herramienta para dirigir la optimizacidon de la actividad biolégica [217, 224, 225, 231] y, desde
luego, toda esta reduccién de los esfuerzos de investigacion se traduce también en la reduccidn
del tiempo y costos invertidos en la misma.

Con base en lo anterior, se considerd necesario realizar un estudio QSAR para la familia de
compuestos de cobre (Il) patentados como CASIOPEINAS®, con el objetivo de identificar las
caracteristicas fisicoquimicas y estructurales que regulan la actividad biolégica. La comprension de
esta relacion permitira comprender y apoyar los mecanismos de accién propuestos, guiar las
evaluaciones biolégicas hacia los compuestos mas activos y mas seguros, y realizar un redisefio
racional de estos compuestos optimizando en todo momento recursos de investigacion. El
presente trabajo muestra los resultados de un estudio QSAR para las series de compuestos [Cu(N-
N)(acac)]NOz y [Cu(N-N)(gly)]NO; con diferentes sustituyentes en el ligante diimina.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Se sabe que los compuestos de coordinacién de la familia Casiopeinas® presentan actividad tdxica
in vivo y antiproliferativa in vitro en diferentes grados, entonces, las series de andlogos [Cu(N-
N)(acetilacetonato)]NO; y [Cu(N-N)(glicinato)]NO; presentaran una correlacion entre el valor de
dichas actividades y sus propiedades fisicoquimicas en funcién de los sustituyentes periféricos en
el ligante diimina y la naturaleza del ligante secundario.

OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar la relaciéon existente entre la estructura quimica de las series de andlogos [Cu(N-
N)(acetilacetonato)]NOs y [Cu(N-N)(glicinato)]NOs y su actividad téxica in vivo y antiproliferativa in
vitro.

Objetivos Particulares

1. Sintetizar 12 compuestos de coordinacién del tipo [Cu(N-N)(acac)]NO;

2. Caracterizar por espectroscopia UV, IR (4000-400 cm™), analisis elemental, termogravimetria,
conductimetria y momento magnético a 12 compuestos de coordinacion del tipo [Cu(N-
N)(acac)]NO;

3. Implementar un método adecuado para la determinacidon del coeficiente de distribucion
Octanol-H,0 (Log D).

4. Determinar los coeficientes de distribucién (Log D) de 12 compuestos de coordinacion del tipo
[Cu(N-N)(acac)]NO3

5. Implementar un método adecuado para la obtencién experimental del potencial de media
onda (Ey,).

6. Determinar E;; para 12 compuestos [Cu(N-N)(acac)]NO; por el método implementado
(Voltamperometria ciclica)

7. Evaluar la actividad antiproliferativa in vitro de 12 compuestos [Cu(N-N)(acac)]NOs; en las lineas
tumorales humanas SiHa y Hela.

8. Evaluar la actividad antiproliferativa in vitro de 12 compuestos [Cu(N-N)(acac)]NO; y 9
compuestos [Cu(N-N)(gly)]NO; en las lineas tumorales humanas MCF-7 y HCT-15.

9. Evaluar la toxicidad aguda in vivo (DLsp) en ratones ICR de 12 compuestos de coordinacion del
tipo [Cu(N-N)(acac)INO;

10.Analizar la relacién estructura quimica-actividad bioldgica (téxica y citostatica)
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METODOLOGIA

1. Diserio experimental

La familia de compuestos Casiopeinas® ha sido estudiada en varios modelos tanto in vivo como in
vitro, siendo sus dos representantes mds estudiados el complejo [Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)
(acetilacetonato)]NO; 6 Casiopeina lll-ia, y el complejo [Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)
(glicinato)]NO; 6 Casiopeina ll-gly. Ambos complejos han demostrado diferentes grados de
actividad citotéxica [160, 161, 164, 165, 197], proapoptdtica [162, 163, 187] y antitumoral [162,
163]. Esta diferencia es atribuible desde luego a las variaciones estructurales entre ambos
compuestos, las cuales se pueden resumir de la siguiente forma: 1. no comparten la misma
diimina; 2. el ligante secundario en la Casiopeina lll-ia es un donador por oxigeno y forma un anillo
de 6 miembros con el centro metdlico, mientras que en la Casiopeina ll-gly es un donador por
oxigeno y nitrégeno y forma un anillo de 5 miembros; y 3. El ligante secundario en la Casiopeina
lll-ia es simétrico mientras que en la Casiopeina ll-gly es asimétrico. Todas estas variaciones traen
como consecuencia diferencias en propiedades fisicoquimicas que se ven reflejadas en esa
diferencia de actividad.

Con base en estos resultados, en el presente trabajo se realizé un estudio QSAR seleccionando las
series complejos [Cu(N-N)(acac)]NOsz y [Cu(N-N)(gly)INOs, donde N-N es un ligante diimina con
sustituciones en diferentes posiciones (Figura 16). Los dos compuestos antes citados quedan
incluidos en estas dos series de compuestos. Debido a la escasez de parametros de “relaciones
lineales de energia libre” (LFER) que sean precisos y transferibles para complejos metalicos, fue
necesario determinar experimentalmente el coeficiente de distribucién (D) y el potencial de media
onda (Ey/2), con el objetivo de emplearlos junto con algunos descriptores de sustituyentes tomados
de la literatura en el desarrollo de las ecuaciones QSAR.
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Figura 16. Estructuras de los complejos estudiados. A. [Cu(2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]’ B.
[Cu(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]” y C. [Cu(1,10-fenantrolina)(glicinato)]’
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El primer grupo de compuestos, [Cu(N-N)(acac)]NO; (Figura 16A y B), fue seleccionado
inicialmente con la intensién de realizar el estudio manteniendo constante la mayor parte de la
estructura. Esta primera serie tiene como caracteristica principal que el ligante secundario es
simétrico, por lo cual no existe la posibilidad de is6meros estructurales. La serie incluye como
ligantes primarios tanto 2,2’-bipiridinas como 1,10-fenantrolinas lo que permite evaluar la
influencia no sélo de las sustituciones en la diimina sino del tipo de diimina también. Esta primera
serie permitié analizar: 1. la influencia que el tipo de diimina y sus sustituyentes en ella tienen
sobre las propiedades fisicoquimicas como potencial de media onda (E;;) y coeficiente de
distribucion (Log P); 2. La relacidn que estas propiedades guardan con la dosis letal (DLso) o la
concentracién inhibitoria 50 (Clsg) en varias lineas tumorales humanas; y 3. Analizar la validez del
empleo de propiedades de los ligantes para describir las propiedades del complejo en modelos
QSAR.

El segundo grupo de compuestos, [Cu(N-N)(gly)]NOs (Figura 16C), comparte la phen como ligante
primario y gly como ligante secundario. Esta serie permitié: 1. realizar una validacion lateral
recomendada por Hansch en este tipo de estudios QSAR [227]; y 2. analizar la influencia que tiene
el cambio del ligante secundario cuando acac es sustituido por gly.

‘ Sintesis ‘

l

Caracterizacion
IR (4000-400cm), TG (25-200°C, 5°/min), A.E. (C,H,N),
Conductimetria, peffy UV (acuoso:25°C, pH 7.4; octanol:25°C)

| |

Ensayos Determinaciones Descriptores tomados de la
biol6gicos fisicoquimicas literatura o calculados
| | pKaligante N-N, LogP ligante N-N
Clso DL, LogD E.,
Ensayode inhibicion de RatonesICR & octanol/H,0O Voltamperometria ciclica. pH
la proliferacion celular 23+3g1l2al5 determinadoapH=7.4 7.0 en una mezcla etanol/H,O
Hela, SiHa, semanas de y 25°C (método “shake 2/5 (v/v),6.25x 10° M
MCF-15,HCT15. edad flask”) amortiguador BTP,0.05M
KNO,. Electrodos: carbén
vitreo-Pt-Ag/AgCIl0.1M

Analisis QSAR

Regresion multiple — Anova- =0.05
1. Anélisis de la Influencia del donador N-N
2. QSAR empleandodescriptores solamente para los ligantes
3. Andlisis de la Influencia del ligante secundario

Figura 17. Diagrama de flujo de la metodologia realizada para llevar a cabo el estudio QSAR.
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2. Reactivos y disolventes

Los reactivos, 1,10-fenantrolinas sustituidas, 2,2’-bipiridinas sustituidas y la glicina, empleados
para la sintesis de los complejos de cobre, se adquirieron a GFS Chemicals Inc. y se emplearon sin
purificacién adicional. Los reactivos, acetilacetona, nitrato de cobre (lI) hemipentahidratado
(Cu(NOs),*2.5 H,0, 99.999%), acido 4-morfolino propanesulfénico (MOPS, 99+%), bromuro de
potasio (KBr, 99+%), bis tris propano (BTP, 99+%), acido nitrico (HNOs), nitrato de potasio (KNO3,
99+%), cisplatino, sulforrodamina B y disolventes empleados para sintetizar (grado R.A.), purificar
(grado R.A.) y realizar las determinaciones fisicoquimicas (grado espectrofotométrico) se
adquirieron en Sigma-Aldrich, Inc. Se empleo agua desionizada para los estudios conductimétricos
y electroquimicos.

3. Sintesis

Se sintetizaron 12 compuestos con formula general [Cu(N-N)(acac)]NO; segun los procedimientos
patentados [155-157].(Figura 18)

Siguiendo el método general de sintesis, se mezclaron cantidades estequiométricas de Cu(NQOs), y
la fenantrolina o bipiridina correspondiente previamente disuelta en la minima cantidad posible
de MeOH. A esta mezcla de reaccidn se le agregd acetilacetonato en proporcion estequiométrica
mas un exceso del 20%. Posteriormente se incrementé el pH con NH,OH acuoso 1:4 hasta pH=8,
exceptuando para el complejo de 5NO,-1,10-fenantrolina que requiere un incremento de pH no
mayor de 5. El producto se precipitd por evaporacién parcial del disolvente a presidn reducida y se
separd por filtracién. Finalmente, se recristalizé varias veces de H,0 destilada y se procedid a
realizar los analisis de caracterizacion.

R6 R5 2+
R6 R5 R7 R4
R7 R4 _ _
1. CU(N03)2 (ac) + — — - = RS \ p \ / R3
RN\ 7N\ /8 N N
N N \ /
Cusi>
R1_8= CH3, fenilo, Cl, N02
- R6 R5 R
B n R7 R4
R6 R5 2+ _ _
RY R4 R8 R3
— — O O NHOH 4 \ N/ \N /
| o+ LLSE | Ty
" N7 o s e
\ / /\
Cusii> u

Figura 18. Esquema general de sintesis
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4. Caracterizacion

Se caracterizaron por métodos convencionales 12 compuestos de formula general [Cu(N-
N)(acac)]NOs, los detalles sobre las condiciones en las que se realizé cada estudio se describen a
continuacién:

A. Andlisis elemental: Este analisis fue realizado por la Unidad de Servicios Analiticos para la
Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM. Se determind el contenido de
carbono, hidrégeno y nitrégeno empleando un analizador elemental EAGER 200 (EAGER
200 chns/method), empleando como estandar y puntos control cada 3 determinaciones
sulfacetamida (estdndar para microandlisis elemental, Fisons Instruments, CsHgN,O,S C 41.
84%, H4.68%, N16.27%, O 18.58%, S 18.62%).

B. Espectroscopia Uv-vis: los espectros en la region Uv-vis se obtuvieron en un
espectrofotometro Uv-vis Agilent 8453 (Agilent Technologies) empleando soluciones
octandlicas (I-octanol 99+%, ACS grado espectrofotométrico, Aldrich) y acuosas
amortiguadas a pH 7.40 + 0.03 (acido 4-Morpholino propanosulfénico 10°M).

C. Espectroscopia infrarroja: El espectro IR se obtuvo en la regién de 4000-400 cm™

empleando pastillas de KBr y un espectrofotémetro Nicolet, Avantar 320 FT-IR.

D. Termogravimetria: El andlisis térmico fue realizado por la USAI. Se llevdé a cabo en un
intervalo de temperatura de 25-200 °C, con una velocidad de incremento de temperatura
de 5°C/min empleando el método TG/SDTA en un analizador Mettler Toledo Star® System.

E. Conductimetria: Los estudios conductimétricos se realizaron en solucion etandlica 1mM
empleando un conductimetro YS/ 3100.

F. Susceptibilidad magnética: Las determinaciones de susceptibilidad magnética se realizaron
en una balanza para susceptibilidad magnética Mkl, Sherwood Scientific. Para cada
muestra se tomo el peso de la celda con y sin muestra, la susceptibilidad magnética de la
celda con y sin muestra, la altura de la columna y la temperatura. Con estos datos se
calculé el momento magnético efectivo () empleando las siguientes ecuaciones [239,

240]:

C = constante de la balanza =0.99128
Ye = [(C*h)*(R—RO)]/(log*m) (Ec. 7) h = altura de columna (cm)

Ro = lectura de celda vacia
X =%e ™ P-M. (Ec. 8) RO= lectura de celda con muestra
Am' = Am = Ad (Ec. 9) m = peso de la muestra (g)
et = 2.83V (3m ) *(T) (Ec. 10) T = temperatura en K

P.M. = peso molecular

%= susceptibilidad por masa

*m = susceptibilidad molar

%d = susceptibilidad diamagnética
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5. Estudios electroquimicos.

Los potenciales de media onda (Ey;,) para la pareja Cu(ll)/Cu(l) para 12 compuestos [Cu(N-
N)(acac)]NO; se determinaron por voltamperometria ciclica. Las determinaciones se realizaron
empleando un sistema de tres electrodos en una celda de un volumen final de 10 mL. Se empled
un electrodo de carbon vitreo de 4 mm de didmetro como electrodo de trabajo, un electrodo de
platino como electrodo auxiliar y un electrodo Ag/AgCl 0.1M como electrodo de referencia (Figura
19). Se prepard una solucidn etandlica al 40% v/v la cual contenia KNO; 50 mM como electrolito
soporte, buffer bis-tris popano-HNO; 6.25 mM pH =7.37 + 0.02, y el complejo ternario
correspondiente en una concentracién igual a 2 mM. El pH aparente de la solucidn final fue de
7.00 + 0.02. Antes de cada determinacion, el electrodo de trabajo se limpid y pulié empleando
alimina y un pafio suave. Las soluciones se desoxigenaron mediante el burbujeo de nitrégeno con
99.999% de pureza durante 10 minutos. Se aplicé una preoxidacién al potencial de equilibrio
durante 30 s y se tomaron los voltamperogramas a 50, 100, 200, 300, 400 y 500 mVs™ en direccion
reductiva.

El potencial de media onda se calculé como la semisuma del potencial de pico catddico y anddico.
Los resultados fueron estandarizados segun la recomendacion de la IUPAC contra el par
Ferroceno/Ferricinio (Fc/Fc') [241].

Electrodo auxiliar
pt°

Burbujeo de
N, 99.999%

Electrodo de
referencia

/ Ag/AgCl 0.1M

Electrodo de trabajo
carbén vitreo 4mm
de didmetro

Figura 19. Celda electroquimica.
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6. Determinacion del coeficiente de distribucién (Log D)

La hidrofobicidad se evalué mediante la determinacién del coeficiente de distribucion (D) en el
sistema octanol-agua empleando el método de agitaciéon en matraz (shake flask method [217]).
Los detalles del desarrollo y adaptacion de este método a los complejos de coordinacidon
estudiados en este trabajo, asi como la validacién y las curvas de calibracion estan descritos con
detalle en el Apéndice |

Tabla 8. Bandas de absorcion en Uv y coeficientes de extincion molar.

subgrupo bipiridina (Fig. 15A)

N Sustituyente en el Absorcién Uv en H,0O* Absorciéon Uv en octanol”
0
ligante N-N Amax (NM); € (M'cm™) Amax (NM); € (M*cm™)
1 H 197; 48267 205; 34063
297; 29823 300; 24661
2 4,4'-diMe 206; 54778 210; 57396
295; 28098 298; 31608
subgrupo fenantrolina (Fig. 15B)
3 H 206; 43809 212; 40813
272; 32160 274; 31289
4 4-Me 205; 56843 207; 50981
272; 40498 274; 39929.
5 5-Me 206; 56384 209; 58384
277; 45652 279; 45458
6 4,7-diMe 208; 50526 209; 60257
273; 44271 274; 47796
7 5,6-diMe 207; 41402 210; 35629
282; 36119 283; 30968
8 3,4,7,8-tetraMe 211; 59953 213; 55153
278 ; 41915 280; 47719
9 5-phenyl 204; 63658 208; 58558
281; 42576 285; 41604
10 4,7-diphenyl 205; 55653 205; 61186
286; 57409 289; 55730
11 5-Cl 207; 54385 210; 53849
276; 42513 278; 44643
12 5-NO, 201; 57918 206; 49124
280; 33187 279; 32221

a. Bandas de absorcion Uv en solucién acuosa amortiguada (MOPS 102 M) a pH 7.40+£0.02, 25.0°C £+ 0.5°C
b. Bandas de absorcion Uv en 1-octanol, 25.0°C + 0.5°C

58



Facultad de Quimica, UNAM Metodologia

En esta determinacién se emplearon dos fases inmiscibles entre si, un buffer MOPS 10> M pH =
7.4 £ 0.02 como fase acuosa y 1-octanol como fase organica. Ambas fases, orgdnica y acuosa, se
presaturaron con 10* M del complejo a evaluar y se registré el espectro Uv (espectrofotémetro
Agilent 8453) para cada fase antes de poner en contacto 2.5 mL de cada una en un vial de 8 mL
con tapon de teflén cuidadosamente desgrasado con potasa alcohdlica. Los viales se incuban
dentro de un bafio de agua con una temperatura constante de 25.0°C + 0.5°C y agitacion
constante, en ausencia de luz durante 3 h. Transcurrido el tiempo de incubacion, la mezcla se
centrifugd por 10 minutos a 3000 rpm para romper la emulsidn y las fases se separaron con una
pipeta Pasteur. Posteriormente, se cuantificaron las concentraciones en ambas fases por
espectroscopia de absorcién en la region UV del espectro en la segunda banda de absorcién
alrededor de 290 nm. La longitud de onda empleada para cada complejo y su coeficiente de
extincion molar se encuentran reportados en la Tabla 8. La determinacién se realizé por triplicado
y D se calculé6 como el promedio del cociente de concentraciones C,/C,, donde C, es la
concentracién en la fase organica y C,, es la concentracion final en la fase acuosa.

7. Determinacion de la dosis letal 50

Para la evaluacion de la dosis letal media (DLsg) se emplearon ratones ICR machos (Harlan México
Inc.) con un peso promedio de 23 + 3 gy de 12 a 15 semanas de edad. Los ratones se alojaron en la
UNEXA (Unidad de Experimentacion Animal, Facultad de Quimica, UNAM) bajo condiciones
ambientales controladas: temperatura (22°C + 1°C), 50 — 60% de humedad relativa, ciclos luz-
obscuridad 12/12h. A los animales se les proporciond agua y alimento ad libitum el cual consistio
en Sterilizable Harlan Teklad Global Diet20185 y agua purificada por osmosis inversa y acidulada
con HCl hasta pH = 2.5 para el control de parasitos intestinales[242, 243].

Previa a la determinacién de la DLsy, se realizé una estimacion aproximada de la dosis maxima
tolerada para lo cual se emplearon grupos de 2-4 ratones machos y se les administré dosis
logaritmicas del complejo de prueba (3, 10, 30, 100, 300 mg/Kg) por via intraperitoneal (ip) usando
como vehiculo H,0 destilada vy filtrada (Filtro para jeringa estéril, hidrofilico, 0.20um Sartorius
minisart 16534, Germany).

Con base en estos resultados se seleccionaron 6 dosis en un intervalo cercano a la DLsp, que en
todos los compuestos se encuentra entre 7 y 35 mg/Kg de peso corporal, y se evaluaron 6 dosis en
grupos de 10 ratones cada uno. Los complejos fueron administrados intraperitonealmente (i.p.)
con una dosis Unica de cada complejo y se mantuvieron en observacién durante 14 dias.
Transcurridas las primeras 24 h se realizé la cuenta de los ratones sobrevivientes por grupo, la DLsg
se calculd a partir de una regresion sigmoidal en una curva dosis respuesta cuantal (Microcal
Origin 6.0, Microcal software Inc. [244]).
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8. Ensayo de inhibicion de la proliferacion celular

Se emplearon las lineas celulares Hela (adenocarcinoma de cérvix), SiHa (carcinoma de células
escamosas de cérvix), MCF-7 (adenocarcinoma mamario) y HCT-15 (adenocarcinoma colorrectal)
las cuales se adquirieron de la American Type Culture Collection (ATCC) y se propagaron en medio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco invitrogen corporation) suplementado con 10 %
de suero fetal bovino (SFB, Gibco invitrogen corporation).

Detalles de esta técnica se pueden encontrar en el articulo de Sekhan y cols. publicado en 1990
[245]. La Figura 20 presenta un esquema de la metodologia, en resumen, se sembraron 2 x 10*
células/pozo en microplacas de 96 pozos con medio de cultivo D-MEM suplementado con 10%
SFB, y se incubaron durante 24 h a 37 °C y 5% de CO,, para obtener un cultivo a confuencia. Una
vez transcurrido el tiempo de incubacién se aspiré el medio y las células se expusieron a los
farmacos en 6 concentraciones diferentes (0.1, 0.3, 1, 3, 10 y 30 pg/ml) durante 24 h en las
condiciones antes mencionadas. Se empled cisplatino como farmaco control. La proliferacién
celular se determind a través de una tincidon con sulforrodamina B al 0.4%. La absorbancia se
cuantificd a 564 nm en un lector de microplacas B/IO-RAD 550 y el porcentaje de crecimiento
celular para cada concentracion de complejo se calculé como: % crecimiento = 100 * [T/C]; donde
T es la absorbancia de los pozos tratados y C es la absorbancia de los pozos no tratados. La
concentracidn inhibitoria 50 (Clso) se calculé empleando el analisis de sobrevida Probit y el
programa StatPlus ® 2005 [246]. Las Clso reportadas en este trabajo son el resultado del promedio
de al menos 3 experimentos independientes.

