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1. RESUMEN

Las Casiopeinas® [1, 2] son una serie de compuestos de coordinacién que tienen
formulas generales [Cu(N-N)(alfa-L-aminoacidato)]NO3; y [Cu(N-N)(O-O)]NOsg,
donde el donador N-N es una diimina aromatica sustituida (1,10-fenantrolina o
2,2’-bipiridina); el donador por oxigeno (O-O) es acetilacetonato (acac) o
salicilaldehidato (salal), o un donador por nitrégeno y oxigeno como es el caso de

los alfa-L-aminoacidatos.

De la literatura sabemos, por estudios tanto “in vitro” [3] como “in vivo” [3, 4], que
las Casiopeinas® tienen actividad antiproliferativa [5], citotéxica [4], genotdxica
[6] y antitumoral [3], que en conjunto, hace que estos compuestos se puedan
proponer como posibles metalofarmacos en el tratamiento de enfermedades como
el cancer, resaltando asi la importancia de continuar con el estudio de estos

compuestos de coordinacion.

Aungque el mecanismo de accién para inducir la muerte celular aun no se ha
elucidado, se sabe que la administracién de Casiopeinas® en células tumorales
desencadena sefales que inducen apoptosis [4, 7]. A su vez, estudios con
Casiopeinas® han demostrado que la administracién en células tumorales
aumentan el estrés oxidante [8], lo cual puede sugerir que este desbalance redox
sea una sefial que puede desencadenar la apoptosis, tal como se ha reportado en
la literatura [9]; por tal motivo, es de interés conocer el mecanismo por el cual

estos compuestos pueden aumentan las ERO en las células.

Para comprender el estrés oxidante observado en células tumorales tratadas con
Casiopeinas® se ha demostrado que estos compuestos pueden disminuir la

concentracion de antioxidantes intracelulares, como es el caso del glutation [8, 10],

1
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gue trae como consecuencia un desbalance redox que conlleva a un aumento de
especies reactivas de oxigeno, y por consiguiente, pone a las células en un estado
de estrés oxidante. Sin embargo, otro mecanismo viable es considerar que las
Casiopeinas® pueden generar especies reactivas de oxigeno directamente por
una reaccion de oxido-reduccion, por ejemplo, si tomamos en cuenta las
propiedades electroquimicas de estos compuestos [5], observamos que el
potencial de media onda se encuentra dentro del intervalo que se requiere para
favorecer la dismutacion del radical superoxido (-0.16 <E., < 0.89 V/ENH), por lo
cual, estos compuestos podrian llevar a cabo esta catalisis. El favorecer esta
dismutacion traeria como consecuencia la generacion de H,O,, el cual es una
ERO que puede llevar a cabo la generacion de hidroxilo mediante la reaccion de
Fenton [11]. Los compuestos que tienen la capacidad de dismutar al radical
superéxido comunmente se les llama compuestos biomiméticos de la enzima

superoéxido dismutasa (SOD) [12].

Por lo mencionado anteriormente, se resalta la importancia de conocer ensayos
que confirmen la actividad tipo SOD de Casiopeinas®. Uno de los sistemas
comunmente empleado en la literatura para evaluar esta actividad biomimética es
el de Xa-XO-NBT, donde se determinan valores de “CI50 de formacion de
formazan”, los cuales se interpretan como la capacidad de un compuesto de
disminuir la presencia del radical superdoxido en un 50% bajo las condiciones del
sistema en un determinado tiempo [13]. Sin embargo, este sistema puede brindar
falsos positivos en los resultados si el compuesto a evaluar inhibe a la enzima XO.
Por tal motivo, en este trabajo se planted estudiar la inhibicion de la enzima XO
por Casiopeinas® asi como también determinar si el sistema Xa-XO-NBT se

puede usar para estos compuestos.

Los resultados de la inhibicion de la enzima Xantina Oxidasa “in vitro” de cuatro
Casiopeinas® en el sistema Xa-XO revelaron que los compuestos que contienen
en su estructura al ligante 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina provocan mayor inhibicion de
la enzima XO en contraste con los que tienen 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina en el
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intervalo de concentraciones empleadas. Dicha inhibicion es consecuencia de la
afinidad del centro metalico con atomos donadores de electrones de la parte

proteica de la enzima, lo que hace que sea una inhibicién no especifica.

Asi también, los resultados sugirieron, al emplear el sistema Xa-XO-NBT como un
estudio cualitativo de una posible actividad SOD de las Casiopeinas®, que los
compuestos cuyo ligante corresponde a la 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina disminuyen
la presencia del radical superdoxido en una magnitud superior a la que se puede
atribuir a la inhibicién de la enzima XO en el sistema, lo que sugiere que podria
tener actividad SOD. Para los compuestos que tienen 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina
en sus estructura, la disminucion del radical superéxido en el sistema se puede
atribuir en su totalidad a la inhibiciébn que provocan estos compuestos en la enzima
XO.

Con respecto al sistema Xa-XO-NBT se puede concluir que no se puede usar para
evaluar cuantitativamente la actividad SOD de las Casiopeina IV gly, Casiopeina
[l ia, Casiopeina Il gly y Casiopeina Ill Ea por inhibir a la enzima XO a través de

una interaccion no especifica.
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2. INTRODUCCION

El cobre es un metal de transicibn esencial para los seres vivos por estar
involucrado en una amplia gama de procesos biologicos. Por ejemplo, esta
presente en algunas enzimas importantes como la Tirosinasa, el Citocromo C
Oxidasa y la Ceruloplasmina [14]. La enzima Superdxido Dismutasa de cobre-zinc
(CuznSOD) es otro ejemplo de cuproenzima que tiene como funcién dismutar al
radical superoxido en oxigeno molecular y perdxido de hidrogeno [15]. Esta
enzima es importante en los sistemas biologicos para mantener en equilibro las
especies reactivas de oxigeno (ERO). Se sabe que el desbalance de las ERO esta
presente en algunas enfermedades neurodegenerativas, en el cancer, en
enfermedades cardiovasculares y problemas de articulaciones, por mencionar
algunas [16]. Hasta el momento, se ha usado a la enzima CuzZnSOD, en un
producto comercial llamado Orgotein® como parte de tratamientos a enfermedades
inflamatorias en perros y caballo, asi como también en ciertos estudios con
humanos para disminuir la toxicidad tardia generada por el tratamiento con
radioterapia con resultados satisfactorios [17, 18]. Sin embargo, el uso de esta
enzima en Orgotein®, como parte de tratamientos a enfermedades inflamatorias,
ha tenido como consecuencia que se haya retirado del mercado aleman por los
efectos negativos asociados de este producto al reportarse choques anafilacticos
por las infiltraciones de este producto [19, 20]. Orgotein® es un producto costoso
debido a que la enzima se extrae y purifica a partir de higado bovino, asi mismo, la
eleccion de una via de administracion adecuada que garantice la actividad
enzimatica resulta problematica. Una solucién a estos problemas podria ser la

busqueda de nuevos compuestos que mimeticen una actividad catalitica tipo SOD
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y que representen otra opcidn en la clinica alternativa al uso de la enzima SOD en

la clinica.