108 células/mL ‘

—_ 20uL/pozo + 1. 37°C 5%CO0,/24Hr .| 90uL medioD-MEM/SFB +
100uL Medio/SFB 2. Aspirar 10uL sol prueba

1.37°C5%CO,/24Hr

2. Aspirar
. 1.4°C/1Hr
100 pl Tris base | _1.TA./30min 100 pL E e 100 uL A. Lov
10uM pH 10.5 > Lavar c/acido Sulforrodamina-B 2. Enjuagar c/H,0 ricloroacetico a (
" 0.4%
acéticoal 1%

Célculo Clgg (uM),

564 nm Probit

\ 4

-9

Figura 20. Diagrama de flujo del ensayo de inhibicidn de la proliferacion celular y tincién con
sulforrodamina B.
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9. Andlisis QSAR:

Debido a las caracteristicas estructurales de los compuestos empleados para realizar este estudio
y el disefio del mismo, se seleccioné el “enfoque mixto” para llevarlo a cabo. Se emplearon los
valores experimentales del coeficiente de distribucién (D) y el potencial de media onda (E;/;) como
variables hidrofdbica y electrdénica, respectivamente, con el objetivo de emplearlos junto con
algunos descriptores LFER de sustituyentes tomados de la literatura para desarrollar ecuaciones
QSAR (referencias en la tabla 13, resultados). Asi mismo, se calculd el Log P para el ligante diimina
en el médulo CLOGP de ACD Labs/ChemSketch 3.00 [247].

Se empled el método de analisis estadistico por minimos cuadrados (PLS) para seleccionar los
descriptores apropiados de entre todas las variables disponibles tanto experimentales como
tedricas, para ello se empledé el mdédulo general PLS del programa STATISTICA 7.0 [248]. Las
ecuaciones QSAR reportadas se generaron por regresion multiple en Origin pro 7 [244] y se
evaluaron estadisticamente con ANOVA en el mismo programa. Los coeficientes para las variables
predictivas se reportaron al nivel de significancia 0.05. Las variables independientes que se
emplearon como descriptores en el modelo final para Clsg y DLsg se muestran en la Tabla 13 de Ia
seccidn de resultados.
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RESULTADOS

1. Caracterizacion quimica.

Se sintetizaron 12 compuestos con formula general [Cu(N-N)(acac)]NOs (Figura 21A y Figura 21B)
con rendimientos superiores al 80% en todos los casos (datos no mostrados). Los compuestos 2
[179] y 3 [249] fueron reportados previamente por otros investigadores y se replicd su sintesis con
el propésito de incluirlos en el analisis. Los compuestos de formula general [Cu(N-N)(gly)INOs
(Figura 21C) fueron sintetizados y caracterizados por el grupo de trabajo [250] y se retomaron
para completar las evaluaciones bioldgicas y realizar el andlisis QSAR. Los resultados de la
caracterizacién por técnicas convencionales se encuentran reportados en la Tabla 9, donde solo se
muestran aquellos datos que corresponden a los compuestos que fueron sintetizados en este
trabajo.

La pureza de los compuestos se confirmd por analisis elemental para C, H y N, el cual en todos los
casos concuerda con una variaciéon menor al 0.5% para la formula minima reportada en la Tabla 9.
De acuerdo al analisis elemental el 75% de los compuestos presenta moléculas de agua de
hidratacién, cuya presencia se confirmd posteriormente en el andlisis termogravimétrico
(Apéndice Il) y en las bandas de absorcidn en el espectro IR (Apéndice Ill). Todos los complejos
presentan valores de momento magnético efectivo (L) dentro del intervalo de 1.7 a 2.2 MB
correspondiente a compuestos paramagnéticos con un electron desapareado, indicando que el
centro metalico de cobre se encuentra en estado de oxidacidn Il [239]. Por otra parte, los datos de
conductividad se encuentran en el intervalo 35-45 uS y corresponden a electrolitos 1:1, de lo
anterior se deduce que son complejos catidonicos con una molécula de nitrato como contra-ién, la
cual fue confirmada posteriormente en el espectro IR (Tabla 10).

Figura 21. Estructuras de los complejos estudiados. A. [Cu(2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]’ B.
[Cu(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]” y C. [Cu(1,10-fenantrolina)(glicinato)]’

A B C

4 3 3 4'

s/ \_/ \s

NV
O/ U\O

ch)\)\CH

3
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Tabla 9. Caracterizacion quimica.

subgrupo bipiridina (Figura 21A)

No Sustituyente en Ligante AEZ? Formula® PM peff Condd.
el ligante N-N  secundario (%N; %C; %H) (g/mol)  (BM)®  (nS)

1 H Acac 10.32; 43.13; 4.42 CuCysN3OsH15-:2H,O  416.54 1.74 46.90
(10.08; 43.22; 4.59)

2 4,4'-diMe Acac 9.97; 47.48; 5.07 CuC17N30sH14-H,0 426.92 1.80 40.23
(9.84; 47.83; 4.96)

subgrupo fenantrolina (Figura 21B)

3 H Acac 9.23; 45.93; 4.17 CuCy7N30OsH;15-2H,O  440.90 1.88 38.57
(9.53; 46.31; 4.34)

4 4-Me Acac 10.24; 51.16; 4.16 CuC1gN30sH17 418.90 1.94 39.51
(10.03; 51.61; 4.09)

5 5-Me Acac 9.15; 47.66; 4.92 CuCygN3OsH,7:2H,O  454.91 1.89 40.10
(9.24; 47.52; 4.65)

6 4,7-diMe Acac 9.30; 50.23; 4.55 CuCi9N30s5H19-H,0O 450.94 1.80 38.48
(9.32; 50.61; 4.69)

7 5,6-diMe Acac 9.03; 48.82; 4.93 CuCy9N3OsH19-:2H,O  468.95 1.82 38.90
(8.96; 48.66; 4.94)

8 3,4,78-tetraMe Acac 8.95; 52.79; 5.41 CuC21N305H,3-H,0 478.99 1.78 37.32
(8.77; 52.66; 5.26)

9 5-phenyl Acac 8.46; 57.47; 4.00 CuC23N30sH19 480.97 181 36.77
(8.74; 57.44; 3.98)

10 4,7-diphenyl Acac 7.22;60.43; 4.22 CuC39N30sH3-H,0 575.06 1.87 36.00
(7.31; 60.57; 4.38)

11 5-Cl Acac 9.41; 44.46; 3.49 CuCy7N3OsH14Cl-H,O  457.31 1.83 39.74
(9.19; 44.65; 3.53)

12 5-NO; Acac 12.62; 44.95; 3.25 CuC;7N4O7H14 449.87 1.82 34.80

(12.45; 45.39; 3.14)
a. A.E. analisis elemental valores experimentales. (Valores tedricos).

b. Formula por ién metalico.
c. Momento magnético efectivo
d. Conductividad 1 mM en solucién etandlica a 298 K

Los complejos ternarios muestran las bandas de absorcidon tipicas de sus ligantes coordinados
(Tabla 10): phen: 1625-1590 cm™, 1524-1516 cm™, 1430-1421 cm™ (anillos aromaticos
fusionados), 736-711 cm™ y 896-811 cm™ (8 C-H fuera del plano); bpy: 1616-1600 cm™, 1525-1523
cm™, 1490-1446 cm™ (anillos aromaticos), 783-769 cm™ y 730 cm™ (8 C-H fuera del plano); acac:
1587-1577 cm™ (v C=0). Todos los espectros de IR muestran una banda de absorcién en 1384.7
cm™ asociada con NO;” como contra-ién; los espectros de los complejos 1-3, 5-8, 10 y 11 muestran
una banda de absorcién ancha entre 3398 cm™ y 3489 cm™ asignadas a moléculas de agua. Los
hidratos fueron confirmados por analisis termogravimétrico, la pérdida de las moléculas de agua
ocurrié entre 40 y 100°C en todos los casos (Tabla 11), indicando que corresponden a moléculas
de agua de cristalizacién o débilmente unidas al complejo debido a la elongacién de los enlaces en
las posiciones axiales como resultado de la distorsidon de Jahn-Teller que suelen presentar los
complejos de cobre (ll).
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Tabla 10. Principales bandas de absorcion en el espectro IR (4000-400 cm™) y sus probables
asignaciones.

subgrupo bipiridina (Figura 21A)

Sustituyente

en el ligante diimina coordinada acac NO; H,0
N-N
v (C=N) v (C=C) v (C=C) v (C-H) v (C-H) Vasim (COO') v (N-0) v (O-H)

1 H 1600.7(m)  1523.5(s)  1446.4(m)  730.9(m) 1577.6(s) 1384.7(vs)  3513.8(m,b)
2 4,4-diMe 1616.14(s) 1525.5(s) 1490.8(w) 730.9(m) 1587.2(s) 1384.7(vs) 3463.7(m,b)
subgrupo fenantrolina (Figura 21B)

3 H 1623.8(w) 1519.7(s) 1429.6(m) 725.1(m) 858.2(m) 1587.2(s) 1384.7(vs) 3432.8(m,b)

4 AMe 1623.8(w)  1518.6(s)  1428.3(m)  727.1(m)  852.4(m) 1577.6(s) 1384.7(vs)
s 5Me 1625.8(w)  1519.7(s)  1427.1(m)  729.0(m)  811.9(w) 1577.6(s) 1384.7(vs)  3473.3(m,b)
6 4,7-diMe 1622.2(w) 1521.6(s) 1425.2(m) 725.1(m) 869.8(m) 1577.6(s) 1384.7(vs) 3413.5(m,b)
7 5,6-diMe 1606.5(m) 1517.8(s) 1430.9(m) 729.9(m) 819.6(m) 1581.4(s) 1384.7(vs) 3488.7(m,b)
g 3,4.7,8-tetraMe 1618.1(m) 1517.8(s) 1430.9(m) 727.1(m) 833.1(m) 1583.3(s) 1375.1(vs) 3338.1(m,b)
9 5-phenyl 1618.06(w) 1524.7(s) 1425.2(m) 732.9(m) 833.1(m) 1583.0(s) 1384.2(vs)
10 4,7-diphenyl 1620.0(w) 1517.8(s) 1427.1(m) 736.7(m) 854.4(m) 1585.3(s) 1384.7(vs) 3417.4(m,b)
11 sl 1614.2(w) 1517.8(s) 1423.3(m) 729.0(m) 896.8(m) 1577.6(s) 1384.7(vs) 3401.9(m,b)
12 5-NO, 1623.8(w) 1515.8(s) 1421.3(m) 721.3(m) 839.4(m) 1579.5(s) 1384.7(vs)

(w)= débil, (m) = media, (s) = fuerte, (vs) = muy fuerte, (b) = ancha, Vv, (COO’) = vibracién asimétrica.

Los datos de caracterizacidon para todos los complejos estudiados coinciden con los datos de

difraccion de rayos X reportados previamente por el grupo de trabajo para los complejos 2 [179] y

3 [249]. Debido a lo anterior y en base a otras estructuras cristalinas reportadas en la literatura

para este tipo de compuestos, se deduce que el ambiente de coordinacién alrededor del dtomo

central de cobre tiene siempre la misma geometria de pirdmide de base cuadrada ligeramente

distorsionada, donde el ligante diimina y el acetilacetonato ocupan 4 posiciones de coordinacién

en el plano de la base y una molécula de agua ocupa la quinta posicién de coordinacién en la

posicién apical para los compuestos 1-3, 5-8, 10 y 11. Figura 11.
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Tabla 11. Pérdida de moléculas de agua en el andlisis termogravimétrico. sp = sin pérdidas.

subgrupo bipiridina (Figura 21A)

Sustituyente en el -
PM (g/mol) % Pérdida H,O0 T(°C)

ligante N-N
1 H 416.54 8.78 2 55-62
2 4,4'-diMe 426.92 4.28 1 76-85

subgrupo fenantrolina (Figura 21B)

3 H 440.90 7.22 2 30-50
4 4-Me 418.90 sp 0 -

30-44
5 5-Me 454.91 6.55 2

50-80
6 4,7-diMe 450.94 3.84 1 30-60
7 5,6-diMe 468.95 7.14 2 40-60
8 3,4,7,8-tetraMe 478.99 4.27 1 62-82
9 5-phenyl 480.97 sp 0 -
10 4,7-diphenyl 575.06 3.22 1 70-95
11 5-Cl 457.31 3.60 1 73-93
12 5-NO, 449.87 sp 0 -

2. Determinaciones electroquimicas.

La Figura 22 muestra un voltamperograma representativo del comportamiento del centro
metalico en los compuestos estudiados para la pareja Cu (I1)/Cu (l). En todos los casos, los sistemas
muestran un comportamiento lineal entre la intensidad de corriente de los picos catddico y

2) (Apéndice IV), lo que indica que

anddico (ipac) v la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (v
son procesos controlados por difusion. El cociente de la intensidad de pico anddico y catddico es
ligeramente superior a uno (Tabla 12), por lo cual se deduce que es un proceso de transferencia
de 1 e". Debido a que el cociente es mayor a uno es razonable proponer que existe una posible
adsorcidn en la superficie del electrodo, sin embargo, llama la atencién que la relacién entre ip, . y
v? sea lineal, ya que esto no ocurre cuando existen adsorciones en el electrodo. Este
comportamiento Unico puede explicarse con el modelo propuesto por Anson y colaboradores
[251] para sistemas Cu(phen),”. En este modelo se propone que debido a la planaridad del ligante
diimina, el complejo se deposita en la superficie del electrodo formando monocapas; se asume

que este depdsito no interfiere con el flujo de electrones ya que se transportan a través de los
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nucleos de Cu(l) y Cu (ll) presentes en la capa en un proceso de transferencia considerado rapido.
Este fendmeno fue discutido y analizado previamente para complejos [Cu(phen)(gly)]NO; en el
trabajo de Garcia-Ramos y cols. [250].

0.4+
1 1a -0.227

0.3

0.2+

0.1

0.0+

-0.4 1 Ic -0.314

-0.3 -0.2 -01 00 0.1 0.2
E/V

Figura 22. Voltamperograma de [Cu(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]’ obtenido a pH 7.0 en
una mezcla etanol/H,0 2/5 (v/v), amortiguador BTP 6.25 x 10° M, KNO; 0.05 M, velocidad de
barrido 0.1 Vs™. Se emple6 un electrodo de trabajo de carbdn vitreo de 4 mm de didmetro,
electrodo de platino como electrodo auxiliar y electrodo Ag/AgCl 0.1M como electrodo de
referencia. Los potenciales se estandarizaron contra la pareja ferroceno/ferricinio (Fc/Fc’).

La reversibilidad de la reaccién y los valores de Ey/, (Tabla 12) estan influenciados por el tipo de
ligante diimina en la estructura y sus sustituyentes. La separacién entre los potenciales de pico
catédico y pico anddico (Tabla 12), que puede ser considerada como una medida de la
reversibilidad del proceso en el electrodo para la pareja redox involucrada, presenta un rango que
varia de 0.079 V para el complejo 8, a 0.193 V para el complejo 12 a la velocidad de barrido de 0.2
Vs™. La tendencia general muestra que los sustituyentes electrodonadores en el ligante diimina
favorecen la reversibilidad de la reaccién en este sistema experimental.

Los valores Ey/, (Tabla 12) se calcularon como la semisuma de los potenciales de pico catddico y
anddico. Para el complejo 12 la irreversibilidad afecta la transferencia de carga en el electrodo;
como resultado, el pico catddico presenta una banda muy ancha lo que hace imposible determinar
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adecuadamente el E;;, (Apéndice IV), por tanto, este valor no se encuentran reportado en la Tabla
12. Los efectos electréonicos de los sustituyentes en los anillos de phen o bpy influencian
significativamente el potencial redox de la pareja Cu(ll)/Cu(l). El potencial de media onda es un
parametro experimental ampliamente aceptado para medir indirectamente la capacidad de los
ligantes como aceptores m, lo cual estd estrechamente relacionado con el efecto de retro-
donacion © del idn metalico a la diimina aromdtica y, en consecuencia, el incremento de las
constantes de estabilidad termodinamicas[252]. Las propiedades como aceptor © de un ligante
generalmente decrecen mientras sus propiedades como donador ¢ aumentan (pKa). De acuerdo a
lo esperado, se encontrd una relacién inversamente proporcional entre el potencial redox y el pKa
de la fenantrolina (pKaynen) para el subgrupo de complejos con ligante primario fenantrolina
(complejos 3-12; R=-0.87) (Figura 23). Este mismo comportamiento se observa con los complejos
[Cu(N-N)(gly)INO3 (complejos 13-21; R= -0.94) (Figura 21C) y coincide con la relacién reportada
por Sanna y colaboradores sobre Cu (ll) y fenantrolinas sustituidas con estequiometria 1:2 Metal-
ligante [253].

6.5 u8

6.0+ [ 15) 4

n7
n2 a5
5.0 3

5.5
u9
nl0

pKa

4.5 a1
4.0 =11
3.5

nl2
3.0+

T T T T T T T
-0.34 -0.32 -0.30 -0.28 -0.26 -0.24 -0.22
(V)

Figura 23 . pKa phen vs. E; (V). Se observa una relacidn inversa proporcional entre estas dos
variables tanto para el subgrupo de complejos con ligante primario fenantrolina (R = -0.87) como
para el subgrupo con bipiridinas, el comportamiento es equivalente en ambos. Los valores de E;;, y
pKaphen Se encuentran reportados en la Tabla 12
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Tabla 12. Valores de E;;; y AE de los complejos

subgrupo bipiridina (Figura 21 A)

Zl:nsctelltllgae:tt: Ei2 AE 1 lpa/lpcl pKa phen*
N-N (0.2Vs™)  (0.2Vs™)
1 H 318t 4 180.31 15 4.42 (1)
2 4,4’-diMe 338+ 3 112.48 13 5.34(2)
subgrupo fenantrolina (Figura 21 B)

3 H 271+1 100.11 13 4,93 (1)
4 4-Me -290+4 88.47 12

5 5-Me 28242 97.21 13 5.27 (3)
6 4,7-diMe 31842 81.79 14 5.95 (4)
7 5,6-diMe -298 +3 85.92 13 5.60 (4)
8  3,4,78tetraMe -307t1 79.65 12 6.48 (5)
9 5-phenyl -248+4 91.32 13 4.90 (6)
10 4,7-diphenyl 222+1 80.08 15 4.84 (7)
11 5-Cl -236+3 107.28 15 4,07 (8)
12 5-NO, - 192.6 - 3.22(9)

*pKa para el ligante N-N (HL / H + L). 1[254], 2[255], 3[76], 4[256], 5[257], 6[258], 7[259], 8[260], 9[261].

Debido a que el E;, describe el comportamiento redox del centro metalico, el cual podria estar
involucrado en el mecanismo de accidn, se selecciond este valor como parametro electrénico en el
analisis QSAR, con el objetivo de analizar la influencia del ambiente electrénico alrededor del
metal central en la actividad bioldgica (DLsg 0 Clsp).

3. Hidrofobicidad

Los valores experimentales de Log D para el grupo acac de complejos (compuestos 1-12) varia
entre -1.38 y 1.06 (Tabla 13). Debido a que estos complejos son electrolitos 1:1, todos tienen una
carga total 1+ lo cual los hace principalmente hidrofilicos con la excepcién de los complejos 9 y 10
con fenilos como sustituyentes en el ligante diimina cuyos valores de Log D son positivos. Con el
objetivo de analizar si los efectos de la sustitucién en el ligante diimina tienen la misma
contribucion a la hidrofobicidad cuando estdn coordinados, se calculo Log P para los ligantes N-N
sustituidos (CLog Py.y); estos valores fueron comparados con los valores experimentales de Log D
obtenidos para los complejos ternarios correspondientes [Cu(N-N)(acac)]NOs. Los valores tedricos
y experimentales estan relacionados linealmente de acuerdo a la Ecuacién 11.

Log D =-2.15787 + 0.54971 * CLog Py.y (R=0.9418, n=12) (Ec. 11)
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Figura 24. Relacion lineal (Ecuacion 11) entre el coeficiente de reparto calculado para el ligante
fenantrolina (CLog Py.n) v el coeficiente de distribucion experimental (Log D) para el complejo
ternario.

A pesar de la presencia del metal central, la contribucion de los sustituyentes a la lipofilicidad es
proporcional tanto en el ligante diimina como en los complejos ternarios. Este hallazgo abre la
posibilidad de emplear descriptores de sustituyentes que se encuentren reportados en la
literatura para describir la hidrofobicidad del complejo; o bien, hacer uso de los métodos
establecidos para calcular el Log P para los ligantes involucrados y emplear estos valores en vez de
los valores experimentales en la construccidn de ecuaciones QSAR. Ambas opciones permitirdn
identificar tendencias para complejos de coordinacion relacionados, optimizando de esta forma el
tiempo y los recursos experimentales, ya que no requiere de la determinacion experimental de
estos valores.

4. Ensayos bioldgicos.

4.1 Toxicidad Aguda (DLsg)

Los valores de la dosis letal media (DLsg) para los complejos ternarios se incluyen en la Tabla 13
empleando como unidades de dosis pumol/Kg. Los complejos con fenantrolinas como ligante
primario son aproximadamente 2.5 veces mas tdxicos que sus analogos de bipiridinas. La
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comparacion de los valores de DLsy para los compuestos [Cu(N-N)(acac)]NO; donde N-N=phen,
compuestos 3 y 6, con sus correspondientes analogos donde N-N=bpy, compuestos 1y 2, revela
que existe un decremento abrupto de la toxicidad atribuible a la ausencia del anillo aromatico
central. Este anillo es la Unica diferencia estructural entre las parejas comparadas; sin embargo,
esa diferencia estructural trae consigo cambios importantes en las propiedades fisicoquimicas de
los compuestos como estabilidad, solubilidad, y propiedades electrdnicas, las cuales, solas o en
conjunto, son responsables de ese cambio en la toxicidad aguda. Este comportamiento concuerda
con el observado para los valores de Clsg para los estudios in vitro discutidos mas adelante.

Tabla 13 . Datos bioldgicos y fisicoquimicos.