Uno de los sistemas mas empleado para evaluar la actividad tipo SOD es un
ensayo enzimatico (Xa-XO-NBT), también conocido como el sistema de McCord-
Fridovich (McCF), el cual consiste en colocar a la Xantina Oxidasa en presencia
del sustrato xantina para generar el radical superéxido, el cual se sigue
espectrofotométricamente de forma indirecta por medio de un indicador que
corresponde al NBT. Sin embargo, para el sistema Xa-XO-NBT se debe estudiar si
el compuesto al que se le evaluara la actividad SOD inhibe a la enzima XO, ya que
su inhibicién disminuye la concentracion de sus productos “in situ”, entre ellos el
radical superoxido, y por lo tanto, también la sefial de formazan, sin ser ésta una
variacion atribuible a una actividad biomimética tipo Superdxido Dismutasa del

compuesto.

Es de resaltar, a su vez, que un inhibidor especifico de la enzima Xantina Oxidasa
podria tener usos terapéuticos en enfermedades como la hiperuricemia, donde al
no estar regulada la actividad de la enzima XO se incrementa la concentracion del
acido urico en el organismo, generando asi dafios que pueden desencadenar la
enfermedad de “la gota”. La busqueda de nuevos farmacos que inhiban
especificamente a la XO es de interés por los efectos secundarios (insuficiencia
renal por ejemplo) que padecen algunas personas al recibir el tratamiento

convencional (alopurinol) a esta enfermedad [21].

Con la informacién anterior queda expuesta, de forma general, la relevancia de
estudiar compuestos con actividad SOD, el uso del sistema Xa-XO-NBT y conocer
inhibidores especificos de la enzima XO. Sin embargo, para las Casiopeinas® es
importante estudiar si tienen una actividad tipo SOD, para asi seguir esclareciendo
el mecanismo que conlleva a estrés oxidante a las células tratadas con estos
compuestos [8], por lo que se plante6 estudiar la inhibicién de la enzima XO por
Casiopeinas® y evaluar si el sistema Xa-XO-NBT se puede usar con esta familia

de compuestos.
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Este trabajo por estar relacionado con el manejo de metaloenzimas y el estudio de
su inhibicion (XO), con la evaluacion de una actividad biomimética enzimatica
(SOD), y con el manejo de compuestos de coordinacion donde el centro metélico
corresponde a un biometal (Casiopeinas®), se utilizard como enfoque a la

Quimica Bioinorganica para cumplir los objetivos.
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3. ANTECEDENTES

3.1 COBRE

3.1.1 EL COBRE EN ESTADO NATURAL

El metal de transicion representativo de la familia 11 en la tabla periddica
(anteriormente clasificada como I-B) es el cobre, el cual es representado por las
letras Cu y tiene una configuracién electrénica Ar3d*°4s* en su forma elemental.
Este metal puede encontrarse en uno de los tres posibles estados de oxidacion en

" (sistema d®), Cu" (sistema

sus compuestos de coordinacion, los cuales son: Cu
d® y Cu' (sistema d*°) [22]. Para este trabajo nos enfocaremos en el cobre Cu" y
Cu' por ser los estados de oxidacién que se encuentra dentro de la célula,

haciendo que sean estas las especies i6nicas de cobre con interés biologico [23].

El cobre representa tan solo 68 ppm de la corteza terrestre, lo que lo hace un
metal poco abundante en la naturaleza [24].Ver Figura 1. La mena mas comun
como fuente de este metal es la calcopirita, 0 también conocida como pirita de
cobre, el cual es un mineral de aspecto metalico donde encontramos al cobre en
estado de oxidacion 1+ y al hierro
ELS ELEMENTS QUIMICS D'ACORD AMB LA SEVA ABUNDANCIA A LA TERRA como 3+, y cuya férmula
guimica se representa como
CuFeS; [25].

Figura 1. Tabla periodica de
abundanciarelativa de los
elementos quimicos realizada
por la Sociedad Catalana de
Quimica.

- , :
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Junto con la plata (Ag) y el oro (Au), el cobre es conocido como metal de acufar
por ser uno de los tres metales mas empleados con este fin a través de la historia.
Sus propiedades fisicas hacen que este sea un metal con muchos usos. Por
ejemplo, al tener un potencial de reduccién positivo, este no se oxida facilmente, lo
que permite entender por qué se ha usado como material en las monedas y
utensilios domésticos [25].

Cu™ @y +2€ > Cus E°=+0,339V[26]

A su vez, el cobre tiene la conductividad térmica mas alta de todos los metales,
por esta razdn se utiliza en utensilios de cocina, ya que el calor se disipa
rapidamente por todas las paredes del recipiente; o en su defecto, se emplea en
utensilios hechos con otros materiales donde se les pone un recubrimiento de
cobre. Otra propiedad fisica a resaltar de este metal es que es un metal blando

que se usa a menudo en aleaciones [25].

Desde la perspectiva quimica, para los distintos compuestos de coordinacion de
cobre, segun sea el estado de oxidacion y los ligantes a los que se coordina, se
favoreceran solo ciertos arreglos de los atomos del ligante alrededor del atomo de

cobre.

El Cu' es un sistema d'°, por lo que estos compuestos son diamagnéticos e
incoloros, a menos que el color lo imponga el ligante con el que se coordina o por
una transferencia de carga entre el metal y el ligante. Los numeros de
coordinaciones mas comunes para este estado de oxidacion del cobre son 2

(lineal), 3 (trigonal plana) y 4 (tetraédrica)[24]. Ver Figura 2.
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Figura 2. Geometrias para Cu(l): lineal, trigonal planay tetraédrica.

El Cu" a menudo lo podemos encontrar en compuestos de coordinacién con

nameros de coordinacion 4, 5y 6 [24]. Ver Figura 3.

C

Figura 3. Geometrias para Cu(ll): octaédrico,
cuadrada planay piramide base cuadrada.

3.1.2 EL COBRE COMO BIOMETAL

Una rama joven de la Quimica que se ha dedicado a incrementar el conocimiento
sobre la participacion de los iones metélicos en los sistemas vivos ha sido la
Quimica Bioinorganica. Su campo de estudio se ha encargado de realizar un
trabajo integral entre areas como la Bioquimica, Quimica Inorganica, Quimica
Orgénica y la Biologia. El origen de este nuevo enfoque cientifico ayuda a

entender los procesos biolégicos bajo nuevos marcos de referencia [27]. La
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percepcion de esta rama cientifica ha logrado clasificar a algunos elementos de la
tabla periédica como biometales por el hecho de estar involucrados en “la quimica
de la vida” [23]. Ver Figura 4.

Distribucion en la tabla periddica
de los elementos esenciales para la vida

Atomic Number B

Element Symbol
Element Name

Average Atomic Mass Al

Tc [Ru [Rh | Pd |Ag [Cd | In |sn|sh|Tef I xe
Ta [W]Re | 0s | Ir | Pt{Au|Hg| T1 |Pb|Bi|Po| At Bn

107 108 109 10 m

Db | Sg Bh Hs | Mt Ds _Rg

62 63 64 65 66 67 70 n

Ce | Pr | Nd |Pm Sm | Eu | Gd | Th | Dy [Ho | Er |Tm| Yb |Lu

9 95 9% o7 8% 100 01 02 103

Th [Pa| U |Np|Pu |Am|Cm Bk | Cf | Es |Fm|Md | No | Lr

.Esenciales abundantes D Esenciales traza

Figura 4. Distribucién en la tabla periddica de los elementos esenciales para
la vida

En este trabajo nos enfocaremos en el cobre desde la perspectiva de la Quimica
Bioinorganica, donde es pertinente destacar que es un elemento de transicion
esencial para los sistemas biolégicos; su importancia radica en que forma parte de
numerosas enzimas y metaloproteinas en donde éste biometal contribuye en sus
propiedades estructurales y cataliticas [23]. Los estados de oxidacion
comuinmente encontrados en sistemas biolégicos para el cobre son Cu' (Sistema

d¥) y cu" (sistema d°, normalmente con una geometria tetraédrica en sus
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compuestos de coordinacion para el primer caso, y pentacoordinadas de base
cuadrada, cuadradas u octaédricas con efecto Jahn Teller para el segundo [23, 28,
29].

Los metales de transicion en los seres vivos estan regulados de tal forma que sus
concentraciones se mantienen dentro del intervalo requerido para un buen
funcionamiento de los sistemas biologicos [23]. El cobre en el ser humano ocupa
el tercer lugar en abundancia dentro de los elementos traza (después del hierro y
el zinc), encontrandose en una proporcion de 1.7 miligramos por gramo en peso.
Su deficiencia o exceso podria desencadenar una serie de dafios a 6rganos como
el cerebro, higado, estdmago, piel y pulmones, por mencionar algunos [30].
Existen personas que debido a una predisposicion genética pueden tener una
deficiencia o exceso de cobre, como es el caso de los que padecen el sindrome
de Menkes o la enfermedad de Wilson. En el sindrome de Menkes se presenta
una deficiencia de cobre como consecuencia de una mutacion en el cromosoma X,
la cual afecta el mecanismo de absorcién del cobre y conduce al enfermo a la
degradacion del sistema nervioso y posteriormente la muerte [31]. La enfermedad
de Wilson consiste en presentar cantidades excesivas de cobre en el organismo.
Esta enfermedad esta asociada a la mutacion del gen ATPasa7B, el cual afecta al
mecanismo de excrecion del cobre y trae como consecuencia su acumulacion en
higado, cerebro, rifiones y ojos [32]. Sin embargo, el envenenamiento por cobre no
es muy comun en el cuerpo humano, ya que en caso de administrarse en dosis
agudas, los compuestos de cobre inducen el vomito; y en el caso de una ingesta

cronica, el higado tiene una gran capacidad para excretar al cobre [30].

Por otro lado, uno de los objetivos de la Quimica Bioinorganica es la de esclarecer
coémo el cobre al estar presente en los sistemas bioldgicos tiene una participacion
muy variada. La actividad biolégica de cada metaloenzima de cobre esta
relacionada con el estado de oxidacion del metal y de su ambiente de
coordinacion [27].
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3.1.2.1 EL COBRE COMO BIOMETAL Y SUS LIGANTES

Con el fin de entender la esfera de coordinacién del cobre en las metaloenzimas y
con qué atomos preferird coordinarse este metal en funcion de su estado de
oxidacion, se retomaran los conceptos de acidos y bases de Lewis y los trabajos

de Pearson.

Como resultado de generalizar el concepto de &cidos y bases de Lewis han
surgido trabajos como los de Pearson, los cuales bajo criterios empiricos y con el
fin de tener la capacidad de predecir reacciones quimicas y explicar otros
fendmenos de manera sencilla, llegaron a la conclusiéon que aquellos &tomos con
carga positiva grande y de tamafio pequefio (acidos duros) reaccionan mas
rapidamente con nucledfilos donde la reactividad es funcidon principal de la
basicidad (base duras). Sin embargo, la reactividad de los atomos con mayor
tamafio y una carga positiva menor (acidos blando) dependera de la
polarizabilidad del nucledfilo (base blanda). Bajo este modelo empirico podemos
decir que en una reaccion quimica se favorecen los productos que corresponden a
la asociacion de &cidos duros con bases duras y acidos blandos con bases
blandas. Asi también, cinéticamente, los acidos duros reaccionan mas

rapidamente con bases duras y lo acidos blandos con bases blandas [33].

Por lo anterior, podemos decir que el Cu' al ser un catién blando preferira
coordinarse a ligantes con atomos blandos como el azufre. Por tal motivo, las
biomoléculas con las que méas probablemente puede interaccionar el Cu' en los
sistemas biologicos son aquellas que tengan residuos de aminoacidos con azufre
(cisteinas y metioninas) [34, 35]. Por otro lado, el Cu" prefiere coordinarse a
ligantes con oxigeno(base dura) por ser un acido duro, como es el caso de

biomoléculas como la serina, treonina, tirosina y agua [23, 35].
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3.1.2.2 EL COBRE COMO BIOMETAL Y SU ELECTROQUIMICA

A pesar que la mayor parte de la quimica de los seres vivos ocurre en un medio
acuoso podemos encontrar una reactividad muy variada para un mismo elemento
metélico dentro de una célula, y el cobre no es la excepcion. Se sabe que en
medio acuoso, el Cu' presentard un comportamiento anfolitico, tal y como se
observa en un diagrama unidimensional de potencial de la Figura 5, lo que nos
indica que en solucién acuosa se favorece la presencia de Cu" por la propiedad
del Cu' de dismutarse (y si recordamos la teoria de Pearson, el oxigeno del agua

al ser una base dura, estabilizara preferentemente al Cu").

II I
Cu (ac) Cu (ac)
E° [mV/ENH]
161 518
I o
Cll [E.C] Cu[ 5]

Figura 5. Diagrama unidimensional de potenciales para el sistema cu'/cu".
Valores tomados de Harris, D. C., 2001 [26].