No Sus::‘t:\(;nte Log D* E1/2° pKa® (ref.) DLs" Hela SiHa Clo CF7 e
1 H -1.38+0.03  -318+4  4.42(1) 71.73%6.53 43431  405+20 103.7+9.6 673%16
2 4,4-diMe -0.95+-0.95 -338%3 5.34(2) 5143£239 4195427 145%15 159+1.8 405+4.6
3 H 21.18+0.00 -271#1 4.93 (1) 29.18+1.63 197+09 6.8+0.9 8.1+0.5 7.3+0.7
4 4-Me -1.18+0.06 -290+4 - 2821%138 16 +01 3405 5.6 +0.7 6.0+£0.9
5 5-Me -1.06 + 0.07 -282+2 5.27 (3) 25.76£1.74  62+0.7 3.2+0.2 44+05 2.6+0.4
6 4,7-diMe -0.81+0.06 -318+2 5.95(4) 2292182 144+01 096+0.09 4.9%06 21+0.1
7 5,6-diMe -0.81+0.02 -298+3 5.60 (4) 2638%139 34105 1.7£0.2 3.9+04 1.9+0.3
8 t?:a:lr;\ie 0494001 3071  648(5) 1623%263 19402 12+01  22+03  14+02
9 5-phenyl 0.06+0.01  -248+4  4.90(6) 28.38%333 39403 3.0+0.3 39+04  25+03
10 4,7-diphenyl 1.06 + 0.08 22221 4.84(7) 2493x179 4274+06 3.2+£0.5 22+03 32+04
11 5.l 0.74+0.06 -236x3  4.07(8) 33.60t184 45,05 8.8:06 9.8+0.5 129205
12 5-NO, -0.84 + 0.04 - 3.22(9) 51.65%£0.78 53134+26 102%1.1 14.7+1.4 350+2.4
13 H - 259 3" 4.93(1) - 13.9+41.3 27.3£22  96+11 21.2%25
14 4-Me - 281+ 7 - - 87+07 102%10 77406 5105
15 5-Me - 273+7"  527(3) - 62+06 57%0.6 47+02  37+04
16 4,7-diMe - 310+ 4" 5095(4) - 5507 5508 46+04  2.0£0.2
17 5,6-diMe - 292+3"  560(4) - 53+0.1 3.1%03 44+03  21%01
18 34,7,8- - 302+5  6.48(5) - 18400 14+02  26+02 18404
tetraMe
19  4,7-diphenyl - 214+4"  4.84(7) - 5102  6.6+09 41+04  76%07
20 5-Cl - -221+4"  4.07(8) - 143+05 13.9+13 232%23 223%16
21 5-NO, - - 3.22(9) - 448+15 17.9%22 286434 473t6.5
Cispt 51+04  54+05 56+0.8 21.8+24

a. Logaritmo del coeficiente de distribucién octanol /H20 determinado a pH = 7.4 y 25°C. Log D esta dado como el promedio de 3
determinaciones independientes + SD.

b. Potencial de media onda obtenido a pH 7.0 en una mezcla etanol/H20 2/5 (v/v), 6.25 x 10°M amortiguador BTP, 0.05 M KNOs. E;,
esta dado en mV como el promedio de 6 determinaciones a diferentes velocidades de barrido + SD. Los potenciales se estandarizaron
contra el par ferroceno /ferricinio (Fc/Fc")

c. pKa para el ligante N-N (HL / H +L). 1 [254], 2 [255], 3 [76], 4 [256], 5 [257], 6 [258], 7 [259], 8 [260], 9 [261].

d. LD50 (umol/kg) en ratones machos ICR + SE

e. Clso (M) en Hela, SiHa, MCF-7 y HCT-15, los valores estan dados como el promedio de 3 experimentos independientes * SE.

f. Valores de potencial de media onda tomados de Garcia-Ramos, 2007 [250]. Los experimentos fueron tomados en las mismas
condiciones que en b
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4. 2 Ensayo de inhibicion de la proliferacion celular

Los valores de Clsg para cada compuesto se encuentran incluidos en la Tabla 13 como dosis
micromolares. Los valores experimentales de Clsq para el cisplatino son cercanos a los reportados
previamente por el National Cancer Institute en las lineas celulares HCT-15 y MCF-7. Al analizar los
resultados para el grupo acac (compuestos 3-12), se encontré la misma tendencia antes descrita
para DLsy; los compuestos con fenantrolina como ligante N-N son mas activos que sus
correspondientes con bipiridina (1-2). Este comportamiento se presenta en las cuatro lineas
celulares evaluadas y se atribuye a la ausencia del tercer anillo aromatico en los complejos 1y 2.
Con respecto al grupo gly (13-21), se observa de forma cualitativa la misma tendencia encontrada
para el grupo acac (3-12), siendo estos ultimos ligeramente mas activos.

5. Anadlisis QSAR.

Como se menciond anteriormente, existen pocos andlisis QSAR para compuestos de coordinacion
y debido a la falta de parametros disponibles para el complejo, los autores usualmente introducen
en las ecuaciones descriptores reportados en la literatura o calculados teéricamente sélo para los
ligantes, presentando, en la mayoria de los casos, ecuaciones QSAR para la actividad de los
ligantes y asumiendo que el comportamiento de los complejos debe ser el mismo sin comprobarlo
experimentalmente.

Uno de los objetivos de este trabajo es la construccién de ecuaciones QSAR empleando como
variables predictivas algunos valores experimentales que describen las propiedades del complejo,
y compararlas con las ecuaciones QSAR construidas con descriptores moleculares o de
sustituyente obtenidos de la literatura sélo para los ligantes, tomando siempre como variable
dependiente la actividad bioldgica del complejo completo. Esta comparacidon tiene como finalidad
analizar si esta prdactica es predictiva para los compuestos de coordinacion que estan
estructuralmente relacionados con los complejos de este estudio, de esta forma, se puede realizar
el andlisis QSAR para la actividad de los complejos sin realizar todas las determinaciones
fisicoquimicas experimentalmente. Los valores experimentales que se emplearon para este
analisis fueron Log D como descriptor hidrofébico y E;/, representado como pEi;; (pEi, = Eipp
/0.059V), como descriptor de las propiedades electrénicas del centro metilico. Se emplearon dos
conjuntos de datos para realizar el andlisis: 1. Grupo acac (compuestos 1-12) para evaluar la
influencia del donador N-N en la actividad bioldgica, analizar la relacidn entre la toxicidad aguda in
vivo y la Clsq in vitro, y para evaluar la capacidad de prediccidon del modelo cuando se emplean
solamente propiedades fisicoquimicas o descriptores de sustituyentes para los ligantes; y 2. Grupo
phen (compuestos 3-21) para evaluar la influencia del ligante secundario sobre la Cls,.
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5.1 Analisis de la Influencia del donador N-N

Para analizar la influencia del ligante diimina en la actividad bioldgica, DLsg 0 Clso, se construyeron
ecuaciones QSAR para el grupo de compuestos acac (compuestos 1-12). La Figura 25 muestra la
distribucidon del Log 1/Clsq evaluada en la linea tumoral SiHa (Log 1/Clsesina) para los complejos 1-11
en funcidn de sus E;;. Los complejos se agrupan en dos conjuntos bien definidos dependiendo de
la diimina presente en su estructura, la tendencia general muestra un fuerte decremento en la
actividad cuando el donador N-N cambia de fenantrolina a bipiridina, asi como un fuerte
desplazamiento de E;;, hacia potenciales mas negativos. El mismo comportamiento se presenta en
las otras 3 lineas celulares.
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Figura 25. Grdfica de actividad antiproliferativa del grupo de complejos de [Cu(N-N)(acac)]NOs en
la linea cellular SiHa (Log 1/Clsy sina #M #+ SD) contra el potencial de media onda Cu'/Cu”
estandarizado contra la pareja ferroceno/ferrocinio en volts (E;;, + SD)

La Unica diferencia estructural entre las diiminas es el tercer anillo aromatico, y esta diferencia
trae como consecuencia posibles cambios en varias propiedades fisicoquimicas de forma
simultanea (hidrofébicas, estéricas o electrdnicas). Debido a esto, el efecto individual que cada
una de estas propiedades tiene sobre la actividad bioldgica es dificil de distinguir. Para considerar
estos cambios simultaneos, se introdujo en las ecuaciones una variable indicadora a la cual se
denomind como Iy Esta variable permite analizar la importancia del anillo aromatico central
considerando todas estas variaciones como un conjunto. La variable toma el valor de 1 si la
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diimina es fenantrolina donde el anillo aromatico esta presente, o cero si la diimina es bipiridina y
por tanto el anillo esta ausente (Iy.y phen=1; Iy.y bpy = 0).

Las ecuaciones finales que se generaron con los valores experimentales E;;, y Log D en conjunto
con la variable indicadora Iy.y (Ecuaciones 12-15) modelan exitosamente el comportamiento de la
respuesta bioldgica in vitro, y describen tendencias similares para las 4 lineas celulares. Las
ecuaciones predicen un incremento promedio en la actividad antiproliferativa de
aproximadamente un orden de magnitud, el cual puede atribuirse al cambio de diimina en la
estructura (phen o bipy). El signo para la variable Iy es positivo indicando un incremento notable
en la actividad antiproliferativa para los complejos con fenantrolina como donador N-N.

Log 1/Clsp pera= -3.78(+1.71) + 1.19(+0.41) .y - 0.47(0.33)pEy/, + 0.23(+0.26) Log D (Ec. 12)
R?=0.8262, R’ = 0.7517, sd = 0.2263, F=11.09, n = 11

Log 1/Clsp sita = -4.94(20.56) + 1.35(+0.11)/y. - 0.72(+0.09)pE,,, + 0.39(+0.07) Log D (Ec. 13)
R?=0.9893, R’,q;= 0.9847, sd = 0.0597, F = 214.87,n = 11

Log 1/Clso mcr.7= -3.37(#1.31) + 1.08(+0.32)/.y - 0.40(0.25)pEy,, + 0.42(+0.20) Log D (Ec. 14)
R?*=0.9046, R*,q= 0.8636, sd = 0.1742, F=22.11,n = 11

LOg 1/C|50 HCT-15 = '457(t118) + 149(i029) IN-N - 059(i023)pE1/2 + 039(i018) Log D (EC- 15)
R?=0.9449, R’,q= 0.9212, sd = 0.1565, F = 39.98, n=11

5.2 Relacion entre la toxicidad aguda (DLso) y la actividad antiproliferativa (Cls).

El analisis QSAR para DLsg se llevd acabo siguiendo los mismos criterios antes planteados para el
analisis de Clso. Del andlisis anterior se obtuvo la Ecuacidon 16, la cual muestra la misma tendencia
general que se encontré previamente en el analisis de Clsy para las 4 lineas tumorales. Las
variables independientes, los signos y los valores de los coeficientes de regresién en la Ecuacién 16
son equivalentes a los encontrados en las Ecuaciones 12-15, indicando que ambas actividades
estdn cercanamente relacionadas. Los modelos de regresion lineal para la correlacion entre DLso y
Clso en las diferentes lineas celulares se muestran en la Tabla 14. El signo positivo de la pendiente
en esta correlacion nos lleva a pensar que el mecanismo de toxicidad in vivo es una extension del
mecanismo de citotoxicidad, es decir, es una consecuencia directa. Por otra parte el valor de la
pendiente nos habla de la sensibilidad de la linea tumoral a los cambios en la estructura, siendo
HCT-15 la Unica linea tumoral que es mas sensible a los cambios en la estructura que el organismo
completo. Esto no quiere decir que HCT-15 es la linea tumoral mas sensible a estos compuestos,
sino que los cambios en la estructura producen mayor variacidn en la actividad in vitro que en la
actividad in vivo.
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Log 1/DLso = -2.63(+0.49) + 0.47(+0.12) /5.y — 0.17(+0.09)pE;, + 0.11(+0.07)Log D (Ec. 16)

R?=0.9373, R%,q= 0.9104, sd = 0.0519, F = 34.87,n = 11

Tabla 14. Toxicidad aguda (DLs, (umol/kg) en ratones machos ICR.) vs. concentracidn inhibitoria
(Clso (M) en lineas celulares Hela, SiHa, MCF-7 y HCT-15: Clsgjineq cetuiar = MDLsg + b.
(R), Coeficiente de correlacion lineal; (SD), desviacion estandar; (n), numero de puntos en la curva;
y (P), valor de P para la prueba de t de la pendiente = 0.

Linea m b R SD n P
celular

Hela 0.72 -14.78 0.96 3.73 12 <0.0001
SiHa 0.64 -13.68 0.92 4.54 12 <0.0001
MCF-7 0.41 -5.64 0.95 1.54 11 <0.0001
HCT-15 1.31 -29.46 0.98 4.08 12 <0.0001

5.3 QSAR empleando descriptores solamente para los ligantes.

Las tendencias y predicciones que se obtienen de las Ecuaciones 12-16 pueden observarse
también cuando se emplean las propiedades de los ligantes como variables predictoras en el
modelo en vez de los valores experimentales. Tal y como se discutié previamente, la basicidad del
ligante N-N influencia el comportamiento redox y, por tanto, las propiedades electrénicas del
cobre. La relacidn entre estas propiedades presenta una tendencia inversa proporcional entre E;;,
y pKa phen (Figura 23). Esta relacidon permite el cambio del descriptor electrénico sin cambios
significativos en la interpretacién del modelo.

Por otra parte, para el grupo de complejos acac los cambios en la hidrofobicidad dependen
solamente de los sustituyentes en el donador N-N debido a que todo este grupo de complejos
comparte el mismo ligante secundario. La Ecuacién 11 (Figura 24) demuestra que existe una
buena correlacién entre los valores experimentales Log D para los complejos completos y los
valores de calculados para el ligante N-N (CLog Py.y). Por tanto, la influencia de la hidrofobicidad
sobre la actividad biolégica puede modelarse tanto con Log D experimental como con CLogPy.y
obteniendo resultados equivalentes.

Las dos hipdtesis anteriores fueron tomadas en consideracién para construir un nuevo conjunto de
Ecuaciones 17-21 donde se sustituye en el analisis estadistico las variables descriptoras
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experimentales pE;;, y Log D por el pKa del ligante diimina y el CLogPy.x. El nuevo modelo describe
las mismas tendencias encontradas antes en las Ecuaciones 12-16. En las Ecuaciones 17, 18 y 20 el
parametro CLog Py.y desaparece, y en la Ecuacién 21 su contribucidn es muy pequeina a pesar de
que el término tiene significancia estadistica. Este hecho lleva a pensar que la contribucién de la
hidrofobicidad en este modelo es muy pequefia.

Log 1/Cls heta = -2.94(20.72) + 0.73(+0.30) Iy.y + 0.31 (£0.14) pKa phen (Ec. 17)
R’=0.8348, R*,;;=0.7935, sd = 0.2077, F = 20.21, n = 11

Log 1/Clsg sina = -3.11(+0.54) + 0.82(+0.23) /y.y + 0.35(0.10) pKa phen (Ec. 18)
R?=0.9218, R*,;;=0.9022, sd = 0.1546, F = 47.14,n = 11

Log 1/C|50 MCF-7= '287(1’055) + 070(i025) IN-N + 019(i011) pKa phen + 016(i009) CLOg PN-N
(Ec. 19)
R?=0.9269, R*,;;=0.8956, sd = 0.1557, F = 29.59, n = 11

Log 1/Clsg wer.as = -3.81(20.61) + 1.04(£0.26) /.y + 0.43(£0.12) pKa phen (Ec. 20)
R?=0.9325, R%,4=0.9156, sd = 0.1763, F = 55.23, n=11

Log 1/DLsg = -2.44(%0.14) + 0.30(%0.06) /y.y + 0.12(+0.03) pKa phen + 0.03(+0.02) Clog Py.y
(Ec. 21)
R?=0.9811, R*,4=0.9730, sd = 0.0307, F = 121.05, n = 11

Los hallazgos que surgen del andlisis QSAR, y las comparaciones realizadas para todas las
ecuaciones, revelan que las constantes fisicoquimicas para los ligantes, o incluso las constantes de
sustituyente, pueden emplearse como variables predictivas en los modelos QSAR para los
complejos de coordinacion con buenos resultados. Es importante resaltar que el valor exacto para
una propiedad cualquiera de un complejo de coordinacién es diferente al del ligante; sin embargo,
la tendencia relativa se conserva debido a que ambos valores son resultado del mismo cambio, y
por tanto, su empleo es predictivo en un modelo QSAR.

5.4 Andlisis de la influencia del ligante secundario

Una vez que se establecié la forma en la que se modifica la actividad como resultado de las
variaciones en la estructura del donador N-N, el siguiente paso para el entendimiento de las
propiedades relacionadas con la actividad biolégica de este tipo de complejos de cobre es el
analisis de la influencia del ligante secundario. Con el objetivo de obtener ecuaciones QSAR que
ayuden a entender estos efectos, se selecciond al grupo phen como segundo subconjunto de
complejos, en el cual el ligante secundario cambia de acac a gly. Este cambio se tomé en cuenta
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mediante la introduccidn de una nueva variable indicadora (/jigante ) €n el modelo. Como se explicé
con anterioridad, este tipo de variable permite evaluar la magnitud de la influencia de los cambios
estructurales en la actividad bioldgica, sin conocer los cambios especificos en cada una de las
propiedades fisicoquimicas que son resultado directo de esas modificaciones. En este tercer
analisis, la variable toma el valor de 1 para los complejos de acac y el valor de cero para los
complejos gly. Debido a que se demostré con anterioridad que los efectos hidrofébicos en el
complejo se pueden estimar adecuadamente empleando CLog Py.y, €l valor experimental Log D
para los complejos con glicina no se obtuvo, y en su lugar se empled la sumatoria del CLogP para
ambos ligantes (XCLogP = CLOGP phen + CLOEP jigante 2). Con estas consideraciones se realizé el
analisis estadistico y se obtuvieron las Ecuaciones 22- 25 para las Clsg en las 4 lineas tumorales. La
prediccién de la actividad antiproliferativa empleando estas ecuaciones se graficd contra los
valores experimentales en la Figura 26.

Log 1/Clsg weta = -3.13(+0.51) - 0.42(+0.11) pEy/, + 0.17(20.05) =Clog P (Ec. 22)
R’= 0.8301, R*adj=0.8089, sd = 0.1728, F = 39.10, n = 19

Log 1/Clso sia = -3.04(+0.59) - 0.42(+0.12) pEy, + 0.17(+0.06) =CLog P (Ec. 23)
R’= 0.7840, R%*adj= 0.7570, sd = 0.1995, F = 29.03, n = 19

Log 1/Clsg wcr7 = -2.50(20.43) - 0.28(+0.09) pE,/, + 0.16(+0.04) =CLog P (Ec. 24)
R’=0.8126, R*adj=0.7892, sd = 0.1434, F = 34.69, n = 19

Log 1/Clso wcr.1s = -3.74(+0.60) - 0.57(+0.13) pEy,, + 0.16(+0.06) ECLog P (Ec. 25)
R’= 0.8342, R*adj= 0.8134, sd = 0.2050, F = 40.24, n = 19
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Figura 26. Grdficas de actividades antiproliferativas estimadas versus observadas para el grupo de
complejos phen en: A. SiHa (1/Clsg sina); B. Hela (1/Clsg pea); C. MCF-7 (1/Clsg pmce.7); D. HCT-15 (1/Cls,
ner15)- Complejos [Cu(phen)(acac)[", (-m-); complejos [Cu(phen)(gly)]’; (-+-)-

La contribucidn mds importante al modelo es el valor experimental E;;, lo cual sugiere la
participacion del cobre en el mecanismo de accién. En el primer analisis QSAR (Ecuaciones 12 - 16)
se encontré que la actividad bioldgica incrementa para los complejos con propiedades oxidantes
mas débiles; la misma tendencia se conserva en este nuevo grupo de ecuaciones (22-25).

Asi mismo, de las mismas ecuaciones se deduce que la variacion en la hidrofobicidad debida al
cambio de ligante secundario influye positivamente en la actividad, ya que el signo para esta
variable es positivo. Esto significa que los complejos de acac los cuales son mas hidrofébicos que
los de gly presentan también un sutil incremento en la actividad con respecto a sus analogos con
glicinato. La ausencia de la variable indicadora ljiggnte 2- €n las Ecuaciones 22 - 25 y la presencia de
2CLogP en su lugar, podria significar que la Unica contribucién de esta parte de la molécula a la
actividad bioldgica es el cambio en la hidrofobicidad, lo cual facilita el transporte no regulado a
través de membranas. Sin embargo, es necesario estudiar mas variaciones estructurales en el
ligante secundario con el objetivo de esclarecer si la hipdtesis propuesta explica las diferencias
existentes en la actividad para un grupo mas amplio y variado de modificaciones en esta zona de la
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molécula, ya que existen otras propiedades, como la estabilidad del complejo, que también se ve
afectada por el cambio de ligante secundario.

En la Figura 26, se aprecia que el intervalo de actividad para los compuestos con acac es muy
similar al de los compuestos con gly, existiendo solamente ligeras diferencias. En todas las
ecuaciones, la actividad bioldgica esta influenciada significativamente por las propiedades
electrénicas del cobre (E;5;), siendo esta variable la segunda en importancia para el modelo
después del tipo de diimina (ly.y). Este comportamiento llevé al anadlisis de los E;/, el cual es muy
cercano entre los compuestos que comparten el mismo donador N-N encontrando asi la Ecuacién
26 (Figura 27), la cual describe la relacién entre grupos en funcidn de E; ;.

E1/» complejos gly=1.05 E,/, complejos acac +0.02 (Ec. 26)
R?=0.9973, sd = 0.00284, N =8

La pendiente en la Ecuacién 26 es cercana a uno, lo cual significa que el E;;; en ambos grupos es
muy similar y por tanto determinado casi exclusivamente por la basicidad del donador N-N. Este
hecho explica porque el cambio de ligante secundario tiene un efecto tan pequefio en la actividad
bioldgica, ya que la diferencia principal en las propiedades entre los dos grupos de compuestos es
la hidrofobicidad del ligante secundario, y esta propiedad es la contribucién mas pequefia al
modelo. Sin embargo, al igual que en el caso de la influencia de la hidrofobicidad, es
recomendable evaluar un grupo de compuestos con modificaciones mads variadas en el ligante
secundario a fin de comprobar que esta observacién es valida.

. .
2 -0.201
) 1 4,7-diphenyl
O . i
9 022 o
X -0.241
(_3) 4
= -0.264
o i
(3}
£ -0.2841
= 1 5,6 d-iMe
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g i
W .0.34

-0.34 -0.32 -0.30 -0.28 -0.26 -0.24 -0.22 -0.20
E,, [Cu(phen)(acac)]NO,/V

Figura 27. Potencial de media onda para la pareja Cu'/Cu" de complejos [Cu(phen)(acac)]’ versus
complejos [Cu(phen)(gly)]’. Los valores estdn estandarizados contra la pareja ferroceno/ferricinio
(Fc/Fc*) y reportados en voltz + SD.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Este trabajo es un esfuerzo por comprender las propiedades estructurales que influyen y
determinan la actividad antiproliferativa y la toxicidad de estos agentes con potencial antitumoral,
con la finalidad de guiar su re-disefio y evaluacion hacia las moléculas mds potentes. La
comprension de estos factores lograra reducir los cernimientos experimentales tanto in vitro como
in vivo y, al mismo tiempo, optimizara los recursos de investigacion.

En este estudio se emplearon dos subconjuntos de datos para realizar un andlisis QSAR de dos
dimensiones, empleando como variables predictivas los valores experimentales para los quelatos
o bien los valores reportados en la literatura para los ligantes. En ambos casos, se obtuvieron
tendencias similares y de esta forma se validd el uso de constantes de propiedades fisicoquimicas
de los ligantes para describir el comportamiento de los complejos. Las ecuaciones QSAR que se
obtuvieron como resultado modelan satisfactoriamente la actividad biolégica (Cls; o DLsg)
mostrando tendencias similares en todos los casos. Asi mismo, los resultados apoyan las hipdtesis
existentes hasta la fecha acerca del mecanismo de accion.