Desde el punto de vista electroquimico se ha observado que las caracteristicas de
oxido-reduccién para el par redox Cu'/ Cu' varian en distintas biomoléculas, y esto
depende de los &tomos con los que interacciona en su esfera de coordinacion [36].
Esto se explica al considerar para las metaloenzimas, donde el centro catalitico
corresponde a un atomo de Cu", que se puede facilitar su reduccién si su entorno
de coordinacién corresponde a atomos con caracteristicas de bases blandas, lo
cual se traduce en un aumento en su valor de potencial electroquimico; en

contraste si se encuentra unido a bases duras, la cuales estabilizan al estado de
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oxidacion 2+, se produce una disminucidon en su potencial redox del centro
metalico haciendo mas dificil su reduccion, por tal motivo, es de esperarse que el
potencial redox de un centro metalico dentro de una enzima esté modulado por el

ambiente de coordinacion del metal.

Finalmente, es de importancia resaltar que cuando se desea estudiar un sistema
bioldgico que contenga cobre, la actividad biologica de este metal dependera del
estado de oxidaciéon en el que se encuentre, de su esfera de coordinacion, de su
geometria y su entorno proteico que, en conjunto, determinaran cual es la

participacion especifica del cobre en cada biomolécula.

3.1.3 EL COBRE Y LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Gran parte de la vida, como ahora la conocemos, ha evolucionado en una
atmosfera oxidante, donde la molécula de oxigeno tiene una variada participacion
en los sistemas vivos y su concentracion dependera del equilibrio que haya con su

demanda en los distintos procesos bioldgicos.

El oxigeno (O) lo podemos encontrar disuelto en agua, observando que en agua
de mar expuesta al aire hay una concentracion aproximada de 0,284 mM vy
decrece al subir la temperatura (0,212 mM a 25°C). Sin embargo, es mas soluble
en agua con mayor pureza, por ejemplo, el agua destilada presenta
concentraciones de solubilidad de 0,258 mM a 25°C y 0,355 mM a 10°C [9]. Al
tomar en cuenta que el agua es el solvente de mayor proporcion en el planeta
tierra, y que la quimica de la vida se da en un sistema acuso, nos sugiere que un
medio ambiente rico en oxigeno proporciona a los organismos el lujo de utilizar a
esta molécula como parte de practicamente toda estructura biomolecular (DNA,
lipidos, enzimas, proteinas, etc.); asi como también sabemos que gran parte de
los organismos utilizan la fosforilacion oxidativa como fuente eficiente de

produccion de energia. Este ultimo proceso tiene una desventaja, el cual es la

14



1 4

¥S22 Facultad de Quimica, UNAM Antecedentes :i

generacion de radicales libres de oxigeno. Un radical libre es una especie quimica
con carga positiva, negativa o neutra capaz de existir de manera independiente y
que contiene uno o0 mas electrones desapareados. Los metales, asi como sus
iones y compuestos de coordinacion frecuentemente tienen electrones
desapareados, pero por convencién, no son considerados como radicales, a

menos que algun ligante coordinado al metal sea un radical libre [37].

Para este trabajo es de relevancia saber que dentro los procesos biolégicos el

oxigeno es un precursor de especies quimicamente reactivas. Ver Figura 6.

Energia 4 g o @ e g
! » O, —» O, —» HO, —» HO®* —» HO
. . © 2HY T H }
Oxigeno Oxigeno
singulete Superdxido Perdxido

. de Radical
hidrogeno  y:4roxilo

Figura 6. Reduccién del oxigeno molecular a agua con especies reactivas de
oxigeno (ERO) como intermediarios.

Si el radical libre proviene o contiene oxigeno podremos clasificarlo dentro del
grupo de moléculas llamadas especies reactivas de oxigeno (ERO), donde
también se encuentran en esta clasificacion las moléculas que son oxidantes pero
no son radicales libres, como es el caso del peroxido de hidrogeno y el oxigeno

singulete. Ver figura 7.
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Figura 7. Diagrama de orbitales moleculares para el oxigeno molecular y
algunas especies reactivas de oxigeno (ERO). Tomada y Modificada de
Hallowell y Gutterdge, 2007 [9].

Al reducir el oxigeno molecular con un electron se genera el radical libre
superoxido, generandose asi el primer radical libre proveniente de la molécula de
oxigeno. Aproximadamente el 2% de todo el oxigeno que consumimos se
convierte en el radical superéxido a través de procesos fisiolégicos normales como

la respiracién y la respuesta inmune innata [38].

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) juegan un papel importante en los
sistemas biologicos al estar involucradas dentro de las sefalizaciones que
desencadenan la proliferacion, diferenciacion y muerte celular, entre otros
procesos vitales para la célula [39]. En contraste, los efectos toxicos para una
célula por estas especies reactivas estan asociados a un proceso denominado
estrés oxidante, el cual se refiere a un desequilibrio entre las ERO y la capacidad
de la célula para generar una respuesta antioxidante en donde se ven favorecidas

la formacién de especies reactivas de oxigeno. Las consecuencias de un alto
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estrés oxidante estan relacionadas con varias enfermedades, como por ejemplo la

aterosclerosis, la diabetes, el cancer y enfermedades neurodegenerativas [39].

Para el cobre, su importancia bioquimica se debe a que es un elemento esencial
en la dieta del ser humano. Aproximadamente, un adulto tiene una concentracion
de 1.7 mg/g en su organismo [30]. Esta concentracion esta regulada por los
organismos vivos, puesto que el exceso o deficiencia de cobre se ha observado

gue causa estrés oxidante [9, 40].

Para entender los efectos de la deficiencia de cobre en el ser humano se tiene que
tener presente que este metal forma parte del sitio activo catalitico de enzimas que
le dan a las células una citoproteccién de las especies reactivas de oxigeno. La
CuznSOD dismuta al radical superoxido en perdxido de hidrégeno, por lo que la
deficiencia de este metal origina una disminucion de la sintesis celular de esta
enzima generando asi un desbalance de las especies reactivas de oxigeno, las

cuales pueden generar dafio celular [32, 38].

Como ya se menciond, un aumento en la concentracion de cobre libre en la célula
también genera estrés oxidante. Esto se le puede atribuir a que el cobre puede
generar reacciones tipo Fenton [11], la cual consiste en generar el radical
hidroxilo en presencia de peréxido de hidrégeno mediante la oxidacion del metal
[9, 40].

Retomando que en los sistemas bildgicos el cobre se puede encontrar como Cu'",
se puede esperar su reduccién a Cu' por presencia de alguna biomolécula
reductora como NADH, GSH y acido ascorbico, o por la presencia de especies
reactivas de oxigeno, como es el caso del peroxido de hidrégeno o el radical
superoxido [40, 41], ver figura 8. Una vez generado el Cu' se puede llevar a cabo
una reaccion tipo Fenton, al re-oxidarse este metal a Cu" en presencia del H,O;

generando como producto el radical hidroxilo.
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Figura 8. Diagrama unidimencional de potenciales redox para posibles
reductores celulares de cobre(ll): NADH, GSH, Ascorbato y O, . Valores
tomados de Irazo, O., 2011 [12], Harris, D.C., 2001 [26], Saleh, F. S., 2011 [42],
y Jones, D. P., 2002 [43].
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3.2. ENZIMAS: SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD) Y XANTINA OXIDASA (SOD)

3.2.1 ENzIMAS

Una serie de moléculas importantes para la biologia celular son aquellas que
contienen a un grupo amino (-NHy) y un grupo de acido carboxilico (-COOH) en su
estructura, llamadas alfa-L-aminoé&cidos, las cuales son denominadas asi porque
el grupo amino esta enlazado al atomo de carbono alfa del grupo carboxilo. Ver

figura 9.