Los resultados revelaron que el tercer anillo aromatico en el ligante diimina es necesario para
incrementar la actividad del complejo. La razén de este incremento en la actividad a causa del
cambio de ligante diimina podria ser la diferencia de afinidad que estos ligantes tienen hacia el
ADN. En la literatura se encuentra ampliamente reportado que la fenantrolina y la bipiridina, como
ligantes libres o bien como parte de un complejo de coordinacién, son capaces de unirse al ADN
mediante interacciones intercalantes y no intercalantes [45]. Esta capacidad esta planteada como
parte del mecanismo de accién antitumoral de los compuestos de cobre conocidos como
Casiopeinas®.

Los intercalantes del ADN representan una de las clases mas importantes de agentes
anticancerosos. Los requerimientos estructurales para esta actividad se encuentran bien
caracterizados y documentados en la literatura, siendo la presencia de sistemas aromaticos
policiclicos una caracteristica que todos los intercalantes comparten [262, 263]. El sistema de
anillos aromaticos mas extendido en la fenantrolina podria ser la causa del incremento en la
actividad del grupo de complejos con este ligante en su estructura, ya que permite incrementar la
afinidad de unidn con el ADN. La disminucién de la actividad tdxica y antiproliferativa como
resultado de la ausencia del tercer anillo aromatico coincide con la disminucién de las constantes
de unidn a ADN reportadas por Patra y cols. [166, 168, 169], y los estudios sobre la orientacién de
la uniéon de los complejos Cu(phen)(L)" al ADN por resonancia paramagnética del électrén (EPR)
realizados por Chikira y cols. [79]. En ambos estudios, se demostré que los tres anillos fusionados
de la fenantrolina son criticos para que se lleve a cabo la interaccidn tipo intercalante de estos
compuestos.
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A pesar de que estos resultados indican una relacion positiva entre la presencia del sistema de tres
anillos aromaticos fusionados y la actividad citotdxica, y esta caracteristica a su vez se encuentra
relacionada con la unién al ADN tipo intercalante, normalmente se acepta que la intercalacién en
el ADN es una condicidn necesaria pero no suficiente para la actividad antitumoral de los
intercalantes [262].

Por otra parte, se encontré también que otra contribucidn importante al modelo QSAR son los
valores E;,, los cuales parecen explicar la mayor parte de la actividad antiproliferativa in vitro. La
importancia de esta variable en las ecuaciones nos lleva a pensar que el cobre y sus propiedades
electrénicas estdn directamente involucrados en el mecanismo de accidn tdxico. Esto es posible
debido a que el cobre es un metal activo en reacciones de dxido-reduccidn y es muy eficiente en la
catdlisis de reacciones de oxidacién mediadas por oxigeno. Ciertamente, los complejos de cobre-
fenantrolina han sido caracterizados durante las ultimas 3 décadas como agentes para oxidar al
ADN [167, 264, 265].

Debido a lo anterior se ha propuesto por el grupo de trabajo que la toxicidad de estos compuestos
puede ser el resultado del dafio oxidante al ADN, y/o otros blancos criticos como proteinas y
membranas. Este efecto ha sido observado en varios modelos donde el incremento de ROS es
concomitante con la degradacion del ADN [164], oxidacidn del ADN [165], reduccién de la
concentracién de glutatién reducido [160] y/o muerte celular por mecanismos apoptéticos y no
apoptdticos dependientes de la dosis [162, 163, 187].

El incremento de ROS podria tener varios origenes, por ejemplo ser el resultado de la toxicidad
mitocondrial que estos complejos tienen [171, 190]; o bien, originarse directamente de la catalisis
del ciclo de reacciones Haber-Weiss (reaccién de Fenton — Figura 6) la cual estd comunmente
asociada con el cobre y sus complejos [110, 266]. Este ultimo mecanismo requiere de la presencia
y activacién de H,0, ademdas de un agente reductor disponible para producir al radical hidroxilo
‘OH. Se sabe que la concentracion de H,0, estd estrictamente regulada por los sistemas
enzimaticos antioxidantes en las células [88]; sin embargo, debido a que las células cancerosas son
muy activas en su metabolismo energético producen altos niveles de O,-, H,0, y otros ROS [89,
267]. Las concentraciones de ROS actuan como moduladores de varias sefales celulares que
controlan paraddjicamente la promocion de la proliferacion celular y la muerte celular por
apoptosis dependiendo de la naturaleza y del nivel de ROS producido [88, 268]. Este hecho
permite explotar la sobreproduccidn de ROS en las células cancerosas como un blanco terapéutico
a través de la produccién de muerte celular selectiva mediante la amplificacién del estrés oxidante
pre-existente [89, 90, 268]. Los complejos de cobre estudiados en este trabajo podrian contribuir a
intensificar el desbalance redox mediante la activacidon de H,0, a través de la reaccién de Fenton,
provocando de esta forma, dafio celular y en consecuencia muerte celular por apoptosis o algin
otro mecanismo. Algunos complejos de coordinacién de bajo peso molecular que contienen en su
estructura metales activos en reacciones de 6xido-reduccion, incluyendo algunos complejos de
cobre, tienen actividad antitumoral y la reaccién de Fenton con H,0, para producir radical ‘OH es
el mecanismo de accidn propuesto [45].
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La reaccién de Fenton (Figura 6) requiere de la reduccién de Cu (Il) a Cu (I) mediante alglin agente
reductor intracelular o bien con O,-". El potencial de media onda de la pareja Cu(ll)/Cu(l) para los
complejos estudiados varia entre 0.119 y 0.235 V/SHE, mientras que los potenciales redox de
algunos reductores celulares como NADH, GSH, y ascorbato son -0.320 [269], -0.240 [270, 271],y +
0.054 V/SHE [272, 273], respectivamente. Debido a lo anterior, la reduccion del centro metalico
mediante reductores celulares estd termodindmicamente permitida (Figura 28), y en
consecuencia, los complejos pueden catalizar la oxidacion de biomoléculas y producir "OH, tal y
como se espera de metales de transicién como hierro y cobre [274].

GSSG Asc’ Cu (Il

/ NAD*

NADH GSH Asc Cu (1)

Figura 28. Comparacion de los potenciales redox de algunos reductores celulares contra el
intervalo de potencial redox de los complejos estudiados [Cu(N-N)acac]NO; y [Cu(phen)(gly)]NO:s.
Los potenciales estdn reportados en voltz contra el electrodo normal de hidréogeno (SHE).

Las ecuaciones QSAR predicen un incremento de actividad para aquellos complejos que tengan
sustituyentes electrodonadores en el ligante diimina, y por tanto sean oxidante mads débiles. En
efecto, los oxidantes mas débiles son mas dificiles de reducir, pero una vez reducidos pueden ser
mejores agentes reductores, lo cual es necesario para la reaccion Fenton subsecuente. La actividad
citotdxica, a través de la generacion de ROS, puede ser dependiente de la velocidad de alguna de
estas reacciones, la cual a su vez es dependiente de las propiedades electrénicas del centro
metadlico. La pregunta acerca de cémo varian las constantes de velocidad de reaccién en funcion
del potencial redox queda aun por resolverse; sin embargo, es factible proponer que los complejos
de cobre con E;;; desplazados hacia potenciales mas negativos podrian tener constantes de
velocidad mas grandes en el paso limitante de la reaccion.

Con el objetivo de ilustrar que este tipo de comportamiento es posible, se tomaron algunos datos
reportados en la literatura para ser analizados (Tabla 15). El potencial redox de la pareja
Cu(l)/Cu(l) para tres complejos bis quelatos de fenantrolina Cu(ll) [Cu(phen),**] [253] y las pseudo
constantes de velocidad de la catdlisis de oxidacidon de GSH por oxigeno y H,0, para producir ‘OH
[275] presentan una relacion lineal con coeficientes de correlacion (R) de -0.9914 y -0.9999,
respectivamente. Ambas oxidaciones son eficientemente catalizadas por los complejos Cuphen,”,
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los mecanismos son diferentes y los intermediarios involucrados también; sin embargo, sus
constantes de velocidad condicionadas incrementan con el desplazamiento del E Cuphen,** hacia
oxidantes mas débiles (Tabla 15). Es necesario resaltar que E”’Cuphen,”* también esta relacionado
linealmente con E 1, acac (r= 0.9831) y Ey;, gly (r=0.9787). Estas relaciones apoyan la hipdtesis
acerca de que la velocidad de produccion de ROS incrementa para compuestos con E;;, mas
negativos, y puede explicar la tendencia encontrada en los modelos QSAR, los cuales como se ha
mencionado, predicen un incremento en la actividad bioldgica para los oxidantes mas débiles. En
resumen, mientras mas rapido se incremente el desbalance redox en la célula, mayor actividad
antiproliferativa tendrd el complejo.

Tabla 15. Cinética para reacciones catalizadas por complejos de cobre y potenciales de dxido-
reduccion para la pareja Cu(ll)/Cu(l).

a a E® E1» acac Eip gly
el Clsinl=r 0 Gl lnkon Cuphen,®*® Complejos©  Complejos ©
T T
Ko, m:lllbemln ko, mol™min’ mV vs. NHE
H 5.52 17.1 321 186 198
4,7-diMe 48.3 30.7 255 139 147
5,6-diMe 18 22.5 294 159 165

? constante de velocidad condicionada a 25°C para la oxidacién de GSH por O, y H,0, [275]

Potencial de éxido-reduccion para los complejos cobre (1) bis-fenantrolina. Los valores originales contra el electrodo estandar de
calomel (SCE) [253] se convirtieron en mV vs. electrodo normal de hidrégeno (SHE) empleando el valor de 241.2 mV vs. SHE para SCE
[276].

“Los potenciales de media onda para los grupos de complejos acetilacetonato y glicinato fueron convertidos en mV. Vs SCE empleando
el valor experimental de la pareja ferroceno/ferricinio (Fc/Fc’) vs. SCE seguido de la conversién en mV vs SHE tal y como se hizo en b.

De acuerdo al andlisis, la variable con menor participacién en el modelo es la hidrofobicidad. Esta
propiedad puede participar tanto en la interacciéon con alguin receptor como en el transporte a
través de membranas. Con respecto a este Ultimo, el cobre es un metal cuya concentracion estd
estrictamente regulada en los ambientes celulares, posiblemente debido a la catdlisis antes
mencionada en la que puede participar y causar dafio oxidativo como resultado si no estd bien
controlada. Se sabe que el cobre se incorpora a las células como Cu(l) y permanece en estado
reducido mientras el trafico intracelular lo lleva a su destino final en las enzimas que lo contienen
[277]. La absorcion celular de este metal esta mediada por un transportador de membrana
especifico llamado Ctrl, el cual esta regulado por las vias de excrecidén y secrecion del mismo ién
[123, 278]. Es importante mencionar, que recientemente se ha demostrado que el ligante 1,10-
fenantrolina puede facilitar el transporte no-regulado de cobre, y en consecuencia, causar una
sobrecarga intracelular de cobre en los cultivos celulares [279], la cual es concomitante con la
modificacién oxidativa al ADN, disminucién de las concentraciones de glutatién y apoptosis. Este
efecto es atribuido a la hidrofobicidad de los ligantes, quienes ayudan al transporte pasivo al
incrementar la hidrofobicidad del ién cobre, y podria explicar la contribucion positiva de Log P en
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los modelos QSAR. Resulta interesante, de acuerdo a los resultados, que la hidrofobicidad sea la
contribucion mas pequefia al modelo; de hecho, en algunas ecuaciones no se requiere de este
pardmetro a pesar de la variacidn en las caracteristicas de los sustituyentes. Este hallazgo nos lleva
a pensar que los requisitos de hidrofobicidad para la actividad in vitro se satisfacen en la mayor
parte de las moléculas evaluadas; esto significa que la hidrofobicidad no es el principal factor
limitante en el mecanismo de accién. Los ligantes actlan como acarreadores en la absorcidn
celular de cobre (ll) [279]; sin embargo, la influencia de los sustituyentes en los parametros
electrénicos y el tipo de diimina gobiernan la actividad a nivel molecular. Es posible que las
propiedades hidrofdbicas se vuelvan mds importantes y tengan una influencia directa en la
actividad bioldgica in vivo, donde esta propiedad es necesaria para el transporte del farmaco hasta
el sitio de accidn.

En este trabajo se correlacionaron las propiedades fisicoquimicas con la toxicidad en los cultivos
celulares y en ratones ICR in vivo. Es de esperarse, que si la correlacién es similar en ambos
modelos (in vitro e in vivo), entonces al menos una parte de la toxicidad oxidante que se observa
en el cultivo celular puede estar presente en el modelo murino. Lo anterior es consistente con la
reduccion de la toxicidad in vivo cuando se coadministran antioxidantes con este tipo de
compuestos[203]. La relacidn cercana entre la citotoxicidad y la toxicidad aguda in vivo, provocan
la preocupacién acerca de la selectividad en la produccidon de dafio oxidante en las células
cancerosas; sin embargo, se requiere realizar experimentos adecuados para evaluar su eficacia
terapeutica y la selectividad de estos agentes con potencial antitumoral que actlan a través de la
generacion de estrés oxidante.

Este trabajo ha demostrado que la citotoxicidad de los complejos de cobre conocidos como
Casiopeinas® puede ser descrita adecuadamente con ecuaciones QSAR construidas tanto con
valores experimentales para el complejo completo, como con descriptores solo para los ligantes.
Estas ecuaciones, a su vez, proporcionan un modelo para disefar andlogos potencialmente mas
citotéxicos a través de la eleccion adecuada de los sustituyentes y ligantes. En este punto se
sugiere encaminar las evaluaciones in vivo hacia los complejos que contengan en su estructura los
ligantes 3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina, 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina y 5,6-dimetil-1,10-
fenantrolina. Los modelos QSAR también apoyan, al menos en parte, los mecanismos de accién
propuestos para la citotoxicidad de estos compuestos. A pesar de que la informacién con la que se
cuenta acerca del comportamiento de estos compuestos en sistemas biolégicos apunta a una
compleja red de mecanismos de toxicidad, es razonable proponer que la intercalacién al ADN y la
produccién de ROS son los dos factores dominantes. Finalmente, la contribucién exacta que tiene
el segundo ligante a la actividad queda auln por ser satisfactoriamente estudiada.
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APENDICE I: Desarrollo del método analitico para la
determinacion del coeficiente de distribucion Log D

1. Estableciendo el método.

La determinacidn del coeficiente de reparto octanol/agua (Log P) se llevé a cabo por el método de
“shake flask”, el cual consiste en presaturar dos fases inmiscibles a la misma concentracion con el
analito de prueba y ponerlas en contacto con agitacién vigorosa y a temperatura constante por un
periodo que puede variar de una hora a una semana en funcidn del tiempo que le tome al sistema
llegar al equilibrio. El analisis cuantitativo de cada fase una vez alcanzado el equilibrio permite el
calculo del Log D.

Este método requiere mantener constante el pH en la fase acuosa, la temperatura, y el tiempo
gue permanecen en agitacion las fases, para determinar como se fijarian estas variables y las
condiciones adecuadas en las que se deberia llevar a cabo la cuantificacién espectrofotométrica se
montaron los siguientes experimentos:

1.1 Seleccién del amortiguador de pH:

La fase acuosa requiere de un pH=7.4 para conservar las condiciones del sistema lo mas cercano
posible a las condiciones bioldgicas, por lo cual se debe hacer uso de un amortiguador de pH
inerte y no extraible a la fase orgdnica. Entre los amortiguadores no extraibles mas usados en
estas determinaciones se encuentran los fosfatos y citratos [217]; sin embargo, con frecuencia se
comportan como ligantes y existe el riesgo de que reaccionen con los complejos de coordinacion
empleados incorporandose en la esfera de coordinacion.

Para seleccionar el amortiguador adecuado se prepararon soluciones de [Cu(1,10-
fenantrolina)(acac)]NO; 10”M en: (a) amortiguador de fosfatos pH= 7.4, 102M; (b) amortiguador
MOPS (acido 4-Morpholinopropanosulfénico) pH = 7.4, 10°M; vy (c) H,O destilada. Las soluciones
fueron analizadas por espectrofotometria Uv-Vis en la region visible del espectro (Agilent 8453
spectrophotometer Uv-vis, Agilent Technologies), con el objetivo de identificar desplazamientos de
la banda de absorcion caracteristica con respecto al espectro acuoso (Amax = 614 nm), dicho
desplazamiento es indicador de una reaccién entre el analito y el amortiguador.
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Los resultados de este analisis muestran que el amortiguador de fosfatos es coordinante con este
tipo de compuestos ya que provocd un desplazamiento en el maximo de absorcion de 614 nm a
630 nm (AA =16 nm), por lo cual no es adecuado su uso en las determinaciones. Por el contrario
la solucién preparada en MOPS no provocd ningun desplazamiento en el maximo de 614 nm
(Figura 29) por lo que se procedid a verificar que no fuese extraible bajo las condiciones del

procedimiento.

—— [Cu(1,10fen)acac]NO; 10°M
079 — = [Cu(1,10fen)acac]NO; 10M/Fosfatos 102M

o6l -==2+ [Cu(1,10fen)acac]NO; 10°M/MOPS 107M

054
0.4

0.3+

Absorbancia

0.2+

0.1

O- o T T T T T T T T

400 500 600 700 800
A (nm)

Figura 29 Espectros de absorcién en la regidn visible para [Cu(1,10-fenantrolina)(acac)INO; 10°M
en diferentes amortiguadores de pH.

Este segundo experimento consistié en poner en contacto buffer MOPS pH=7.4, 1.7 * 10*M vy la
fase orgéanica (1-octanol 99+%, ACS Spectrphotometric grade, Aldrich) durante 24 horas en
agitacién constante y ausencia de luz. Transcurrido este periodo la solucién se centrifugo a 3600
rpm durante 10 minutos para romper la emulsidn, y las fases se separaron con una pipeta pasteur.
Para cuantificar la concentracion de MOPS, la fase acuosa se analizé espectrofotometricamente a
192 nm al inicio y final del experimento. Se encontrd que la concentracién permanecié constante
después de 24 horas de extraccién, con lo cual se concluye que este amortiguador no es extraible
en las condiciones de trabajo y por tanto redne los dos requisitos necesarios para su empleo en las
determinaciones del coeficiente de particién. (Figura 30)
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0.30-
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Figura 30 Espectros de absorcién para MOPS 1*10* M antes y después de una extraccion por 24
horas con octanol a 25°C y ausencia de luz.

1.2 Seleccidn de la longitud de onda y selectividad del método.

Todos los compuestos analizados en este trabajo presentan dependiendo del compuesto de 2 a 3
maximos de absorcidn en la regidén ultravioleta del espectro electromagnético debidos a
transiciones m—>m*. El primero alrededor de 200 nm y el segundo entre 270 nm y 300 nm. Para
evitar interferencias en las mediciones debidas a la absorcion del buffer MOPS (Anay = 192 nm) y
del octanol (zona de absorcién: 190 nm - 250 nm) se selecciond el segundo maximo de absorcidon
para realizar las determinaciones.

1.3 Determinacidn del periodo de tiempo

Para determinar el periodo de tiempo adecuado para que el sistema llegue al equilibrio se
prepararon soluciones de [Cu(1,10-fenantrolina)(acac)]NO; 10*M en octanol y en amortiguador
MOPS pH= 7.4 +£ 0.02, 10>3M. Las fases se pusieron en contacto con agitacién constante a T= 25°C
por periodos de 15 min, 30 min, 1 hr, 2 hr, 12 hr, y 24 hr. Concluido el periodo correspondiente, las
muestras se centrifugaron y se separaron las fases para ser analizadas espectofotométricamente
en la regién Uv. El ensayo se realizé por triplicado y se encontré que a partir de 1 hr no hay
cambios en la concentracion de las fases (Figura 31), por lo que se concluyd que al sistema le toma
alrededor de 1 hora llegar al equilibrio. En base a estos resultados y para garantizar el equilibrio en
todas las muestras se fijo un periodo de 3 horas de contacto para realizar las determinaciones.
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Figura 31 Espectro de absorcion Uv de [Cu(1,10-fenantrolina)acac]NO; en MOPS 10°M pH= 7.4
después de extracciones octanol/MOPS 10°M con diferentes periodos de incubacién

1.4 Linearidad.

Se prepararon curvas de calibracidn para cada uno de los compuestos a analizar en el intervalo de
0.2 a 0.8 unidades de absorbancia empleando la longitud de onda del segundo maximo de
absorcién, obteniendo los resultados que a continuacidn se presentan en la Tabla 16 para ambas
fases. Estos datos se emplearon para la cuantificacion de la concentracién del analito en ambas
fases durante la determinacion del Log D.
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Tabla 16. Datos de las curvas de calibracion realizadas para cada analito: A = longitud de onda en
nm, R = coeficiente de correlacion lineal, &= Coeficiente de absortividad molar.

Compuesto Fase acuosa Fase organica

A R € Ordenada A R € Ordenada

al origen al origen

[Cu(1,10-fenantrolina)acac)]NO; 272 0.9993 29859.67 0.033 274 0.9999 32057.61 -0.013
[Cu(4-me-1,10-fenantrolina)acac)]NOs 272 0.9998 40498.57 5.9*10" 274 0.9997 39929.19 -0.012
[Cu(5-me-1,10-fenantrolina)acac)]NO; 277 0.9999 45652.81 -0.004 279 0.9995 45458.44 -0.004
[Cu(4,7-dime-1,10-fenantrolina)acac)]NOs 273 0.9999 44271.32 0.014 274 0.9999 47796.47 -0.010
[Cu(5,6-dime-1,10-fenantrolina)acac)]NOs 282 0.9996 44611.69 0.009 283 0.9998 47416.46 -0.013

[Cu(3,4,7,8-tetrame-1,10-fenantrolina)acac)]NO; 278 0.9989 41915.30 0.016 280 0.9999 47719.2384 0.002

[Cu(5-fenil-1,10-fenantrolina)acac)|NO; 281 0.9998 42576.56 -0.027 285 0.9999 41603.97 -0.016
[Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)acac)]NO; 286 0.9997 57409.84 -0.035 289 0.9999 55730.08 -0.011
[Cu(5-NO,-1,10-fenantrolina)acac)|NO; 280 0.9999 33187.57 -0.010 279 0.9999 32221.48 -0.021
[Cu(5-Cl-1,10-fenantrolina)acac)]NO; 276 0.9998 42513.28 0.006 278 0.9997 44643.32 -0.021
[Cu(2,2’-bipiridina)acac)]NO; 297 0.9999 26642.90 -0.008 300 0.9999 28811.94 -0.011
[Cu(4,4’dime-2,2"-bipiridina)acac)|NO; 295 0.9999 28098.47 0.002 298 0.9999 31608.35 -0.010
[Cu(1,10-fenantrolina)(3-Cl-acac)]NO; 272 0.9999 39910.93 -0.003 274 0.9997 37705.28 -0.025
[Cu(1,10-fenantrolina)(1-benzoilacetona)]NOs 272 0.9999 42643.57 -0.005 273 0.9992 41306.14 -0.045
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Apéndice II: Analisis termogravimétrico

Compuesto 1: [Cu(2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]NO;
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Figura 32. Analisis termogravimétrico para [Cu(2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]NOs. La figura
muestra una pérdida de peso del 8.78 % equivalente a 2 moléculas de agua.