Figura 9. Estructura general de los aminoacidos

En todos los alfa-L-aminoacidos (excepto cuando R= H) el carbono alfa es
asimétrico y constituye un centro quiral; en la mayoria de los aminoacidos
naturales éste carbono tiene una configuracion (S) con estereoquimica parecida a

la de L(-)-gliceraldehido, por lo que se denominan L-aminoacidos.

Cuando dos aminoacidos reaccionan entre si se forma un enlace amida entre el
grupo carboxilico de un aminoacido y el grupo amino de otro, éste enlace

comunmente es llamado enlace peptidico. Ver figura 10.

19



e %@
522 Facultad de Quimica, UNAM Antecedentes

Aminoacido (1)

Aminoacido (2) .

Dipéptido Agua

Figura 10. Formacién de un enlace peptidico

Si la mencionada reaccién se lleva a cabo consecutivamente entre varios
aminoacidos, se llegara a formar un biopolimero denominado péptido (PM<10*
g/mol). Cuando un péptido alcanza un peso molecular mayor a 10* g/mol, esta
macromolécula se define como proteina. Las propiedades fisicas y quimicas de

estos biopolimeros dependeran de los amino&cidos que la forman [44].

Cada proteina posee una funcion particular, la cual es el reflejo de su
conformacién tridimensional. La disposicion espacial de los atomos de una
proteina puede estudiarse desde diferentes niveles estructurales: primaria,
secundaria, terciaria o cuaternaria. ElI primer enfoque estructural consiste en
representar la secuencia de los aminoacidos de la cadena proteica (estructura
primaria) con el fin de estudiar el tipo de aminoacidos que contribuyen al arreglo
tridimensional final. En la estructura secundaria de una proteina el estudio se
centra en representar el arreglo de las cadenas proteicas en funcidn de
interacciones moleculares como por ejemplo puentes de hidrégeno, con el fin de

encontrar patrones de plegamientos regulares y muy estables de las cadenas
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polipeptidicas (hélices alfa y conformaciones beta por mencionar algunas). El
estudio de la disposicion global de todos los &tomos de una proteina en el espacio
se conoce como estructura terciaria, en la cual se considera el acomodo de la
cadena proteica en funcion de las torsiones moleculares debidas a la generacion
de nuevos enlaces (como por ejemplo puentes disulfuros S-S), a las interacciones
electrostaticas, y los giros de la cadena (angulos y direcciones), entre otros.
Finalmente, es importante mencionar que algunas proteinas estan constituidas por
dos 0 mas cadenas polipeptidicas, las cuales pueden ser idénticas o diferentes.
Las disposiciones de estos biopolimeros en complejos tridimensionales

constituyen al estudio del nivel de la estructura cuaternaria. Ver figura 11.

H—, Estructura
0. 9
) 4 Qr é 1 Proteinas
& 6
Estructura PN a
Primaria o
¢
Estructura
Secundaria
Estructura ]
Terciaria Estructura
Cuaternaria

Figura 11. Estructura de proteinas

Cuando estas biomoléculas tienen actividad catalitica se les conocen como
enzimas, las cuales estdn conformadas mayoritariamente por una parte proteica.

Algunas enzimas no requieren para su actividad mas grupos quimicos que sus
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residuos de aminoacidos; sin embargo, otros requieren un componente quimico
adicional llamado cofactor, el cual puede ser uno o varios iones inorganicos o

moléculas organicas.

Una Metaloenzima es una enzima cuya caracteristica particular es que dentro de
Su estructura contiene a uno 0 mas iones metdlicos firmemente enlazados
(metales de transicion), dandole asi caracteristicas estructurales y cataliticas

especificas.

Las metaloenzimas pueden clasificarse de acuerdo al ibn metalico involucrado
directamente con su actividad catalitica (enzimas de Cu, Fe, Mo, Mn, etc.); por el
tipo de funcién biolégica que desempefian (transportadoras de oxigeno,
transportadoras de electrones, etc.) o mas generalmente, por el tipo de reaccién
gue catalizan (oxidoreductasas, tranferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas o

ligasas).

3.2.2 ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASA

Como consecuencia de vivir en una atmodsfera con oxigeno, los organismos
aerébicos han desarrollado un grupo de enzimas capaces de dismutar el radical
superoxido. Estas enzimas fueron descubiertas en 1969 por McCord y Fridovich y
ahora se conocen con el nombre de Superd6xido Dismutasas (SOD) [38]. La
funcién enzimatica de la SOD es dismutar el radical superdxido a peréxido de

hidrogeno y oxigeno molecular siguiendo la siguiente reaccion:
O,-+ 05+ 2H" — H,O, + O,

Los humanos han desarrollado tres tipos de enzimas superéxido dismutasas
(SOD); cada una codificada por genes separados y sirven para un propdsito
distinto dependiendo de su localizacion celular [38]. La primera es la SOD que

contiene cobre y zinc (CuZnSOD o SOD1) que se encuentra localizada
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predominantemente en el citoplasma, pero también se ha encontrado en el nucleo
y los lisosomas [38]. Su localizacion permite proteger a las proteinas, lipidos y
DNA del dafio oxidante y es un regulador muy importante de las sefales
intracelulares debidas al superdxido [38]. La segunda SOD es aquella que
contiene manganeso (MnSOD o SOD2); se encuentra en la matriz mitocondrial
entre las crestas. La MNnSOD (SOD2) reduce el estrés oxidante en la mitocondria
catalizando la dismutacion del superoxido formado por la cadena de electrones
durante la respiracién celular [38]. Finalmente existe una tercera SOD, la ecSOD,
la cual es similar a la SOD1 que usa cobre y zinc para su funcion catalitica. Sin
embargo, a diferencia de la SOD1, esta se encuentra predominantemente en el

espacio extracelular [38].

En este trabajo nos enfocaremos en la enzima CuZnSOD (SOD1) para entender el
papel que juega el cobre en esta enzima y analizar si las Casiopeinas®, por ser
compuestos de coordinacion de cobre, podrian llevar a cabo una catalisis similar.
La CuzZnSOD es una cuproproteina de aproximadamente 32 kDa. Es un
homodimero que contiene en cada mondémero un sitio activo, en el que se
encuentran dos cationes metalicos, un atomo de cobre y uno de zinc. El centro
catalitico cuando esta oxidado tiene un ion Cu", con una geometria piramidal de
base cuadrada, coordinado por cuatro histidinas y una molécula de agua, mientras
que el Zn" esta coordinado por un oxigeno de un aspartato y tres histidinas. Una
de las histidinas hara un puente entre ambos cationes por el anillo imidazolato [15,
24]. Ver figura 12.
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Figura 12. Sitio catalitico oxidado de la enzima ZnCuSOD sin una molécula
de agua coordinada al cobre. Tomada de Pelmenschikov, V., 2005 [15].

Cuando el sustrato radical O, entra en el canal que lo dirige al sitio activo y se
aproxima al centro catalitico puede ser protonado por un donador de protones
mientras pasa por el canal, ya que la enzima ZnCuSOD puede asegurar un pH lo
suficientemente bajo en los alrededores del centro catalitico para estabilizar el
radical superdxido protonado.

La molécula de superéxido protonado se coordina al Cu" y genera una ruptura del
enlace Cu" -His de la histidina que lo une a través de un puente con el Zn". El
nitrogeno de la histidina toma el proton que antes pertenecia al radical superoxido
y lleva a cabo la reduccién del Cu" a Cu', generando asi una molécula de O,.
Posteriormente, se propone que una segunda molécula de radical superdxido
protonado llegue al sitio catalitico y se coordine al Cu'. El radical superéxido forma
un puente de hidrégeno con el hidrogeno de la histidina para posteriormente
oxidar al Cu' a Cu" y se regenere el puente Cu" -His-zn" liberando una molécula
de H,0;[15]. Ver figura 13.
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Figura 13. Mecanismo catalitico propuesto para la enzima ZnCuSOD. Tomada
de Pelmenschikov, V., 2005 [15].

3.2.2.1 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOMIMETICA TIPO SOD

Para evaluar a un compuesto con actividad catalitica tipo SOD se tiene que buscar
un sistema en el que se estudie de forma indirecta la dismutacién del radical
superéxido atribuido al compuesto, o de forma directa la interaccion entre el
compuesto y el radical superoxido. Uno de los sistemas mas empleado para
evaluar la actividad tipo SOD es un ensayo enzimatico, conocido como el sistema
de McCord-Fridovich, el cual es un método indirecto que consiste en colocar a la
enzima Xantina Oxidasa (XO) en presencia de xantina (Xa) para generar como
producto &cido urico; y como subproductos peroxido de hidrégeno y al radical
superéxido en proporciones no estequiomeétricas y en cantidades dependientes de
las condiciones de pH, fuerza idnica y temperatura. El seguimiento de la presencia
del radical O, ", el cual es la especie de interés para este ensayo, se hace de
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manera indirecta al colocar “in situ” un colorante redox como el nitroazul de
tetrazolio (NBT), el cual se reducira con el radical superoxido a un compuesto azul
llamado formazan, cuyo espectro de absorcidon es caracteristico y se puede seguir
facilmente su presencia espectrofotométricamente en la longitud de onda de
560nm. Con esta reaccion secundaria se sigue en el sistema la presencia,
ausencia o variacion de la concentracion del radical superdxido [13]. Ver Figura
14.
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Figura 14. Sistema Xa-XO-NBT

Al colocar el compuesto con posible actividad SOD en el ensayo de la Figura 14,
la sefial de formazan se verd modificada, ya que un compuesto con actividad
SOD, o con capacidad de atrapar al radical superdxido, entrara en una reaccion de
competencia por el radical superoxido con el NBT. Este es el principio para
determinar la CI50 de la sefial de formazan y que servird de referencia para
compararlo con otros compuestos con actividad SOD evaluados en este sistema,
con sus respectivas consideraciones; ya que para este sistema se tienen que

tomar los siguientes casos que pueden dar falsos positivos a este ensayo:
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e El compuesto a evaluar reduce al indicador (NBT) y no la presencia del
radical superoxido como se espera [12].

e El compuesto evaluado reacciona con el Formazan que se genero “in situ”
[12].

e El compuesto inhibe a la enzima XO [12].

e La presencia de H;0O,, el cual es uno de los productos de la actividad de la
enzima XO, puede reaccionar con el compuesto a evaluar y sus productos

reaccionar con el NBT [12].

Para poder llevar a cabo la evaluacién de la actividad biomimética tipo Superéxido
Dismutasa (SOD), por el sistema xantina (Xa)-Xantina Oxidasa(XO)-nitroazul de
tretrazolio (NBT) es necesario estudiar si las Casiopeinas® inhiben a la enzima
XO vy calcular las CI50 de ser el caso.

3.2.3 ENzIMA XANTINA OXIDASA

La Xantina Oxidasa (XO) es una metaloenzima de molibdeno, la cual podemos
encontrar presente en células eucariotas, en eubacterias y en archea [24, 45]. El
molibdeno es el Unico elemento del segundo periodo de los metales de transicion
con una funcién biolégica conocida, y su participacién en la enzima XO es una de

ellas.

La actividad biologica de esta metaloenzima consiste en catalizar la oxidacion de
la xantina (Xa) a acido arico por medio de una reaccion de hidroxilacion en
presencia de un aceptor de electrones, por lo que podemos clasificar a esta

enzima dentro de la familia de oxotranferasas.

La reaccién de oxidacion de la xantina en presencia de oxigeno y la enzima

Xantina Oxidasa esta descrita en la Figura 15.
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Figura 15. Reaccion de oxidacion de la xantina en presencia de la enzima

Xantina Oxidasa

Es de resaltar que “in vivo” este sistema enzimatico no es selectivo solo a la

xantina como sustrato de la XO, sino también puede oxidar a otras moléculas

heterociclicas como lo son la hipoxantina y a una variedad de purinas, pirimidinas,

pterinas y aldehidos [24].

Esta enzima,

aproximadamente de 290 kDa,

tiene dos subunidades

independientes, cada una y que en conjunto envuelven a cuatro centros redox: un

centro de molibdeno, dos grupos de hierro-azufre del tipo 2Fe-2S y un

flavindinucleotido (FAD), los cuales se distribuyen espacialmente en forma casi

lineal [45]. Ver figura 16.
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Figura 16. Arreglo lineal de los cuatro centros redox de la Xantina Oxidasa
correspondientes a una molécula FAD, dos conglomerados de 2Fe-2S y una
molécula MPR donde se encuentra coordinado un 4&tomo de Mo. Tomada de

Harrison, R., 2002 [45].