Compuesto 2: [Cu(4,4’-dimetil-2,2 -bipiridina)(acetilacetonato)|NO3
T ,_ =
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1
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Figura 33. Analisis termogravimétrico para [Cu(4,4’-dimetil-2,2 -bipiridina)(acetilacetonato)]NOs.
La figura muestra una pérdida de peso del 4.28% equivalente a una molécula de agua.
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Compuesto 3: [Cu(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3

Figura 34. Analisis termogravimétrico para [Cu(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs. La figura
muestra una pérdida de peso del 7.22% equivalente a dos molécula de agua.

Compuesto 4: [Cu(4-metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)|NO3

T

TR

Figura 35. Analisis termogravimétrico para [Cu (4-metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs.
La figura no muestra pérdidas de peso en funcion del incremento de temperatura.
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Compuesto 5: [Cu(5-metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)|NO3

T

1]

Figura 36. Analisis termogravimétrico para [Cu (5-metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs.
La figura muestra dos pérdidas de peso consecutivas que suman el 6.55% equivalente a 2
moléculas de agua.

Compuesto 6: [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)|NO3

=
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Figura 37. Analisis termogravimétrico para [Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)
(acetilacetonato)]NO;. La figura muestra una pérdida de peso de 3.84% equivalente a una
molécula de agua.
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Compuesto 7: [Cu(5,6- dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)|NO3
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Figura 38. Analisis termogravimétrico para [Cu (5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)
(acetilacetonato)]NO;. La figura muestra una pérdida de peso de 7.14% equivalente a 2 moléculas
de agua.

Compuesto 8: [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)[NO3

L T e T

Figura 39. Analisis termogravimétrico para [Cu (3,4,7,8-dimetil-1,10-fenantrolina)
(acetilacetonato)]NOs. La figura muestra una pérdida de peso de 4.27% equivalente a una
molécula de agua.
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Compuesto 9: [Cu(5-fenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3
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Figura 40. Analisis termogravimétrico para [Cu (5-fenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs. La
figura no muestra pérdidas de peso en funcion del incremento de temperatura.

Compuesto 10: [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)][NO3

Figura 41 Analisis termogravimétrico para [Cu (4,7-difenil-1,10-fenantrolina)
(acetilacetonato)]NO:s. La figura muestra una pérdida de peso de 3.22% equivalente a una
molécula de agua.
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Compuesto 11: [Cu(5-CI-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)NO3

DTG

DTA £

Figura 42. Analisis termogravimétrico para [Cu (5-Cl-1,10-fenantrolina) (acetilacetonato)]NOs. La
figura muestra una pérdida de peso de 3.60% equivalente a una molécula de agua.

Compuesto 12: [Cu(5-NO:z-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3

Figura 43. Analisis termogravimétrico para [Cu (5-NO,-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs. La
figura no muestra pérdidas de peso en funcion del incremento de temperatura.
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Apéndice III: Espectros IR

Compuesto 1: [Cu(2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]NO;
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Figura 44 Espectro de IR 4000 — 400 cm-" de [Cu(2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 17 Principales bandas y probables asignaciones del espectro de IR 4000 - 400 cm™ de
[Cu(2,2-bipiridina)(acetilacetonato)]NO3

asignacion asignacion A(cm?) %T

v (O-H) 3415.5 82.63 v (C=C) 1446.4 71.30
v (C=N) 1600.7 75.88 v (N-0), (NOs) 1384.7 16.66

Vasim (COO’) 1577.6 62.47 v (C-H) 730.9 89.72
v (C=C) 1523.5 62.97
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Compuesto 2: [Cu(4,4’-dimetil-2,2"-bipiridina) (acetilacetonato)|NO;
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Figura 45 Espectro de IR 4000 — 400 cm-" de [Cu(4,4’dimetil-2,2"-bipiridina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 18 Principales bandas y probables asignaciones del espectro de IR 4000 - 400 cm™ de
[Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]NO;

asignacion asignacion A(cm™)
v (O-H) 3463.7 78.67 v (C=C) 1490.8 81.39
v (C=N) 1616.14 59.24 v (N-0), (NOs) 1384.7 21.63
Vasim (COO’) 1587.2 48.12 v (C-H) 730.9 98.63
v (C=C) 1525.5 46.84
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Compuesto 3: [Cu(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3
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Figura 46 Espectro de IR 4000 — 400 cm-" de [Cu(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 19 Principales bandas y probables asignaciones del espectro de IR 4000 - 400 cm™ de
[Cu(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

asignacion asignacion %T

v (O-H) 3432.84 72.74 v (C=C) 1429.06 57.30
v (C=N) 1623.8 88.15 v (N-0), (NOs) 1384.71 2.96
Vasim (COO’) 1587.21 42.82 v (C-H) 858.21 69.07
v (C=C) 1519.7 42.15 v (C-H) 725.14 68.62

97



Facultad de Quimica, UNAM Apéndice IIT g

Compuesto 4: [Cu(4-metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)|NO3
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Figura 47 Espectro de IR 4000 — 400 cm-" de [Cu(4-metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 20 Principales bandas y probables asignaciones del espectro de IR 4000 - 400 cm™ de [Cu(4-
metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs

asignacion asignacién A(cm™)
v (O-H) 3432.8 75.58 v (C=C) 14283 3845
v (C=N) 1623.8 70.97 v (N-0), (NOs) 1384.7 2.63

Vasim (COO') 1577.6 24.46 v (C-H) 852.4 78.19
v (C=C) 1518.6 24.54 v (C-H) 727.1 63.35
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Compuesto 5: [Cu(5-metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)|NO3
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Figura 48 Espectro de IR 4000 — 400 cm-" de [Cu(5-metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 21 Principales bandas y probables asignaciones del espectro de IR 4000 - 400 cm™ de [Cu(5-
metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)JNOs

asignacion asignacion A(cm™)
v (O-H) 3473.3 75.31 v (€=C) 1427.1 73.93
v (C=N) 1625.8 87.08 v (N-0), (NOs) 1384.7 14.37
Vasim (COO’) 1577.6 59.11 v (C-H) 811.9 92.04
v (C=C) 1519.7 63.29 v (C-H) 729.0 82.34
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Compuesto 6: [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)|NO3
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Figura 49 Espectro de IR 4000 — 400 cm-' de [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3

Tabla 22 Principales bandas y probables asignaciones del espectro de IR 4000 - 400 cm™ de
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs

asignacion asignacion A(cm™)
v (O-H) 34135 67.98 v (C=C) 14252 4743
v (C=N) 1622.2 69.02 v (N-0), (NOs) 1384.7 6.96

Vasim (COO') 1577.6 20.06 v (C-H) 869.8 63.88
v (C=C) 1521.6 25.52 v (C-H) 725.1 69.63
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Compuesto 7: [Cu(5,6- dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3
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Figura 50 Espectro de IR 4000 — 400 cm-" de [Cu(5,6-dimetil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 23 Principales bandas y probables asignaciones del espectro de IR 4000 - 400 cm™ de
[Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

asignacion asignacion A (ecm™)
v (O-H) 3488.7 83.66 v (€C=C) 1430.9 47.80
v(C=N) 1606.5 o7.27 v (N-0), (NOs) 1384.7 13.01
Vasim (COO’) 1581.4 27.13 v (C-H) 819.6 70.92
v (C=C) 1517.8 30.14 v (C-H) 729.9 65.59
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Compuesto 8: [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)|NOz
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£ 40.00 - =\ ,\f \N / 3 '
[
£ N N,
o Cu 3 1583.35
= /\

20.00 -

o o 1517.78
Lo 1373.14
0.00
3999.84 3614.13 3228.41 2842.70 2456.99 2071.28 1685.56 1299.85 914.14 528.43
A (cml)

Figura 51 Espectro de IR 4000 — 400 cm-" de [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 24 Principales bandas y probables asignaciones del espectro de IR 4000 - 400 cm™ de
[Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)[NO3

asignacion asignacion A(cm™)
v (O-H) 3338.1 73.06 v (€=C) 1430.9 46.37
v (C=N) 1618.1 70.86 v (N-0), (NOs) 1384.2 17.41
Vasim (COO’) 1583.3 32.17 v (C-H) 833.1 80.83
v (€C=C) 1517.8 23.55 v (C-H) 797 1 60.75
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Compuesto 9: [Cu(5-fenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3

120.00

100.00

80.00 2917.91

2971.91
3234.2 1618.0

3421.27

[*2]

60.00

‘@Transmitancia
o
°
o
1

1583.0
1524

20.00 -

1382.78

0.00

4001.766 3616.054 3230.341 2844.629 2458.917 2073.204 1687.492 1301.779 916.067 530.3546
A(cm?)

Figura 52 Espectro de IR 4000 — 400 cm-" de [Cu(5-fenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 25 Principales bandas y probables asignaciones del espectro de IR 4000 - 400 cm™ de [Cu(5-
fenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

asignacion asignacion
v (O-H) 3421.27 70.70 v (C=C) 1425.21 39.47
v (C=N) 1618.06 74.50 v (N-0), (NOs) 1382.78 9.47
Vasim (COO) 1583.35 23.90 v (C-H) 833.14 80.89
v (C=C) 1524.7 30.48 v (C-H) 732.85 46.26
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Compuesto 10: [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)[NO3

120.00 -
100.00 -

80.00 - 3054.84
.g 1620.0 ’ 1230.42
c
gso.oo .

14pj7 .1
g 1334.57
c
(1]
S
|:40.00 E
X N\ /N NO,- 158528 ||, TS
Cu
20.00 - / \
(@] (@]
1384.71
0.00 — —
4001.77 3616.05 3230.34 2844.63 245(8.921)2073.20 1687.49 1301.78 916.07 530.35
cm-

Figura 53 Espectro de IR 4000 — 400 cm-" de [Cu(4, 7-difenil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 26 Principales bandas y probables asignaciones del espectro de IR 4000 - 400 cm™ de
[Cu(4, 7-difenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

asignacion asignacion A(cm™)
v (O-H) 3417.4 73.35 v (C=C) 1427.1 55.98
v (C=N) 1620.0 72.66 v (N-0), (NOs) 1384.7 6.91
Vasim (COO’) 1585.3 37.43 v (C-H) 854.4 82.29
v (€=C) 1517.8 34.35 v (C-H) 736.7 72.16
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Compuesto 11: [Cu(5-CI-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)|NO3

120.00 -

100.00

80.00
453.21

o
°
o
=]

% Transmitancia

S
o
=3
o

20.00
1577.56

L — 382.72

0.00

4001.77 3616.05 3230.34 2844.63 21557.92 1;073.20 1687.49 1301.78 916.07 530.35
cm-

Figura 54 Espectro de IR 4000 — 400 cm-" de [Cu(5-Cl-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 27 Principales bandas y probables asignaciones del espectro de IR 4000 - 400 cm™ de
[Cu(5-CI-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

asignacion asignacion A (cm™)
v (O-H) 3401.9 79.81 v (C=C) 14233 3419
v (C=N) 1614.2 69.57 v (N-0), (NOs) 1384.7 6.21

Vasim (COO’) 1577.6 18.88 v (C-H) 896.8 72.08
v (C=C) 1517.8 22.41 v (C-H) 729.0 54.84
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Compuesto 12: [Cu(5-NO:z-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)][NO3

120.00 -
100.00
34425
| 1623.8
80.00 3025.91
© - _
260.00 - NO, | +
(1]
£
g pu— p—
c / \
[240.00 - \ N N / 1577.56
X \ / NO,-
Cu
20.00 . o/ \o 1515.85
L _ 1384.71
0.00
4001.77 3616.05 3230.34 2844.63 2458.92 }3?73.2(1)) 1687.49 130178 916.07 530.35
cm-

Figura 55 Espectro de IR 4000 — 400 cm-" de [Cu(5-NOs-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 28 Principales bandas y probables asignaciones del espectro de IR 4000 - 400 cm™ de
[Cu(5-NO,-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3

asignacion asignacién A(cm™)
v (O-H) 3442.5 91.08 v (C=C) 14213 4240
v (C=N) 1623.8 85.92 v (N-0), (NO3) 1384.7 9.14

Vasim (COO’) 1579.5 40.63 v (C-H) 839.4 65.83
v (C=C) 1515.8 26.89 v (C-H) 721.3 71.46
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Compuesto 1: [Cu(2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 29. Datos voltamperometria cilica obtenida en direccion
reductiva a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,O 2/5 (v/v), 6.25 x
10° M amortiguador BTP, 0.05 M KNOs. Los potenciales estdn
reportados en mV contra el electrodo de Ag/AgCl 0.1 M. El
promedio de 6 determinaciones a diferentes velocidades de
barrido es E;;,=-154 + 4. Este valor se estandarizd contra el
par ferroceno /ferricinio (Fc/Fc’) resultando E; = -318 + 4

8.0x10° -
6.0x10°
4.0x10°

2.0x10° -

< o0
-2.0x10° 1
-4.0x10°

-6.0x10°

-8.0x10° 1

EV)

04 -03 02 01 00 01 02

Figura 56 Voltamperograma de [Cu(2,2’-
bipiridina)(acetilacetonato)]” obtenido a pH 7.0
en una mezcla etanol/H,0 2/5 (v/V),
amortiguador BTP 6.25 x 10’ M, KNO3 0.05 M,
a diferentes velocidades de barrido. Los
potenciales se reportan contra el electrodo de

1.3x10°4
1.2x10°4
1.1x10°4
1.0x10°
< gox10°]
©
=3 6
= 8.0x10°

7.0x10°4

6.0x10°4

Ag/AgCl 0.1IM.

0.2

03

0.4 0.5
112

V2 (V)

0.6

0.7

Apéndice IV

v(vs')  Epc Epa AE Ei2 Ep,  lIpc(nA) lpa (pA)
0.05 -234 -73 162 -153 -94 3.79 6.47
0.1 -236 -58 178 -147 -92 4.84 7.71
0.2 -245 -64 180 -155 -92 6.47 9.64
0.3 -258 -53 205 -156 -93 6.97 10.0
0.4 -254 -56 198 -155 -94 7.67 11.0
0.5 -259 -60 199 -159 -94 8.46 12.0
9.0x10°+ 2.00-
*
B 8.0x10° C L3 %
Pl 1,501 * * *
7.0x10° x
_ . . 1.251
< 6.0x10° 2 1.00
§‘ 5.0x10°| * E 0.751
0.50|
4.0x10°4 * 0251
3.0x10°+— T T T T T 0.00 . - :
02 03 04 05 06 07 0.0 02 03 05
v (V) v(V)

Figura 57 Grdficas representativas del andlisis de datos de los voltamperogramas para [Cu(2,2’-
estas relaciones lineales revelan
procesos controlados por difusién. C. Ipa/ipc vs. v (V), el cociente superior a 1 revela una posible adsorcién
en el electrodo, la forma de la grdfica es compatible con un proceso reversible de transferencia de electrones
con una reaccion quimica reversible acoplada (mecanismo ErCr).

bipiridina)(acetilacetonato)]NO;. A. Ipa contra vl/z,' B. Ipc contra V'

/2
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Compuesto 2: [Cu(4,4’-dimetil-2,2"-bipiridina) (acetilacetonato)|NO;

Tabla 30. Datos voltamperometria cilica obtenida en
direccién reductiva a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0

5.0x10° 2/5 (v/v), 6.25 x 10° M amortiguador BTP, 0.05 M KNO5.
£ 010° Los potenciales estdn reportados en mV contra el
e electrodo de Ag/AgCl 0.1 M. El promedio de 6
3.0x10° determinaciones a diferentes velocidades de barrido es
2.0x10° 4 E;;=-168 + 3. Este valor se estandarizd contra el par
10x10° ferroceno /ferricinio (Fc/Fc’) resultando E,/,=-338 + 3
2 ' v(V') Epc Epa AE Ey;, Ep, Ipc Ipa
0.0
— (uA)  (pA)
-1.0x10°A
2.0x10° 1 0.05 -218 -117 100 -167 -126 2.24 2091
-3.0x10° 0.1 -231  -114 117 -172 -122 3.02 3.87
-4.0x10°
o 0.2 -224  -111 112 -168 -116 4.01 5.40
-5.0x10™
-6.0x10°° — 0.3 -237 -102 135 -169 -117 4.8 6.38
-7.0x10° : . . : : :
-04 -03 -02 -01 00 01 02 0.4 -230 -104 126 -167 -113 555 7.63
E(V)
0.5 -230 -101 128 -166 -116 5.97 8.05
Figura 58 Voltamperograma de [Cu(4,4’-
dimetil-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)]’
obtenido a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0
2/5 (v/v), amortiguador BTP 6.25 x 10° M,
KNO; 0.05 M, a diferentes velocidades de
barrido. Los potenciales se reportan contra el
electrodo de Ag/AgCl 0.1M.
6.5x10°1 . 2.0
8.0x10°4 % 0x10° 1.8]
A . > B sevic’] - C 16
700 10° ] 14] *
?(; 5.0x10° A < sox0°] o § 10
= . 8 35a0°] e g o84
4.0x107 * 2.0x10° ] * 0.6
5 6 e 0.44
3040%) % e o
2.0x10° ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 20x10%) - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 00
02 03 04 05 06 07 02 03 04 05 06 07 00 01 02 03 04 05
v (V) v (V) v (V)

Figura 59 Grdficas representativas del andlisis de datos de los voltamperogramas para [Cu(4,4’-dimetil-2,2’-
bipiridina)(acetilacetonato)]NOs. A. Ipa contra W/ 2 B. Ipc contra W/ 2. estas relaciones lineales revelan
procesos controlados por difusién. C. Ipa/ipc vs. v (V), el cociente superior a 1 revela una posible adsorcién
en el electrodo, la forma de la grdfica es compatible con un proceso reversible de transferencia de electrones

sin reacciones quimicas acopladas.
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Compuesto 3: [Cu(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3

8.0x10° -
6.0x10°
4.0x10° -

2.0x10° 1

Tabla 31 Datos voltamperometria cilica obtenida en
direccién reductiva a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0
2/5 (v/v), 6.25 x 10° M amortiguador BTP, 0.05 M KNOs.
Los potenciales estdn reportados en mV contra el
electrodo de Ag/AgCl 0.1 M. El promedio de 6
determinaciones a diferentes velocidades de barrido es
E;;=-104 + 1. Este valor se estandarizd contra el par
ferroceno /ferricinio (Fc/Fc’) resultando E;/,=-271 # 1

} v(V) Epc Epa AE Ei, Ep, Ipc Ipa
0.0 (hA)  (nA)
-2.0x10° 0.05 -144 -62 82 -103 71 298 3.67
-4.0x10° 0.1 -147 -60 88 -104 69 4.11 5.30
6
-6.0x10 ™"+ 02 -153 -53 100 -103 65 5.49 7.33
6
-8.0x10" 1 03 -164 -46 117 -105 61 659 8.85
-1.0X10-5 | — T — T T T T —T 1
03 02 01 00 01 02 04 -163 -46 118 -105 57 7.78 10.7
E (V) 05 -169 -43 126 -106 57 866 11.6
Figura 60 Voltamperograma de [Cu(1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]” obtenido a pH
7.0 en una mezcla etanol/H,0 2/5 (v/v),
amortiguador BTP 6.25 x 10° M, KNO; 0.05 M,
a diferentes velocidades de barrido. Los
potenciales se reportan contra el electrodo de
Ag/AgCl 0.1M.
6 204
A 1.2x10°4 * 9.0x10™ 1 * c 18]
* 8.0x10° * 16]
~ 1.0x107 N _ 7.0x10°4 N i:, N * * * * *
< 8.0x10° < 6.0x10° 8 10
g * g . * T 08
- 6.0x10° = 5.0x10" a 0.6
* 4.0x10°4 * . 4:
a0 30x10°] % 021
02 03 04 05 06 07 02 03 04 05 06 07 e o 02 o3 o2 os
S\ v (V) v(v)

Figura 61 Grdficas representativas del andlisis de datos de los voltamperogramas para [Cu(1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs. A. Ipa contra V/ 2 B. Ipc contra W 2. estas relaciones lineales revelan
procesos controlados por difusién. C. Ipa/ipc vs. v (V), el cociente superior a 1 revela una posible adsorcién
en el electrodo, la forma de la grdfica es compatible con un proceso reversible de transferencia de electrones

sin reacciones quimicas acopladas.
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Compuesto 4: [Cu(4-metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)|NO3

Tabla 32 Datos voltamperometria cilica obtenida en

8 0x10° direccién reductiva a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0
X 2/5 (v/v), 6.25 x 10°Mm amortiguador BTP, 0.05 M KNOs.
6.0x10° 1 Los potenciales estdn reportados en mV contra el
electrodo de Ag/AgCl 0.1 M. El promedio de 6
4.0x10° - determinaciones a diferentes velocidades de barrido es
E;,=-128 +4. Este valor se estandarizo contra el par
6
2.0x107 ferroceno /ferricinio (Fc/Fc’) resultando E;,=-290 + 4
< 0.0 v(v) Epc Epa AE Ey; Ep, Ipc Ipa
-2.0x10° (uA)  (pA)
4.0x10°- 005 -171 -94 77 -132 -100 3.37 3.82
6.0x10°- 01 -175 -88 8 -132 95 463 5.52
8.0x10° 02 -176 -87 8 -132 91 6.58 8.16
-0.UX 1
1 ox10° — 03 -176 -82 94 -129 -85 8.06 103
03 02 -01 00 01 02 04 172 -76 9 -124 -80 9.00 117
v (V) 05 -182 -63 119 -122 -71 9.62 12.8

Figura 62 Voltamperograma de [Cu(4-metil-
1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]” obtenido
a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0 2/5 (v/v),
amortiguador BTP 6.25 x 10° M, KNO; 0.05 M,
a diferentes velocidades de barrido. Los
potenciales se reportan contra el electrodo de

1.4x10°4 1.0x10°] 2.0
A . % C s
1.2x10°4 * 9.0x1071 * 16]
o - 8.0x10° *. 147 *
s *
1.0x10 — 70x10°] 12 L % * *
z < . * 2 10
~ 8.0x10°4 *x o 6.0x1074 3
5 g 8 08
= . 5.0x10° = 06
6.0x10° 4 . K
L 4.0x10°4 0.4+
20a0°] % aoa0®] X 02
. . . . . . 00
0z 02  0a 05 o6 07 02 03 04 05 06 07 00 01 02 03 04 05
/2
v (V) v (V) v (V)

Figura 63 Grdficas representativas del andlisis de datos de los voltamperogramas para [Cu(4-metil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs. A. Ipa contra W %. B. Ipc contra VW ’. estas relaciones lineales revelan
procesos controlados por difusion. C. Ipa/Ipc vs. v (V), el cociente superior a 1 revela una posible adsorcion
en el electrodo, la forma de la grdfica es compatible con un proceso reversible de transferencia de electrones

sin reacciones quimicas acopladas.
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Compuesto 5: [Cu(5-metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)|NO3

Tabla 33 Datos voltamperometria cilica obtenida en
direccién reductiva a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0
1.0x10° - 2/5 (v/v), 6.25 x 10° M amortiguador BTP, 0.05 M KNOs.