En el sitio donde se encuentra el molibdeno, el metal se encuentra en una esfera
de coordinacién con 5 ligantes, los cuales corresponden a dos azufres del ligante
bidentado pterina, un grupo oxo (Mo=0), uno sulfo (Mo=S) y un ligante hidroxo o
agua (Mo-OH, Mo-OH,). La esfera de coordinacion se asemeja a una piramide de

base cuadrada con el ligando sulfuro en posicion apical [45]. Ver figura 17.
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Figura 17. Cofactor de molibdeno para la enzima Xantina Oxidasa. Tomada
de Harrison, R., 2002 [45].

Se propone que la reaccion de oxidacion de xantina a &cido Urico, el ciclo catalitico
de la enzima tome lugar en el centro de molibdeno, y que el metal se encuentre en
estado de oxidacion VI. Este ion metalico durante la reaccion catalitica cambia de
estado de oxidacion (VI) a (V). La transferencia de electrones del metal pasa por
los dos grupos 2Fe-2S al flavin adenin dinucle6tido (FAD). La reaccion de
reduccion (conversion de oxigeno a radical superoxido o a peréxido de hidrégeno)
se espera que tome lugar en el centro donde se encuentra el FAD [45, 46]. Ver
figura 18 y 19.
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Xantina Acido Urico

Figura 18. Diagrama esquematico que muéstrala catélisis de la Xantina
Oxidasa.

Por la participacion de los metales en la estructura de esta enzima en el espectro
de absorcién electronica UV/visible tendra contribuciones atribuibles a los grupos
2Fe-2S en 420, 470 y 550 nm, la molécula de FAD impondra un maximo en 450

nm y el molibdeno se caracterizara por una absorciéon en 350 nm [46].
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Figura 19. Molécula de FAD, grupo tipo [2Fe-2S] y atomo de Mo de la Xantina
Oxidasa de la base de datos 1FIQ obtenida por difraccion de rayos-X
visualizada por PyMOL [47].
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3.2.3.1 INHIBIDORES DE LA ENZIMA XANTINA OXIDASA Y SUS USOS TERAPEUTICOS

Una enzima tiene como funcidn biolégica el catalizar reacciones quimicas
esenciales para el buen funcionamiento celular. De manera simplificada, una

reaccion enziméatica se puede representar de la siguiente manera:
E+S>[ES]2>E+P

Donde la letra E representa a la enzima, la S al sustrato y [ES] al complejo binario
del que se generard un producto P y a la enzima E. Este sistema de reaccion
puede hacerse mas complejo al considerar que las enzimas pueden estar sujetas
a algun tipo de inhibicién. Los inhibidores enzimaticos son especies quimicas que

interfieren en la catdlisis, haciéndola mas lenta o deteniendo las reacciones [44].

La inhibicion de una enzima puede ser reversible o irreversible. Para el primer
caso, se puede mencionar de ejemplo a la “inhibicion competitiva”, la cual consiste
en una competencia del inhibidor con el sustrato por el sitio activo de la enzima, en
muchas ocasiones por la similitud entre ambas moléculas. La consecuencia de
interaccionar el inhibidor con la enzima y formar el complejo ternario [EI] es que no
se lleva a cabo la catélisis. Otro ejemplo de inhibicidn reversible es la “inhibicidon
no competitiva” la cual esta definida cuando el inhibidor se fija a un sitio distinto al
gue se une el sustrato. Es de resaltar que el inhibidor solo se une al complejo [ES]
y como consecuencia tampoco favorece la catalisis enzimética. Finalmente, se
puede esperar casos en el que ocurra una “inhibicién mixta” y que es cuando la
catalisis enzimatica disminuye porque el inhibidor se puede unir tanto a la enzima,
como al complejo [ES] en un sitio distinto al que se une el sustrato [44]. Ver Figura
20.
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Figura 20. Esquema para las inhibiciones enziméaticas irreversibles

Una inhibicion irreversible ocurre cuando el inhibidor se combina o destruye a un
grupo de la enzima que es esencial para su actividad, o cuando el inhibidor forma
un enlace muy estable con la enzima e impide que se pueda llevar a cabo la
catalisis enzimatica. Un caso especial dentro de este tipo de inhibiciébn son los
inactivadores suicidas. Estos compuestos son relativamente poco reactivos hasta
gue se unen al sitio activo de la enzima. Un inactivador suicida pasa a través de
los primeros pasos de una reaccion enzimatica normal, pero a continuacioén se
convierte en un compuesto muy reactivo que se combina irreversiblemente con la

enzima en lugar de ser transformado en el producto normal [44].

Una vez presentado un panorama de los tipos de inhibicion que se pueden
presentar en una enzima, es de resaltar que varios inhibidores pueden utilizarse
en terapia médica para tratar a pacientes que presentan desequilibrios en la

regulacion en sus sistemas enzimaticos.

Estudiar inhibidores de la enzima Xantina Oxidasa frecuentemente esta asociado

al tratamiento de pacientes con hiperuricemia. Esta enfermedad consiste en un
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aumento de la concentracion del acido Urico en sangre, que posteriormente puede
dar origen a la “gota”, enfermedad caracterizada por la formacion de depdsitos de
acido urico en las articulaciones produciendo dolor articular, inflamacion y en
casos mas agudos impotencia funcional, haciendo de esta enfermedad un
problema de discapacidad para las personas que la padecen [48]. Actualmente, en
México se usa en la clinica el alopurinol como un “antigotoso” por ser un inhibidor
de la enzima Xantina Oxidasa [49], ya que esta es la responsable de generar el

acido urico como uno de sus productos.

En la actualidad los inhibidores de la enzima XO se usan recurrentemente como
una terapia atractiva para desordenes como la hiperuricemia, gota, ulceras,
cancer, isquemia, hipertension y dafio oxidante segun el mecanismo de accién

gue desempeifie [50].

El disefiar nuevos inhibidores de la Xantina Oxidasa tiene como fin dar mas
opciones de farmacos en la clinica para el tratamiento de las enfermedades antes
mencionadas donde se puedan disminuir algunos efectos secundarios de los
farmacos usados en la clinica actualmente, como por ejemplo, el dafio de

insuficiencia renal relacionados por el tratamiento de la gota con alopurinol [21].

3.2.3.2 COBRE COMO INHIBIDOR DE LA ENZIMA XANTINA OXIDASA

Como ya se menciond, la Xantina Oxidasa (XO) es una enzima que genera
especies reactivas de oxigeno (ERO). Se sabe que las concentraciones de las
ERO son reguladas por otras enzimas (SOD y Catalasa), de lo contrario, los dafios
celulares que se pueden producir por estas especies reactivas podrian ser

irreversibles para los sistemas biolégicos [9].

La citoproteccion con enzimas antioxidantes para regular las especies reactivas de

oxigeno provenientes de la enzima XO no es la Unica forma de disminuir los
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efectos de las ERO generadas por esta enzima; la otra forma de hacerlo es
mediante su inhibicidon. Actualmente, compuestos organicos como el alopurinol y
algunos de sus anélogos se utilizan como inhibidores de la XO en la clinica [49],
sin embargo, se han realizado estudios “in vitro” con metales, que al interaccionar
con la enzima XO aumenten su actividad catalitica o la disminuyan segun el caso
[51].