Los potenciales estdn reportados en mV contra el
electrodo de Ag/AgCl 0.1 M. El promedio de 6
5 0x10° determinaciones a diferentes velocidades de barrido es
e E;=-121 # 2. Este valor se estandarizd contra el par
ferroceno /ferricinio (Fc/Fc’) resultando E, = -282 + 2
g 0.04 v(V) | Epc | Epa | AE | Eiy, | Epo | Ipc Ipa
-t (HA) | (uA)
005 |[-162 [-81 |81 |-121 |-87 [3.43 |4.04
-5.0x10°°-
01 |-163 |-78 |86 |[-121 |-85 [4.70 |5.75
02 |[-171 |-74 |97 |-123 |-82 |6.47 |[8.47
ao0x10%
03 |-177 |-69 |108 [-123 |-80 |7.54 [10.1
03 -02 -01 00 01 02 04 |-172 |67 |105 |-119 |-77 |9.00 |12.30
E (V) 05 |-174 |-64 [111 [-119 |-71 |10.00 |14.10

Figura 64 Voltamperograma de [Cu(5-metil-
1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]” obtenido
a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0 2/5 (v/v),
amortiguador BTP 6.25 x 10° M, KNO3 0.05 M,
a diferentes velocidades de barrido. Los
potenciales se reportan contra el electrodo de

- 1.1x10° 2.0
5] ’ .
A 1.4x10 * B ioao] * C 18]
1.2x10°4 x 9.0x10° > 164
1.4 *
. 8.0x10° * * *
. 1.0x10° ok . Lk 124 % %
< " < 7.0x10° o 2 10
6 B ~ p 2 1
© 8.0x10° g 6.0x10° - g 0.8
6.0x10° | * 5.0x10° x ~ 06
4.0x10°4 0.4+
40x10°1 Kk Y 024
. . . . . . y y y v " 0.0
02 03 04 05 06 07 02 03 04 05 06 07 00 01 02 03 04 05
1/2
i\ v (V) vv)

Figura 65 Grdficas representativas del andlisis de datos de los voltamperogramas para [Cu(5-metil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs. A. Ipa contra W 2. B. Ipc contra W 2. estas relaciones lineales revelan
procesos controlados por difusién. C. Ipa/ipc vs. v (V), el cociente superior a 1 revela una posible adsorcién
en el electrodo, la forma de la grdfica es compatible con un proceso reversible de transferencia de electrones

sin reacciones quimicas acopladas.
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Compuesto 6: [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3

Tabla 34 Datos voltamperometria cilica obtenida en
direccién reductiva a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0

-6
8.0x10" 1 2/5 (v/v), 6.25 x 10° M amortiguador BTP, 0.05 M KNOs.
6.0 10,5_' Los potenciales estdn reportados en mV contra el
X | electrodo de Ag/AgCl 0.1 M. El promedio de 6
4.0x10°1 determinaciones a diferentes velocidades de barrido es
] Ei;=-157 + 2. Este valor se estandarizd contra el par
2 0x10°- ferroceno /ferricinio (Fc/Fc’) resultando E;j,=-318 + 2
. ]
< 00{
— ] v(V) | Epc Epa | AE | Eip Ep, Ipc Ipa
2 0x10° 1 (nA) | (nA)
4 0x10'6—- 0.05 | -194 | -123 | 72 | -158 | -124 | 3.03 |3.85
6.0x10° ] 01 | -196 | -120 | 76 | -158 | -119 | 4.03 |5.10
-6.0x10™
10° 1 / 0.2 | -200 | -119 | 82 | -160 | -115 | 5.65 |7.65
-8.0x10 “f ~_ Y
5| 0.3 | -200 | -115 | 85 | -157 | -111 | 6.90 |9.22
-1.0x10 " ———
-0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.4 | -193 | -115 | 78 | -154 | -109 | 7.94 | 10.6
E (V) 0.5 | -196 | -116 | 80 | -156 | -107 | 8.93 |12.2
Figura 66 Voltamperograma de [Cu(4,7-dimetil-
1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]” obtenido a pH
7.0 en una mezcla etanol/H,0 2/5 (v/v),
amortiguador BTP 6.25 x 10° M, KNO; 0.05 M, a
diferentes velocidades de barrido. Los potenciales se
reportan contra el electrodo de Ag/AgCl 0.1M.
6 e 2.0
1.2x10° * 90107 * 8]
A i x - B 8.0x10° Sk - c 12
1.0x10° « 7.0x10°1 ¥ 1: - * * * *
< sox10° * - < 60x10°] * - a 10
g . 2 s.0x10 _ 3 o8]
6.0x107 § = 064
& 4.0x10° * 0.4]
40x10°1 %7 s0x10°] % 02]
02 03 04 05 06 07 02 03 04 05 06 07 o o oz o3 o4 os
v1/2 vuz )

Figura 67 Grdficas representativas del andlisis de datos de los voltamperogramas para [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs. A. Ipa contra W 2. B. Ipc contra W 2. estas relaciones lineales revelan
procesos controlados por difusién. C. Ipa/ipc vs. v (V), el cociente superior a 1 revela una posible adsorcién
en el electrodo, la forma de la grdfica es compatible con un proceso reversible de transferencia de electrones

sin reacciones quimicas acopladas.
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Compuesto 7: [Cu(5,6- dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)|NO3

8.0x10°
6.0x10°
4.0x10°

2.0x10° -

0.0

| (A)

-2.0x10’6-
-4.0x10’5;
-6.0x10’6-.
-8.0x10'6-. | —~

-1.0x10°

E (V)

-04 -0.3 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2

Tabla 35 Datos voltamperometria cilica obtenida en
direccion reductiva a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0
2/5 (v/v), 6.25 x 10° M amortiguador BTP, 0.05 M KNOs.
Los potenciales estdn reportados en mV contra el
electrodo de Ag/AgCl 0.1 M. El promedio de 6
determinaciones a diferentes velocidades de barrido es
E,=-123 + 3. Este valor se estandarizo contra el par
ferroceno /ferricinio (Fc/Fc”) resultando E;/,=-298 # 3

Figura 68 Voltamperograma de [Cu(5,6-dimetil-
1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]’ obtenido a pH

7.0 en una mezcla etanol/H,0 2/5 (v/v),

amortiguador BTP 6.25 x 10° M, KNO; 0.05 M, a
diferentes velocidades de barrido. Los potenciales se
reportan contra el electrodo de Ag/AgCl 0.1M.
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0.05 |-161 |-82 |78 -121 | -89 |2.683.09
0.1 -164 | -74 90 -119 | -82 |[3.61|4.47
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Figura 69 Grdficas representativas del andlisis de datos de los voltamperogramas para [Cu(5,6-dimetil-1,10-

fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs. A. Ipa contra W 2. B. Ipc contra V'

/2

; estas relaciones lineales revelan

procesos controlados por difusion. C. Ipa/ipc vs. v (V), el cociente superior a 1 revela una posible adsorcion
en el electrodo, la forma de la grdfica es compatible con un proceso reversible de transferencia de electrones

sin reacciones quimicas acopladas
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Compuesto 8: [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;

Tabla 36 Datos voltamperometria cilica obtenida en

. direccion reductiva a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0
6.0x10" 1 2/5 (v/v), 6.25 x 10° M amortiguador BTP, 0.05 M KNOs.
/. N\ Los potenciales estdn reportados en mV contra el
4.0x10° electrodo de Ag/AgCl 0.1 M. El promedio de 6
determinaciones a diferentes velocidades de barrido es
2.0x10° Ei;=-131 + 1. Este valor se estandarizé contra el par
g ferroceno /ferricinio (Fc/Fc’) resultando E;/,=-307 # 1
— 0.0
v(V) | Epc | Epa | AE | Ey, | Ep, | Ipc Ipa
-2.0x10° (HA) | (nA)
4.0x10°- 0.05 |[-170 |-91 |78 [-130 [-99 |2.26 |2.40
01 |-170 |93 |76 |-131 [-97 [3.16 |3.56
-6.0x10° -
02 |-172 |-92 |80 [-132 |-88 [4.34 |5.35
-8.0x10° -
03 |-173 |91 |8 |[-131 |-72 |[5.55 |6.83

03 02 -01 00 01 02
E (V) 04 [-173 |86 |87 |-129 |86 |636 |818

0.5 -177 |-88 (89 |[-132 |-78 |7.28 |9.58

Figura 70 Voltamperograma de [Cu(3,4,7,8-
tetrametil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]’
obtenido a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0 2/5

(v/v), amortiguador BTP 6.25 x 10° M, KNO; 0.05 M,
a diferentes velocidades de barrido. Los potenciales
se reportan contra el electrodo de Ag/AgCl 0.1M.
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Figura 71 Grdficas representativas del andlisis de datos de los voltamperogramas para [Cu(3,4,7,8-
tetrametil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;. A. Ipa contra W/ %. B. Ipc contra W %: estas relaciones
lineales revelan procesos controlados por difusion. C. Ipa/Ipc vs. v (V), el cociente superior a 1 revela una
posible adsorcion en el electrodo, la forma de la grdfica es compatible con un proceso reversible de

transferencia de electrones sin reacciones quimicas acopladas
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Compuesto 9: [Cu(5-fenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3

Tabla 37 Datos voltamperometria cilica obtenida en
direccién reductiva a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0
2/5 (v/v), 6.25 x 10° M amortiguador BTP, 0.05 M KNOs.
Los potenciales estdn reportados en mV contra el
electrodo de Ag/AgCl 0.1 M. El promedio de 6
determinaciones a diferentes velocidades de barrido es
Ei,=-74 *4. Este valor se estandarizé contra el par
ferroceno /ferricinio (Fc/Fc’) resultando E; /2= -248 + 4

v(V) | Epc | Epa | AE | Ey» | Ep, Ipc Ipa (uA)
(nA)

0.05 | -114 | -39 | 75 | -77 | -44 2.67 3.19

0.1 -116 | -36 | 79 | -76 | -43 3.67 4.53

0.2 -120 | -29 [ 91 | -75 | -42 5.12 6.51

0.3 -122 | -29 | 93 | -75 | -39 6.04 8.08

0.4 -120 | -22 | 98 | -71 | -35 6.90 9.32

-0.3 ' -d.z ' dl OiO ' 0.1 0.2 05 | -111 | 23 | 88 | -68 | -31 | 7.56 10.50
E(V)

Figura 72 Voltamperograma de [Cu(5-fenil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]” obtenido a pH 7.0
en una mezcla etanol/H,0 2/5 (v/v), amortiguador

BTP 6.25 x 10° M, KNO; 0.05 M, a diferentes
velocidades de barrido. Los potenciales se reportan
contra el electrodo de Ag/AgCl 0.1M.
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Figura 73 Grdficas representativas del andlisis de datos de los voltamperogramas para [Cu(5-fenil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs. A. Ipa contra W 2. B. Ipc contra W % estas relaciones lineales revelan
procesos controlados por difusién. C. Ipa/ipc vs. v (V), el cociente superior a 1 revela una posible adsorcién
en el electrodo, la forma de la grdfica es compatible con un proceso reversible de transferencia de electrones

sin reacciones quimicas acopladas
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Compuesto 10: [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)[NO3

Tabla 38 Datos voltamperometria cilica obtenida en
direccién reductiva a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0

1.2x10° 2/5 (v/v), 6.25 x 10° M amortiguador BTP, 0.05 M KNOs.
1 0x10'5: Los potenciales estdn reportados en mV contra el
' ] electrodo de Ag/AgCl 0.1 M. El promedio de 6
8.0x10° determinaciones a diferentes velocidades de barrido es
o Ei»=-56 * 1. Este valor se estandarizé contra el par
6.0x10 i ferroceno /ferricinio (Fc/Fc’) resultando E;,=-222 + 1
4.0x10°
i v(V) | Epc | Epa | AE | Ei2 | Ep; Ipc Ipa (nA)
2.0x10° - (1A)
5;:, 0.0 005 | -89 | 56 | 145 | -16 | -25 | 2.12 2.65
-6
-2.0x10 i 01 | 92 | 41 | 133 | -25|-22| 3.02 3.79
-4.0x10° 1
1 02 | 98 | -18 | 80 | -58 | -23 | 472 7.14
-6.0x10°4 L
] S y 03 |-104 | -78 | 96 | 56 | -23 | 5.87 11.0
-8.0x10°- N
o1 04 |-110 | -3 | 107 | -56 | -24 | 7.13 13.0
-1.0x10 T T T T T T T T T 1
03 -02 01 00 01 02 05 [-111| 0 | 112 | -55 | -26 | 8.26 14.7
E (V)

Figura 74 Voltamperograma de [Cu(4,7-difenil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]” obtenido a pH 7.0
en una mezcla etanol/H,0 2/5 (v/v), amortiguador

BTP6.25x 107 M, KNO; 0.05 M, a diferentes
velocidades de barrido. Los potenciales se reportan
contra el electrodo de Ag/AgCl 0.1M.
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Figura 75 Grdficas representativas del andlisis de datos de los voltamperogramas para [Cu(4,7-difenil-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NO;. A. Ipa contra V/ 2 B. Ipc contra V! 2. estas relaciones lineales revelan
procesos controlados por difusién. C. Ipa/ipc vs. v (V), el cociente superior a 1 revela una posible adsorcién
en el electrodo, la forma de la grdfica es compatible con un proceso reversible de transferencia de electrones
sin reacciones quimicas acopladas
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Compuesto 11: [Cu(5-CI-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3

Tabla 39 Datos voltamperometria cilica obtenida en
direccién reductiva a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0
2/5 (v/v), 6.25 x 10° M amortiguador BTP, 0.05 M KNOs.
Los potenciales estdn reportados en mV contra el
electrodo de Ag/AgCl 0.1 M. El promedio de 6
determinaciones a diferentes velocidades de barrido es
Ei,=-72 * 3. Este valor se estandarizé contra el par
ferroceno /ferricinio (Fc/Fc’) resultando E;/,=-236 + 3
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0.0

1 (A)
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-4.0x10°]
6.0x10°
8.0x10°]
1.0x10°-
1.2x10°-

aN

Figura 76 Voltamperograma de [Cu(5-Cl-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]” obtenido a pH 7.0

0.3 -02 -01 00 01 02

E (V)

en una mezcla etanol/H,0 2/5 (v/v), amortiguador
BTP 6.25 x 10° M, KNO3 0.05 M, a diferentes
velocidades de barrido. Los potenciales se reportan
contra el electrodo de Ag/AgCl 0.1M.
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172
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v (V) Epc Epa AE Ei2 | Ep2 Ipc Ipa

(nA) | (pA)

0.05 | -124 | -28 9% | -76 | -37 | 4.02 | 6.06

0.1 -119 | -19 100 | -69 | -35 | 5.25 7.96

0.2 -126 | -19 | 107 | -72 | -34 | 7.04 | 10.4

0.3 -133 | -16 117 | -75 | -34 | 8.12 12.2

04 | -133 | -14 | 120 | -73 | -30 | 9.12 | 14.2

0.5 -127 -8 119 | -67 | -25 | 10.1 16.2
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Figura 77 Grdficas representativas del andlisis de datos de los voltamperogramas para [Cu(5-Cl-1,10-
estas relaciones lineales revelan
procesos controlados por difusion. C. Ipa/Ipc vs. v (V), el cociente superior a 1 revela una posible adsorcion
en el electrodo, la forma de la grdfica es compatible con un proceso reversible de transferencia de electrones
sin reacciones quimicas acopladas

fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs. A. Ipa contra V2 B. Ipc contra V%

/2,

117



Facultad de Quimica, UNAM Apéndice IV

Compuesto 12: [Cu(5-NO:z-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)][NO3

Tabla 40 Datos voltamperometria cilica obtenida en

1 direccién reductiva a pH 7.0 en una mezcla etanol/H,0
6.0x10° 2/5 (v/v), 6.25 x 10° M amortiguador BTP, 0.05 M KNOs.
N
Los potenciales estdn reportados en mV contra el
4.0x10° 4 electrodo de Ag/AgCl 0.1 M. El potencial Epc fue
| calculado a partir de la primera derivada de cada
- voltamperograma. No se reporta el valor promedio.
2.0x10 "
v (V) Epc Epa | AE Ei2 |Ep2 | Ipc Ipa
< 0.0 (nA) | (uA)
- - 0.05 -151 |23 [174 |-64 [-17 |2.96 |5.58
-2.0x10 " 1
1 0.1 -147 |26 |172 |-60 [-13 [3.92 [7.03°
-4.0x10°
0.2 -155 [38 [193 [-58 |-11 |4.66 |7.80°
-6
-6.0x10™ 1 0.3 -158 |46 |[203 |-56 |-14 |557 |[8.62°
-8.0x10° / 0.4 -161 |45 [207 [-58 [-15 [6.47 |9.81°
—— 1 0.5 -168 |57 |226 |-56 |-15 |7.07 |10.5°
-0.3 -0.2 -0.1 00 01 0.2 03
E (V)
Figura 78 Voltamperograma de [Cu(5-NO,-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]” obtenido a pH 7.0
en una mezcla etanol/H,0 2/5 (v/v), amortiguador
BTP 6.25 x 10° M, KNO3 0.05 M, a diferentes
velocidades de barrido. Los potenciales se reportan
contra el electrodo de Ag/AgCl 0.1M.
11x10%) * B 7.0x10° ** c ig * X
1o * 6.0x10°] ii * * *
9.0x10° &
% — . o 1.2
@ 80010 * 5(: 5.0x10° & %. 10
© [N . o 0.8
£ 7 0x10°] * . ~ 4.0x10° * T o6l
6.0 1057 g - 0.44
-0x * 3.0x10° * 0.2]
500 e 02 03 04 05 06 07 00 o1 02 s  oa  os
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Figura 79 Grdficas representativas del andlisis de datos de los voltamperogramas para [Cu(5-Cl-1,10-
fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs. A. Ipa contra V/ 2 B. Ipc contra W 2. estas relaciones lineales revelan
procesos controlados por difusién. C. Ipa/ipc vs. v (V), el cociente superior a 1 revela una posible adsorcién
en el electrodo, la forma de la grdfica es compatible con un proceso reversible de transferencia de electrones
con una reaccién quimica reversible acoplada (mecanismo ErCr).
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Antiproliferative activity and QSAR study of copper(ll) mixed chelate
|CufN-N)Xacetylacetonato)|NO; and [Cu{ N-N)glycinato)|NOy complexes,
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1. Introduction

Bletabe sl et scom Esl ning compound s ave beon exten uvely
stadied due po their imporant ensymatie, soructeral of resctive
roles in biological processes |1L Over the years, their propertics
hawe aweplien the imcenest in doveloping noel M3eans [0 wie Mty
O EeTal-Con ning agents o msdulite bealsgpcal yaems seanch-
Img For their potencial use m medicine. Several reseanch groups
hawe reposted the development of new metal-<ontyining antican-
oor agents | 23] The oytotoxic ativity of a metal complex, which
i5 closely relabad with its antitamor activigy, & found to be doctaned
by bodlE the idertigy ol the metal and the Egasds bownd todt and, in
Ny cases. one oogld be the dominating fscror over the ather [2].

Chir interest Bacuse< on the rakonal design of novel copper com-
plexes a5 potential antifumer agents, Copper i5 an cssembial frans-
tinn metal relaced toa wide range of aspects of life processes and
especialy meatved tn redox bioiogy | 1], Bue to 1§ propertics 35 3
redlon sctivie metal, copper and i compbexes have the sbalicy 1o
catalyes the generation of reactive oxygen species [ROS] that might
cause the coadatve modification of cellular components (lipids,

* Coererponding Aty Tel Tau 5 3 MRITT IR

- o [ EE gom (L Bakbr-Asuaril

DBEE0 1 MY - e (o Mlibe © 2008 v 1S All igiis. feifived
[T N L e WETE T

probeing acd DNAL disturb the redox balance i the cell andior
interfere with the sedox-related cellular senaling parbways 1241
Whe buve synthesiind. characienzed and paented 3 series of Aew
aptinooplistic agents based on mixed chelste coppen 1) complexes
madmed C.l:iupdru:." |3.5] with general formuolis [CufMN-N{z-L-
aminnaC iAo 1Ry and |CuiN-N X000, where the N-N do-
WO 15 an aromatic sulsninged dilsine | L 10-phemanthrolise or
L -bapynicine ] and the U0 Sonor 5 000 oF saial.

Subatitaged X 2-bipyridines (bpy) and substiuted 1,10-phen-
anthnolings | pfen) are nitrogen-donor bidentate kgands with a rel-
atively bagh aifinity for copper [7-91 their extended aromatic ring
mbem allows these ligands fo band 1o DNA& by intercalative and
non-entercalagive interactions either a5 fiee ligands or in metal
complexes [2,10). 3-.-aming wids were chasen & weconday li-
gands due to thedr alfiney for{ bpy} and {phewicoppen{il} compleses
[ 10,02], and thedr low mxioity. Finally sedaf and scoc ligands have
also good NIy Sor (phen KopponI) complexes |11] and might
modailate the redos propertics of the mety] cenber. The chemical
and stpactursl daks reported 5o L S5y thad the copperd IT) center
in this fype of fermary complexes 15 placed in a shighdy destoroed
square planar geomery |13-21) These consideracions have led
to the shudy of ithe pobestial antitumror activity of this type of cop-
peri ) eomplexes. Our hypothesis 18 that the natsre, number and
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Jur LR, ey et ol ol o Jew e’ of o e et B il PED AR W KN

poriticn of The sEbitituents on the daimine ligands, amd alio the
modification of 3-i-amino acidatz or 0=0 donor will have aneffect
either oo the selectivity or on the degree of biclogecal activity
shenan by the bernany coppen|ll) complexes. This effect would be
e 1o the madification of physicochemical properties of the cam-
PR, . 1 medox Bohavior of metal orater ar 1he waker selibi-
iy of the complex.

Sevenal complexes of this family have been cesed im vive and
imvirn, and have shinve cyioioaic |32.33), genooois | 23] and anii-
rummr ATy [24,25). Thitr masde of 20Tion remains o be sinsfac-
tanily elucidned, hiwever. There B evidence 1R SUpPOrES that
these compounds are able po enhibi ool proliferaton and produce
dependent and independent of caspese actrvation |24,26). The
apageosks obderved might be the redult of one of several signals
wiin lesd o mis ARl olfer. These fignals could be modiared
by meneration of ROS [231 by the observed mitochondrial ooty
[24.27 28], or both. and maghs play, alone of cooperativdy. an
important rode imibe regulation of cell death induced by this oope
of coemplexes. inhibition of resmranen and ATP spnthedis wis ob-
served im mitschondnia as reset of darage in several different
milochomdrial siees in & dowe-dependent mamner, which oomgno-
miises the enevgy dependent processes in cells | 209] The inhibition
of el prolifersion [23.24] and DNA degradation [23.24.30] im the
predence of niducing agents i Simaltandous bo BOS generation in
sirvvtal sluidies suggestimg that DRA asidagivn ool e aells
might alsa be Eriggerieg the cell desth. On the other hand, there
also exins the possiblicy of direct ntersction of complexe with
OMA by imiemalative and non-intercalasve inferactions a5 ex-
pecoed for these compizoes due oo the planar aromatic moxty of
its diEmine ligands [21031] Nevertheless, the coellulsr fargets
comld e orhers begond mitachondria and DNA; the administration
in vimn of complexes of this (Dmily produces. severe dsimage in
erythnocynes which is eopressed a5 bemolytic apemia [32]. These
cefls are lack the bao sentioned main oellular tagets; therefone
It o reasuially o comlude Ul other cellular largets aie sba in-
volved, In summary, ar the malecular bevel, the evidence points
1o several biolegical targers of damagpe medisted by quite hetens-
geneous mechaniems working simultanecisly.

Two of the most stedied complexes i several madels o vivo
and @ vilre 20 | Culdd-dimetiyl-2 2 -bipyridine § aoetylacetona-
ter ) [P | Casdoparing 181-1a) and | ol 4,7 -dimsetingd - 1 10-pheastirg-
line Yghycinato|ji0y (Cisopeing N-ghyl. both complexes have

ehevuon Cwetrdngle nrnannnenfic smd ansifumne evvsseriec 177 34

S LIRS LU R LR D e pRE L R H RN prn e Rk ) i &

26 On the basis of these refults |Co[N-MYaceci|B0, and
[Cul =i Ky | N0y complexes with several substituents o the dis-
mine gand hive been selected in the present welk 1o perieim &
quantitative structane=activity relationship [ QSAR | stedy in onder
ta by phe piniens hemnical and stmctuiral cRaraceristioy eg-
ulating the biciogical scovity shown and to guade Their racionad
redesgn.

SAR modeling is 3 tool widely used o enderstand and predict
diverie sctivities on biological syeeas [33.34] but very linle in
thit area has been done with metal compleses due the paodity of
heghly accurate and transferable mear free enengy nelatioaships
(LFER) parameters, such a3 distribution oseifickent {Log Pl for me-
tal chelates in the literature, To circunmeest this difficulny, eopei-
mental values as distribation ratio (D] and E,» for the complexes
stusdiend Biere were detesmined in onder (o wse them slong with tea-
detienal substtuent descriptors for developing Q5AR equations.
Two main pods wepe parsoed in this worlc (1) the study of the
infhuence of the substituents on dilmine ligand on physicochemical
propertics such as decirochemical behavior of metal center and
their relaticnship with sule toodity & rvo (LDS3) on ICR mice
or medial nbebetory concentrabon [IC50] on Hela, SHa, MCF-7T
and HET-15 temor ¢l lines and (2] the #@udy of the influemas of

the change of aooc ligand for i, The resulting equations ade-
quately describe the biclogical activity of complexes and support
e current hypotheses abot their mode of schion.

2 Mliterdals dmd et hods

21, Chemicals and sodvenls

Al differently substituted  1.00-phenanthrodines, wubstinueed
LY bapyridines. and ghyoine, employed o symchenize the studied
complexes, were aoquined to GPS Chemicals Inc. and used without
further parifcamon Acerylacetone, copper(ll] nitrae bemipenta-
bydeate {Cul N0yl 25H0. 99.9595] 4-marpholine propanciul-
fonic acid [MOFS. 09+1], potassium Bromede (KB, T+2), bis tris
propane (BTF, 905k netric acid (HRO, L potatsiom nitrate (KD,
93, ciplatin, milforhodamine B and sotvents employed 1o 51-
thesire (AR grade), purify (AR grade] snd perform paysicochem.
ical meruremeres (Spectropholometnic grade] were acquined fn
Sigma=Aldrich, . Deiorired water was employed in conducti=
matric mezsuraments and oyclic wltammetny,

2.2 Sywhess af the complenes

The copper complexes werne synghesized following the methad-
plogy previowsdy repanted [5.6.35). Briefh. equimplecals soluban
of copperi i) nitrate and the suitable jubstituted dimine were
mixed mgether Bllowed by addition of equimelar quanticy of the
corespanding 0-0 donor [acoc) or N-0 donor [ghi prevousdy
dtpfmed‘. Producs were precipitared by pamial evaporamon

- T L o P S e R gy
o e :ll-'ll:l!l., ITRA o Ll T2 LIRATE ¥l LT | T ULSAA ol 1Tkl LWFL LB,

charactenzed by IR specva and ity purity was confirmed by
elemental analyiia, The temary complexes eahibin IR abasdptiany
typical of coondinaced ligands: phen; 1635-1580om ", 1524-
I5160m ", 1430-1420 e ' (Fused phenyl nings), 736-711om ™"
and §06-811 cm ' [& C-H out al planels bpy: 16061600 cm LS
15251523 am ', BO0-1440cm " (aromatic repsl TED-
Ya0cm " and TI0em ' (& C-H out of planel acac: 1587-
1537em-" (v C=0k ghe 1634-1600cm " (v, CODO-L
G48-59T7 cmn " (4 MHoL 3300-3240cm " apd 3449-3395om '
v MH1 All IR spectra ghow an absorprion band fn 1384.7 cm "
nm&dﬁﬂhtltﬂﬂ, oounder ion; the spectra of complexes
I=3, 5«8 10 and 11 ﬁ'l.;ﬂ.ljl wide absorption bands between
I em " and 1489 om " assigned 1o waber, Bar gl complexes
rhits hard overaps with the sihration of the amene s,

W e OF I STarue S

2.3 Miyuical racamsemenry

Carban, bysdregen and mitrogen content were determined wang
EAGER 200 clemental analyrer. LIV-vis spectra were recorded on a

B B T e P P T

AR 3433 'IIA'\H!:“HIHIHII.'I - indTared spectra wWere recended i
thse QO00=400 o ! region using KBr pellets and a Micolet, Avantar
320 FT-IR spectmophotometer; themogravimetns analyses were
performed By TGES0TA methad ina Mettler Toledo Sar® system
[25-200 °C, 5 Cmun) Conducmmeie meaturenymls wepe done
in 1 miM ethanalie solution inan VS 31100 coaduce vy insramsene
ard 3 mug st suscepisbilicy bal ance M), Shervood Scieanfic was
employed for megnetic susceptibility measuwements,

24 Yoliemmeiny

Hall-wawe potentiab () for the CUlCul) oeaple wene
determined by cyclic voltammemy. Mesurements were perfomed
using a three-clectrode sepap sytem i a cell ol 10 mlol volume:
glavsy carbon disk woekdng electrode of 4 mm diameter, platinum.
i liary ehectrode and AgfAgCE 01 M reference electrede. Erhanal]
WaLEr misnare (25, viv) contaimng S50 mM ENO, dlectmolne,
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L Evgren-fbey o ! | Rl of noraeiks R bemsery 07 (008 2. )N 2l

GX5mM bis tris propane-HND, Buffer (pH =737 $ 002L and
2 mAl tevnary complex were used: final apparent pH of the test
solumion was 700 £ 002, Prior fo cach measurement, the werking
elevirode wat cheaned and polished with alumina and a soft cloth
Scdutions were decoygrnaced by bubbding #9050 pure parogen
throegh during 110 min grsor fo measurcments, & pre-oeidaion at
equilibrium potental was appled during 30 5 Voltammograms
were reconded at 50, 100, 200, 300, 400 and 500 mVs " in redoc-

25, Digribastion rorio (LogD)

Hydrophobicity was evaluated by meassrement of distnbuton
ratio| ) in the 1 -octanel fveaber s/5fem asing Ehe shake flask meth-
o, A MOPS buffer 107" M pH = 7.40 & 0.0 was employed as aque-
ous phace, Both phases. organic and aqueous. wene presaterated
weith 10 M of each test complex, then the UV spactrum [Agilend
45 ¥ rpecrrophocometer) was recorded for each phase before placing
et Torpetiey im 2 B m vigl capefullly degreased The vial wid sha-
ken vigoroasly imside 4 water Bath with constast temporaturne
T =230 & 05 °C, protected Frorm hght for 3 A2 the end of the ineu-
Bation_ the minthane w 3 cenbrifissed for 10 min at 3000 rpm s break
fhe ermulseon, the Layers were separabed wath a FPasteur pipetie, and
concenirations in both phases were measured by electronic absorp-
o Pt soogy i the U region at the second bard of absepton
ampungd 10 nmy The wawelengthe e for each complex and their
moler extinction coedfcsnt are repomted in Table 1. The te was
done by triplicate and Drwas caloclated a3 the average conceniration
ratinCJC... where C, is the final conoentracion in the organss phase
and € i the fimal concentration in the squeous phise.

26 Antmal

malped in the UNENA (Unddad de Experimentocida  Animal
Forultod de Geimice, LM ender controlied environmeral cond|-
tieng temperatane (22 2 1 “CL 50-600 relatnee humidity, 12/12 h
lighe-darfcness cycle. Water and food were supplied od Shirum
and condisted in Srerlirabl Horkes Telkad Clobal Der 201ES and
water purificd by reverse caross and acidulated with HO o
pH = 25 fior gatrointestingl parssites conenol.

L7, Micial lrohad dfose (LDS0)

For cach drug. six diferent doses were wesoed ingroups of 10I0R
male mice per group, The dnsgs wene adminisfered inmraperitone-
ality [ip} with a single dose of each comples and were kept on obser-
wvation during 14 days. The suriming mice per grous wen: couanted
an 24 h LOFS0 wad coimspemed |y W”ﬂ i & dese-quantal re-
spoe graphic [Microosd Oigin €0, Micrecal saffwese Inc. )

28 Tumaor cell Bnes

Hela (eervis adenocarcimamal SiH [ oervin: squamous oell car-
cimomal MCOF-T [mammiary sdmoecarcmoma} and BCT-15 (Calo-
rectal adencoarcincema) oell lines were purchased from the
American Type Culture Collection (ATCC] and propagated in Dui-
beore’s Modified Eagle Mediom (D-MEM. Gibo iniogrs oonpom-
tion] supplemented with 105 fetal bowine serum (FBS, Giboo
EmAETEgen Corporanon L

£.5 Myasunemears of offl grosath inhdcion

Details of measaring cell growdh inhifstion are described clse-
where [16.37L Brielhy, 2 « 10° cellciwell were plated in G6-weil

micreplite with Dulbecoo's modified eagle medium ([-8EM ) sup-
plemented with 108 Fetal bovine serum (FBS), and allowed to at-
tach ancubsnng ab 37 °C and 5% 00y for 24 b At the end of
irubation fiming. the medium was aspired and cells were expoied
1o drugs im six different concenragions (0.1, 003, 1. 3. I0and 30 pgf
md) For 24 b in the conditions mensioned abowe, Cls-platin was em-
ployed a5 drug commol. Cell growth was determned acoonding 1o
the saliorhadamine B sy [3537] Absorbarce was measured at

L s la o DL BEFL EEA Gl resel e easdas sod B sl s b s
UEE BE TIE ol EHAASRLMLY o ARAILNEE TaUT alad & LTI Eiwe Ll Ly

each concen tration of drug was calculated aic % growth = 100° |17
Ol where T b the absorbance of Dreared weils and C b the abdor-
bance of wntneated wells The 500 growth inhibétion (IC50] was
calculated by Probit survesal analysis i Statie® PG [1H] Bee
ported W50 values are the sverage ol af least theee independent
EXPErimenis.

210 QEAR analysis

Walues for standard LFER descripions wed in the development
of ORAR models were obtained from the literanesre (references in
Table 21 LogP wr calculated for the diimine ligand i the CLOGP

TERRILET LS FILEF BN L AIFALST LN AP I3 1A LR Gl Pl BT A
ol STATISTACA 7.0 | 40] wai employved initially o run a partiad lesst
spuares {FLS) stanksrical snalysis in osder o select approprane
descriptor wariables from awailabde subrstituent tables and experi-
mental daga, The finad QSAR equarions were penerared by mulcple
regression and stamstically bedted by ANDVA. Coeffiaents of pre-
dicror varables ae repomed ar sigeificance level 005 The fmal
descrpbor vanables used fo develop Q5ARs for BCS0 s LD are
shavavn im Table 2.

T, Resulrs
LI Chermicod ¢haraclersation

’:ﬁw [Rg 1) were chaamerided by Convestsonal 16ch-
nigquies | R and UV -wiz L and the parity was assemed
i elemental analyias (Table 11 Al comglexes ane parafmagmet
and 1:1 electrodytes with nifrabe 33 counber 00 in agicement weh
eATeCTve Ml | i gq ) 45 Conduct Melr Measuneens, fespec-
tively. The ternary complexes exhibit IR absorptices typica’ of
coordimabed ligands, MOy tounter ion and water for the
1=1, 5=4. 10 aned 1 1. Hydrates wereconfirmed by thermogravimet-
ﬁ!iHmﬂi“.ﬂ'ﬁEMFﬁrHIHrwummiﬂﬂﬂ
I

Characierizataon data abfained for all the complexes snadaed,
which ncloded Xeoray structure determination for complexes 2
JASL 3 [41L 03 (V6L 06 [ 14] and 18 [21)] previouwsly repomed. sup-
ported he assurmption Thit the cosrdingtion envimonment anoend
the eopser atom Always bhus the same slightly distoroed squae pla-
nar stmvcture and a water mokecule in the apical position for com-
poandy 1-3, 58 10 11, 13-17 and 10-21,

1.2 Blecrrchemiogl micaireinms

The cyclic yoltammeetoc cune thown in Fig. 2 is representa-
tive of the behavior of the maallic cenber in the compunils
stuideedd for the redox couple CullUCul); all responses are in
agreement with a single-clectron marser process. The reanion
meversabiliny (Ut mod shoswm) and the Foq values (Tabde 2) are
affectee by both the type ol diimie lgand and  their
skl tuenis

Defferent peversebilny degrees ase loand depending on the rat-
ure and position of the substituents on the diimine ligand. The =p-
aration Between cithodic and anodic peak potentisli (dafs ool
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showm L that can be taken a5 4 mesure of the revenibility on the
electrode of the redox couple imeolved, ranges from 0079 Y, for
Iﬂmlﬂﬂli]?.fﬂmﬂ 12 at a polenrial soan rate of
DIV '.mﬂﬂfﬂ erersd] sharwe That the ebxtma donos wibsgie-
uents on the dismene lavor Che Feaction freversibaliny in ibes exper-

imental system,

The £y valees (Table 2) weve compubed as the half-sum of
amodic and cathodic peak potemtials. For complenss 12 and 21
ihe iereversibiliny alfects the checimode charge warder i conse-
guenee (he cathodis prak reiponied e very Dioad and thar
maked impodasible o defermine accurately the Eyp thus thiy

are not reparted in this paper. The electronic effecta of the sub-
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T _ T . NHZ/ \o
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v b e 1 gl e i

stituents on the paen or by nng influesce significantly the redox
potenrial of the Tl 1UCH 1) cowmple o Both groups of fompsssnds
with different secondary ligarsd (gly of acar) The haf-wave po-
tential i an experimental parameter widely acceptsd to indi-
rectly measure higands’ = accoptor propemics, which i desely
refabed with the r-back bondiag effect from the metal wa o
the aromatic amine and the conssquent increment of thermady-
namic stakility constantd42], Tae m-ancepoor properies of a b-
gand decreade regularly as ihesr  a-donor propermies (pka
values ] increases. As expected. i was ound @ inverse rel@tion-
ship betwien redox potential asd phenanthreline pha [phage..]
for the tew independent groups of compleos: aorc group {(oom-
plezes 3-12; R--0087) and gly group [(complezes 13-21:
R= (94} This bebavior is also in agreement with the relation-
ship previeusly repomed for Culll) complexnes with substirated
plerunthneines 'with 1:3 metal to lgand stoichiome:ry [43]
Far the reasons explaised abeve, and since £, deseribes the re-
don behavior of e metallic center which magh: be imvolved in the
miode of Jetesn, (f Wit selatad 32 50 SlECITonic PArAmMeter B M-

L sefwitiiies of ihe oenpess dsled 4 |Gl Fobipysibie | enplceiasiia ] B

| B, 10 ple i § wfplicenata )]’ Sl D [l -

Iyze tur influence of the elestronic ensinonment aroussd the metal-
lic cener on the bsological activiny (LDS0 or BO507in O5AR analvsis.

1.1 Hwdrephebicaty

The Log [ experimental values of the acor group of compleses
(compounds 1=12) span the range from =1.38 @0 1.06 As thee
complexes are electmlbytes 1:10, they all have a tofal charge 14
wihich makes 1hem meastly Bydroghilic sih the exception of the
phenyl subsnnated derivatnes B and 100 In order o anahvae il
the effects of subststution on dumine ligand have the wse contre
bution bo by drophobicity when they are coondinated, Log P was cal-
culafed for wmibsgstubed NN legards (Cloglyw amd tee valaes
wiere comipared with experimental Logl valoes for thesr oormes
sponcing Cu 1) temary complexes; theoretcal and expenimsental
valees  are  limeardy related s&cording o the  equation
LogDr= -2, 16 * 055 « CLogPy w5 [R= 00418, n = 12} The subsisu-
end contribution bo Epophibcity is propotional in both, Egand and
complences, dazpite the precenee of the meallic center. This inding
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uh.-:-u.-l;liru-zn-hwwmua |u "l BTF B,
DL BT scan v 00 (s The pasestialy were rasdandand agains lomsene|
Ferriom am e omaple (hoPoL

opens the alternabive of ming traditions] hydrophebic substituent
decriptors pegcated in the literstuse of caboulation LDCP methods
S 1B egands invadved nstedd of expermmental values of the coim-
plexes im order e identify trends in further O5AR stikdees ko me-
Lated coondination compdnnds,

14 Einlogical strays

T4 I Aot roeaciy [ meshal ethal dose )

L0 for the temary comiplexes tested are reported in Table 3 as
umalfky doses The complexes with phea a5 Brand are approds
mately 2.5 tirres more loxke than thesir by analogous. The compar
isan of LDGD values for phen compoands 3 and G with ther bpy
analogos 1 and 2 reveals an abnupt deoese in sy amoibie-
able o the absence of the central anomabic ring which i3 the only
snactural dﬂhmhc"ﬂm chem. These results are in agreement

el WETR i aloce dia Al el Tl pas
Wih S0 Vatess Tos T Ve 18308 HaCussed below.

342 Cell growin intlion

IC50 are reported in Tabbe 2 as micromolar doses. Experimental
cisplaim NS0 is chose 1o the values peevioushy repomed by Nasonal
Cancer Instituie (USA) on cell lises HCT-15 and MIOF-T. The came
trefd previousty discuised for LD5S0 is feand fod BICS0 when the
o group B anahyded (compounds 1-12)5 the compounds with
phent as M-N donor are moce active than those with bypirsdire. Thas
behavior is conserved in all fous tumor ool lines fested and it is
attributed to the lack of the th'md anoematic ring i complexes 1
and 2.

1.5, QSAR arifyiid

Ax meptioned befare, there exist few AR analyies for ooad|-
nation com poends, and wsually due to the lack of available parame-
eters for the whole complexes the Jmbors put ol equations
descriptors reported in lsterature or theoretically calculabed anly
for the ligamdi, One of our goals in thas work & the Consaruction
of (5AR cquations cmplaying as predicior variables some experi-
mentad values which describe the properties of the whole come
plexos. and 1o compare them wilh (SAR equations consthacted

weith molecular or tubatiesents dewripdors obtained from e
rure anly for the Mgands inctead: thic compancon ke the sim of
analyzing whether this practece is prodicoe for coordinagion com-
poands wihich have related sinactares with the complexes in chis
study. The experimental values employed were Log D as hydropho-
bic descriptor and £ represended o plg (pEag = Eug V068 V) as
descriptor of the seorona propermies of the meralli center. Twa
subsets of data were employed 1o perform the snahyvses: | 1] eooe
group [mompesinds 1=17) n odder to asess the nlhaence of N=N
donor on the bologecal sctwvity, 10 analyre the relationship be-
tween scute boxicity in vivo and 1CH0 in vitm and bo evaluate the
predsceive accuray of the maded when anly phasioocbemical prog-
eithes of pubsitesnt desorpions for the ligenids a0e employed in
Q5ARs and (2} phrm group (compounds 3-21) in order to evaluate
the influence of the secondary ligand on IC50.

B5L infwence of M-N dosor amalyss

Im order to analyzre the inffuence of dilmine ligand on biological
activiny. LDS0 of W03 QEAR eepiationd were construcied for the
acor group (compounds 1-12). Fg. 3 shows the distriibution off
Lz 1 /E50 on SiHa {Log 1105000 ) for complexes 1-11 according
o thisir £ o, the comglosds and clusened In Baid groups deponding
on the diemine present in the strucTane, The same behavior 65 ob-
served 0 all Tenif bumor cedl lines wihere the peneral trend shows
2 sudden decreae in the sotivicy when the N-B donor is changed
from phenanifinding o ypendone, The only $roectural ddference
betwees che dismines & the third somanc fieg. which results in
posible changes in several physcochemical characteristic, eg
hydraphobstity and electmnic propermes. Thedr ndevidual eMeos
on bEological sctivity are dilficult 1o distinguish beciuse they all
vany sioniltancoushy. This G led us o introdaoe B O oquations
an indicator variable |y o = onder b anabyre the importance of the
cendral arcmatic ring. the variable takes the value of one of pong
acrarding to the presence or shsence of the central aramatic mod-
€Y Fbe.w Pl = 1 o by = 0L

Ihe Anal equations gencrated with experimental values (bgs
{1)<{4)] sucoesshally model IC50 and descnbe nmilar frends on
each oedllular line The essations predict 2 mean iscrement on
the actrdity observsd of one esder of magnitude abributable e
the change of dimine in the strucure. The positive sign for ks
vanable predios a noticezble increment on activicy for the com-
plexes with phen a3 H-M donor.

Py i also an important contribator to the GSAR model, activ-

Ty imdmmasas ss slha scdonsln:cnse sa Ml ass ey s alaa
Ly RIS dY (1 FUREIEDORY @ WlEHiE SsiEs AT Teue

tron=donating. The shift g0 mone negative Fio Gvors the activity,

Log 1AGSD
:

5]

034 037 030 028 00 034 022
.Eﬂ_nnl"
Fig. 1, Pl of agtevwy o o gy leomonain ghoup of o ey ol Line

[leg BOCHD Sl b+ 50 i hallowmiwe potrame CofjUe"™ alsndesliced agiirml
BermperedeTraerium bon coopls I8 veln (E,, 2 500
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onenlexes are those which ane weaker oxl-

danits Since E, ;i1 measire of the behsaor of 1he metallic center.
this imyplies that copper might play an important role jo the mechs
amnism of sction. Finally, socordieg to PLS anabypis, the camplenss
Bydraphabociny s the smallést contribation o the madel; however,
there exist a slight increment ia acibory for more Eydmophobic
ot pourks. The inctement of copper hydrophobicity d s to cleld.
wion migha facilitaie B oransport across meenbranes. In sumsmany.
anayais of the sbierved reltiorahip om Ega. (1)-/4) saggeits
that complexes with electron dosor and bydrophobic substituents
on the M=N donor prodice higher activiey meatured 2 1050,

Logl CH0, = -3 78041 T1)+ 11900041
~ 0.4710.33)pE, = + 0.23(+0.26Logh
[0S 3 b Y

FellD9, A=l m
Log 1 /1050, =

A04 D50 + 13502000 . w
— 07X +0.09pE; o -+ 0,39 4007 Log [
B« 00893, K, - 00847, s~ 00597,

F=214A87 n=11 2
Lol /IS0y 7 = 3. 3P(20.31) + DOBE0 3 Wn-n

- D40] 025 pE, o+ 04X 20 20LogDy
B - DO04s, Ef.. 08636, =1 01742,
FeZZll, m=1l 3}
L] /IS0 o= ST &0 08 0 0 020, .

059 £023pE; ; + 0.39 40,18 LogD
o0, KL - 09312, - 01565,
F=3988 a-11 i)

J5.2 Aoure roadely (LDS0] v, rstiad infibifory ooncennniee | 150

OSAR aalbysis was perfarmed for LDS0 following the same
avvsmptions mude belone foe 1050 analywes. Eqg (5] shows the aime
general trend fownd for [C50; the terms, signs and values of regres-
sion coefficients are comparable in all Bve equations. Indicating
that both scivties are dosely relafed. Linear regression models
for relationship bervwioen LDGO and IS0 in che dfferent oell lines

grm ilusmiers jre §oileles 0§ i seanilae ialiiped el Sl s Brooe b e
SET SR R LA L ORER R Sadilar Violes ano NN phiine gn

of the slope inthewe relatsnships head o to thank that the toxxity
and cytofoxicity mechanivms e wmila,

Log 1 /50 = <2 63 +049) + D47 0001 2w
— QT A0 pE, ¢ + 010 0007 Log [
¥ = 08373, H;, = 09104, 1= 00519,
F=JEY. a=11 51

357, QAR using descripiors oaly for (e ligands
Eesults abtained (rom the OSAR Eqf | 1)=45] can be reprodeced
when only properties of the ligands are taken info acoount in the
model a5 predictor variables, As shown absrve, the influence of
that W -M ligand besiciny on radon bebavior and copper electmsic
#c3 resudts in a lincar relacionship between Evp and plags.
this fact allows the change of elecironic descriptns witsout skgmifs
seart chasge in the madel On the ather Band, for the aooe group of
complexes the changes in ydrophobaciey depends only of subntit-
wens in the N-N donor becanse all them share the same secondary
ligand, thmus the infloence of hydrophobic properties on the activity
can be madel sl either with the experimertal LogD for the com
plenes or with ClogPy w oblaining equivalent results, These two

Tahir 1

Mgty ey [R50 | g | o iy ey W o nclafrior oo g e | L)
[pll] on Held, Sila, MCE-T sl HOT-15 cell B HL,, pu =Sl050 + & (K]
warelabom coeScient | |50 andand deviation: (8L neeniser of Somvs i e rew data
wwrvr; mmd [P the Pwabe for the -bcsk of B slope =0

Ll s " L] L3 SI¥ L] L

Huls [+ 14TH [¥e 171 13 00001
Sl LT2) ~11m i LET 3 il
WO ad| L LA 154 1 <01 e |
HET-14 131 -8 1] dog 12 =i O |

T N TTT I g DU [ o ey e Y i
MFRAIEICT WTIT LLEHSIT U LLIERUTLAS o IIEVE 308 & Lajk |

{ 10]. The new models desonbe the same trends and effects found
by fiste Fieat qu.Ln:_ﬂ—-iHthE:q!. (6L t_.':'Lt!:I!l!!'ht ﬂuﬂ..z par AR ict
1F MASSIGE., Ana 1N EG | L] FE CONET DT 15 WOy BMall OESpHET (15
statistcal sgmificance, this fact confinms the smal conbrbution of
thie Bpdiopholecicy o the model

Log 1 IS0y, = -2 94(£0.72) + 07320301y o
+ 031 40,14 pa .,

K =0838 K =07935 sd = 02077

F=2021, n=1 i)
Logh WS, = F10(+054) | OB 02Tl 5

- 035 L0.10)pka .
B o088, R, - 08021 o - 01546
F=dT14, r=11 )]
Liogl M50 7= —2BT(L055) + 0.T0{+0 25k »

$ L1900 1) pia . + 0.16( +0.09/CLogfy
B = 08269, R; = 0E056, = =0.1557.
Fe2058, n=1] (B}
Logh ACH0aa 15 = - 3BT H0ET] -+ 104 A0.26) 15

» AT 1012 pHa .,
K <0935, K, -09155 sd-01763,
F=5523 m=Ili 9

Logl /OL50 = - 244 +0.14 + 0.30i £0.060y_»

# 0 0204003 i, + 0.0} £002{Log y.
K =088, K, - 08730, sd - 000307,
F=12005 n=11 (1o

The Endiagi cbisined of the nayser and camgparimny per-
T Chee ERNAS OF (WET SUbETPUenT JOPTaees Can be usod a5 predic-
10fs in RAR models fof coordinacon complexed The exact valie
fo & comgles prapenty & different from the lEzand but the relawe
trend i conserved and thus predictive in o J5AR model

254 Mnffuence of ifw secomdary fgond analysis

Once it was established hosw the activity i modified as result of
the wariations mn the strusctune of N-N donor, the neat shep bn the
understanding of the properises relabod 1o blobogical activity of this
Type of COPPCT COMpIETes i the anafyss of the infuence of the sec-
ondary bigand, |n onder fo obtain QSAR oguatioms which heip
undergandicg these effects, the plwm grous was selected a8 second
suwhset of compleses where the secondary lgand is charged from
acoc o gy, A new indicator variable (Ix geee) Was moreduced B
the model, 25 expliined above this bype of waiable allows b
weight the influence off snactural changes on the biclogical activity
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wiithout knowing the chanpes in specific physicochemical proper-
ties msultant of this modifcateoes, Im this third anakysis this vari-
alde rakes the value of one for the acoc complexes and the value of
zero for the gy complexes. Sinoe the hipdrophobic effects in the
complex can be succesfally modeled empbming CLogR, . & i
has boen denwssiraied befise i Egp, (6-{100 the eagarrimanmtal
Log D was mot obained for gy complexes and ZC1ogP defised as
the am ol phessnthroline Clogh and second lgand Clagh was
emploved imsad. The following Bgs. (11014} were obtaimed for
50 on afll tumor cedl hines (Fig. 4%
Logl /W06, = <31 WA051) - DA 01 11pE1 2

+ 074005 ECLog P
B = 08301, Kady - 05089,
sd = 10,1728,

F=110, n-19 (RN

Log 1 /IC80 = - 304{20.55) - 042{2012jpE,
¢ 017 & 0V0E) EC Log P
B o= 078400 Radj = 07570,
sd = 0.1995,
F=2903. n-13 (121
h:l B0y =25 +043) -0 “-I“tﬂ'.ﬂl;f.-_\-
b 0104 £0 Oeb 2 CLiogr P
B o 0RI26. Wad) - 0TRSE. - 0Uid34
F=Hb65 n=19 113
A 05 . : .
2 0o ~
g -
= 8- -t/,‘“ i ]
g -
- * s |
i A
i ko -"'ft
o e
=4 - .
20 15 AD =i oo o5
Observed Log 10CS0,
C az] j
Ei a4 - .
o a8 .»f-’-. *
8 -
:i S "f: *
g 124 '/)
o
£ At
o

A8 14 12 1D 0B 06 04 02
Observed Log 11020,

Log? 080 o = — 174 £0B0) - D5 2013 pE,

+ DG £ 006 L0 Log P
F =083 Fad -08134 sd = 02050

F=4034, n=19 (14)

The main comiribution to the model is the experimental valie of
half-wave podensial, suggesting the participation of copper in the
mende of sction. As found before in the fint QEAR snalysin (Eg
(1) 51} the activity increases as the complexes are weaker oxi-
danas. On the oter hand. the variston in tee Byvdrophobicing of
rthe whele complex due ta the change of serendsry ligand modides
positively the activity; the more hypdrophobe: ace complexes are
sligphtly more sctive than their ply analogous. The Lk of the Lo
term in the equacions and the peesence of TOLogPinstead reveals
That poEsbly e ondy CominDuticn of Mhis part of the meleiule @
the actiwity is the change i hydropbobicity which might Gcilitabes
the mos-eegulaced (Fanspon aons Sembaancs, Howerer, it {5 mec-
enzary to study forther strectural variations in this second ligand in
order to clanfy if this hypothesis explains the dilferences on the
activity for 4 wider variety of modifications m this maiety,

On the ather hand. the biclegical sctiviny iz sienifeantly influ-
enced by copper electronic properties (Bl this value is very dose
between compocnds which share the same N-N donor. The rela-
tionship berweer groups is desoribed by Bq. (151 {Fig. 5}

Eyq gl compleses = 105 E, 5 oo compleses + 0.02

B . 09973, 34000284 N -8 (13

B: 0.0 B
g’z 01 . "
2 s s = .
X -
2 o ,ﬁl{: ]
3 2 w 3
k=) -
'E o1 =~
Y .
A8 8 a2 49 O8 02 pD
Obsarved Log 1030,
DE 0.4 . ]
g 0.3 ;
5 454 ..(‘gp'/ ’
= 03 ¥ *

k] ] 4

E 204 J

21 8 A8 12 08 06 03 49
Observed Log 11C50__

L]

BRE A A Pledof predicted v obraernsd bty on S5 0100, o | b plees group ol Comgleses. B P of predaned o olesrvend sotisirg of Hield |10 50, | Tl e g
ol DTl P of peadinel v ifreErveal ety 5 NICF=T | 1000y o | Bl s giovagh il Ooiepdesasi. [X PRS0 ol et sl v isbriarved ety o O T 1S 0 1P e ]
i s e ol o ki, | L [ e i T cawmibenin (00 L [ ol 1] dissspletne s
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o in catslyzing oxygen-mediated ocdations. In fact. copper phen
> _‘-’;J__ compleres have been characterized in the past theee docades as
. 022 o ATlpbemt agents for the oxidative modification of DNA [46-48] Onsdative
E. fﬂ"" damage to [0 and jor other crivical targets is thius a prime saspect
DL Vs For the oxicity of our complexes, this effect has been observed in
§-ﬂ.ﬁ- - several medels where the increment of RO i oonoomitant with
T DA dogradation [23] DNA cxsdatian [3]. depletion of redused
g om e glutathicne |45 andor cell deach by apoptotic and non spopiotic
T .pao il T~ TS TG RATi TS | S —ont ) PR P THR LA AT ATHTE
2 oy oo be invoived in the producion of BOS, ¢.g. the absened misochan-
oF 032 Tl drial taxicity [26.29], of the catalyzed Habes-Werss reaction (Fen-
) ri ) wwhich is commoaly Esociated with copper amd is compleces.

034 032 030 G028 036 024 032 02T
E,, [Cul phen){acacjND, 'V

Fig 5 Valwawr potmibial o the CoCu® sedos couple of [lulphen | soc T
il v [Calphew i phy | compleers The wilues i sinddnifiond sfai
s i scorriusy en ooeple | o™ did negeorand b wollh o S

T slope in Eq. (15 i5 close o one indicating that the £, n
bty gprodips 6 depermined almes] excludvely by the basicy of
Ui F=B i, Thiis Gaut viihd explain why Ui Qi o soomd-
ary legand has such a small effest on the bological actpany sinoe
the main difference in properties betwesn the two groups of com-
poands b ihe Bydmophobioty of the secondary ligand and a5 ex-
platned above this property is sor the mam conmibunion m the
el

A, This urss by

In chis paper, we Buve attemaged to wsderstand the straomeral
properties unceying the actnvity and toxsoi By of these new anitsha-

e s i relar b el pfaar fme s e s e el b
FERAT ERRTILE HE VIR T I TP AP Bl I i p-\ﬂl.lr- R RASIRLE

these sedes and reduce the experimental sereening fa vitro and
im viva, Two sebisets of dom plexes worg eenployed o porfonm a tea
ditional SAR analyiis using experimental data for the chelites or
reposted values for the ligands & predictor variabdes in the eqaa-
rinms The (AR equations obtained successfully model the activity
(050 ar LDAD) and show simalar tremds in all casee

e v Fiomiried BT ghat Thind Sromatis FiRg iS Heoeisary i the de-
mine ligamd to inorease the activity of the com plex. These two dii-
mine ligamds, s oF 25 3 pan of 3 metal compdes, are able oo Bind
to DMA by ntercalative and non-intencalative interactions DNA
intercalators represent one of the meat important classes of anii-
canind drggl and their strudtursl requircments s well udsed,
the presence of a planar polycychs SEsIem i5 4 omsmon chasarer-
tamhe ey Al share [44.45] The awane extended Aromme ring os-
tem of phem might be the reason for the higher activity of phem
group of complexes allowing them i increase DA binding affin.
ity. This Bnding is im sgreement with stodes by EPE tpectra where
it was shown that the shree-Tased aromasic rirgs ia pheos are cril-
HCal TOF e Bnrefcalamve Dinding o these compleies | 10 Although
resules indicage a positive relationship becseen the presende of the
three-fimed ansmatic rings in the stnsctuse and cyfotoxic activity,
and this characteristic, o twmn, i dosely releted with [sfercalacive
DA binding mode which has been proposed a5 a part of the mode
of action of these wemary compleses, I8 i sammally acoepbed that
DA intercalation is 4 necessary buf ol sulficient condition For
angitumor activity of Intercalatoes [44],

Ascther main contribution to the models is the 5 valoes
whach seem to accour: for mod of the ohseneed oytotoxicty &
dermonstraced by the good comelation. The significamnce of this fc-
tor & the (SAR medels keads us to think thar copper cenied b5 n-
volved i sorse way (8 the toesciny mode of acrion This i oot
surprising a5 copper is a redox active metal and is very efficient

| 4.50]. The Larrer medhinism pequides [he activation of Ho0; and &
suitable reducing agent fo yield O radicaby, It is well konown tha
the concertration of H0y is mightdy regulated by annioondant ency-
manc s¥Eems in odls |51 however, due 10 cancer oells ane aolive
in energy metabalism they prodace high levels of Oy . Ha0, and
pibser BOS [52.53]. ROS concertrations act as modalxtors of several
oedl signals that contmal paradodcally promotion of ¢zl prolifera-
tiom and cell death by apoptosts depending en the mature and the
leseel of RO produsced [51.54]; this fact allows to exploit the ower-
parodiprtann of ROG i cancer cells as theraneutss rareet by sebeotive
klling through ampificanon of pre-exnng oudamnl  SIPEss
[52.5455]. The copper complexes might contribate o intemiily
the redex imbalance by activation of Ha0y kading o cell damage
amd consequently o cell death by apopross of anoCher mecha
misema; in fact, several low mioleoolar weight synitbetic metal com-
phexes that are 500 mimethcs, incloding some copper complexes.
exhibit antifumar activity and the Fenton-like reaction with Hq0y
generabing OH b8 thar proposed mode of acoios | 2]

The mechanism propoied abive requines The medudion to CHl)
as previous step by a reducing agent or by O itself, The hali-
wiave potentiad of the Lol yLull) rdox couple for ihe complexes

gdvad bl rammmr T f1TH o B ATE VWAELEE: by shha nebhor band Fhoa
FAERI e THELLL S RPOSTH AL B 100 WAR P P OPEL, HE 9 LFIAT BURIRE LIS

redox potentials of some cellular reductant such o MADN, GSH.
arsd gueorbate g - DIN0 [S6], 0240 |37 5EL and 00054 VEHE
| 59,60}, respectively. Themdore. the reduction of the metal center
in these complezes From Culll) to Cull) by celfular seductants is
thermodynamically feasible and they might caralyrs oxidations
of biomodecules and the production of 0H a5 is expoected for tran-
gifion meetals such a8 copper and iron |61 ] The weaker axidants
are moee delficult 1o pedude, but opce reduced they will be better
reducing JEENDS Which i5 necessary in e subsequent Fenmon- ke
reaction. The cyinboxic activity through ROS peneration might be
dependant of the rate constent of one of these reactions which in
tarn i dependert of the lectionic propsite of metal cenber, The
quiestion aboul how the mase oonsunts of the reactions emeolved
wary acoording 1o pedex potential remaing o be sobeed, bt it i
feasible o propose that the copper complexes with more negative
£y, might hawe bigher rafe constants at the rabe-ton‘rolling step
In order to illustrafe this behavior, some dita reporied in lifera-
tare are shown im Table 4; the redox pocential of the Ca [THYCu
[} Cogple for mmree Dis-phenantiodine coppar (1) compleses
[Cinplen”) [43] and rheir pewdo mee constasss for the
Cuphen:” -catalyzed oxidstion of £5H by 0, and M0, o yweld
Of [62] ae linearly related {r = — 09914 and r = 059999, respec-
tively), both oxidations are efficiensly catalyed by Cuphen com-
plenes thecegh diffeient msechamisms and dofferent istemsedises
are ievolved, But mevertheless, their pieudo rale comstants in-
creases with the shift of F'Cupheni’ rowand weaker ooxidants
[Table 41 It is nobeworthy that E'Cuphen’’ abso linearty fits with
Eiz oor comphexes [r=09831] and £ gl complees
{r= 09787 Thew rolationships sappar the hypothess that rhe
rate of BOS production increases for more negative Eyp and might
explyin the mend found m the QSAR models whach predicts an
increment of bislogical activity for weaker oxidamis. The mere
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quickly the cellular redox imbalance inoneaded the mone JCHve
the aomplea will k.

Conderning comparmeniabemion copper o 4 nghtly rega-
lated metal in celluler environments, pousibly for the aforemen-
oomed catalysis that ocoudd cause oxdative damage o oot
stricily controlled. Copper is incorporabed to celils s Cul 1) and pe-
rains rediced theoughout its ietracellalir raffic 1o its Bnal des-

rm_-r_n.r! i comer prevmes (R3] Comper intake b mediasd by

the specific membrans mransponer Cirl thar ©s regulated by
imtracellalar sensing amd excretion{secretion for the
same jom [6465]. importantly, it has recently beem shosm that
phev ligands can facilstate non-regulated copper intake and cause
copper averload e ocell culture [66] concomigant with oxidarive
modification of DNA, gligathione depletion and apoptosis This
effect o attributed 1o the Inadropbabicity of the bgandds that as-
sist the pasiiee tramiport; which might cxplain the positive con-
tribution of LogF in the Q54K models. Interestingly, acoonding o
results, the hydrophobecity is the smallest contribuieon bo the
mode; in facr, mo mﬂ'whﬂbkwmrvm needed B some

mooms s mrlmes dlasales sls aissd el e e e smne  Whails el Lol
Tl R U LT LI ol RN O suBSTinGEnis. This IR e

g o thenk hat the hypdrophobe fequircmends fof in vwre activ-
ity am satsfied by most molorales tested: this mesns chat
pdirophobicity s nof the main limiting factor in the mode of ac-
ton. The ligands act a& & carmers in the celfuler uptake of cop-
per{ll] [GEL bhowewer. the influence of the substifuends of
clectrmnic parameters and the type of damine govemn the acmaty
ar molecular kevel. 11 i possible that hycrophobsc propertics be-
come maore important infleencing directly the biclogical actity
on a whole organism, where this properiy 5 necessany for diag
transpoct to the site of sction

In chis week we huve wsed the sme complexes 1o comelate
physical chemical propemics with toaxicity im ol paleure bur ala
i wive A e 00 15 expected that if the comelacion Bolds for both
models af least part of the oxidative toxioty obsensed in odll cul-
ture shaukl alio be pretent in Ehe mexise model which s comaseent
with the i vivo reducBon of boudity when antioxidanls are co-
administrated with this type of copper cemplexes [67], The chose
relatnship bt CYToDaxiciny and aoue taxiciny in vho pener-
abe a concern dboul the selectivity of production of oxidative dam-
ape in cancer ells only ar at least mainly, therefiore thene is 4 need
of conducting adeguate trials to prove the therapeotic efficacy and
swlectivity of thesr pofontial anticancer agemis acting by oxidative
14 21

Thes work has showm that she cytotoxiginy of this type ol copper
comphenes muy b asocessfully dsoribed by OSARS conafucted
with expenmental vabues far the whole complex or with deicrip-
tors anly for the Egands, These equations, in . can proside 3
maded to design analog: of potentally higher cytotoxicity thmough
ooy chalke of SuTuents 2nd Ugands. The modets ake sup-
port, at leastin part, the modes of actian proposed for the cytotax-
icity of thise completes Although the knowiedge abowr mhe
behavior of these complexes im bological sysfers points bo 2 com

mex petwork of mechaniemd of texadity, it seemd that the DNA
infercalation and ROS produs bon aie the fws dominant facion in-
volved. The exact contribamion of the secendany ligand o che aciv-
ity remains to b fully underdood and the relevant studies are
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