Algunos estudios sobre la interaccién de la Xantina Oxidasa con Cu", Hg" y Ag'
han demostrado una inhibiciébn de la actividad catalitica de la enzima [52]. Sin
embargo, de los iones metalicos mencionados, el cobre, por ser un micronutriente
de los seres vivos, requiere de mayor interés para ser estudiado y esclarecer si
juega un papel importante en la regulacién de esta enzima “in vivo”, asi como

entender el mecanismo de inhibicién de este ion metélico.

Actualmente, se sabe que la inhibicion de XO por Cu" estd en funcién de la
concentracion del metal [53]. Estudios espectrofotométricos han indicado
variaciones estructurales en el entorno molecular del molibdeno y la molécula de
FAD que constituyen a la enzima XO, las cuales se han explicadas por las
interacciones con el cobre, donde la inhibicion puede deberse a un cambio
estructural de la enzima provenientes de la interaccién Cu'"-XO [51]. Otros trabajos
han indicado que la coordinacién de Cu'" con la enzima XO es mediante atomos de
azufre y nitrdgeno proveniente de los residuos de aminoacidos, tal y como se ha
observado en estudios de EPR [53], asi también, se propone en la literatura que
esta inhibicion es del tipo no competitiva, ya que el Cu" no interactGia directamente
con sitio donde se encuentra el molibdeno, que es donde se lleva a cabo la

interaccidn xantina-Xantina Oxidasa [51, 52].
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3.3. EL COBRE Y LAS CASIOPEINAS®

3.3.1 CASIOPEINAS®

En la actualidad, el disefio de farmacos es un proceso muy complejo donde se
requiere de muchas disciplinas para encontrar una nueva molécula lider con
propiedades farmacoldgicas que permitan el tratamiento de alguna enfermedad.
En afos recientes han aparecido en el mercado algunos nuevos metalofarmacos.
El primer compuesto inorganico para el tratamiento de cancer fue el Cisplatino, el
cual ha servido de modelo para muchos quimicos inorganicos en el disefio de
nuevos compuestos [54]. Por tal motivo, el grupo de investigacion encabezado por
la doctora Lena Ruiz Azuara en la Facultad de Quimica de la UNAM se dio a la
tarea de utlizar a la Quimica Bioinorganica para proponer una serie de
compuestos de coordinacion de interés farmacéutico que pudieran ser moléculas
biolégicamente activas en el tratamiento del cancer. Estos compuestos pasaron
por una cadena de consideraciones al disefiarse; ya que se pretendia sintetizar y
caracterizar una serie de agentes antineoplasicos, y posteriormente confirmar su

uso en la clinica como tratamiento para el cancer [55].

Debido a las propiedades del cobre, se propuso a éste metal como atomo central
de un grupo de compuestos de coordinacién nombrados Casiopeinas®. Estos
compuestos tienen férmulas generales [Cu(N-N)(alfa-L-aminoacidato)]NOsz y
[Cu(N-N)(O-O)]NO3, donde el donador N-N es una diimina aromatica sustituida
(1,10-fenantrolina o 2,2’-bipiridina) la cual se nombrara en este trabajo, de aqui en
adelante, como ligante primario. El donador por oxigeno (O-O) es acetilacetonato
(acac) o salicilaldehidato (salal), o un donador por nitrégeno y oxigeno como es el
caso de los alfa-L-aminoacidato. A este segundo grupo de moléculas bidentadas

se le nombrara en este trabajo como ligante secundario. Ver figura 21.

37



v e %@
522 Facultad de Quimica, UNAM Antecedentes

/“\{ —
RSN 7NN
- N= =N N7

\1,10-fenantrolina 2,2'-bipiridina
Formulas Generales:
/7T NOg 4 O
N N
’ R - Cu(N-N)* (a-L-ami idato) INO
\CE+ W)LO a-aminodcidato [Cu(N-N)* (a-L-aminoacidato) JNOs
¢ N\ NH, [Cu(N-N)* (0-0)° INO;
N
Casiopeina® L\‘_/L < OUO . +Diimina aromética sustituida
/]\/|\ acetilacetonato o Donador por oxigeno
=0
@:O- salicilaldehiato

\

Figura 21. Formulas generales de los complejos de cobre(ll)
(Casioepeinas®).

En la Figura 21 se observa que las Casiopeinas® [1, 2] son una serie de
compuestos de coordinacion amplia, por lo que fue necesario crear una
nomenclatura que permita agrupar a estos compuestos en familias de acuerdo a
su estructura. Las familias se denominan por ndmeros romanos que indican el
ligante diimina que permanece constante en el grupo. Posteriormente, se escribe
la abreviatura correspondiente al ligante secundario segun las convenciones de la
IUPAC, esta ultima indica exactamente la identidad del complejo. La excepcion a
esta nomenclatura es la Familia Il y la X. Para el primer caso, esta familia esta
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 el tipo de ligante diimina, y
posteriormente se agrega una letra que indica la identidad del ligante donador por
oxigeno (a para acac y s para salal) [56]. La Familia X difiere a la familia Ill en que
en lugar del ligante donador O-O se encuentra coordinado a un péptido. Ver Tabla
1.
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Tabla 1. Clasificacion en familias segun la nomenclatura del grupo de trabajo
en Casiopeinas®.

Familia Foérmula General

Casiopeina | [ Cu(4,7-difenil-fenantrolina)(N-O)]NO3
Casiopeina ll [ Cu(4,7-dimetil-fenantrolina)(N-O)]NO3
Casiopeina lll-a [ Cu(N-N)(acac)]NO3
Casiopeina lll-s [ Cu(N-N)(salal)]NO3
Casiopeina IV [ Cu(4,4’-dimetil-bipiridina)(N-O)]NO3
Casiopeina V [ Cu(5-R-fenantrolina)(N-O)]NO3
Casiopeina VI [ Cu(5,6-dimetil-fenantrolina)(N-O)]NO3
Casiopeina VI [ Cu(1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3
Casiopeina VIII [Cu(3,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)(N-O)]NO3
Casiopeina IX [ Cu(2,2’-bipiridina)(N-O)]NO3
Casiopeina X [ Cux(N-N)x(péptido)«](NO3)x

Acac: acetilacetonato, salal: salicilaldehidato, N-O: alfa-L-aminoacidato, N-N:

diimina sustituida

3.3.2 CASIOPEINAS® Y LA QUIMICA ASOCIADA A SU CENTRO METALICO

En la actualidad, varios de estos compuestos han sido evaluados en diferentes
modelos experimentales, tanto “in vitro” [3] como “in vivo” [3, 4], los cuales han
demostrado su actividad antiproliferativa [5], citotoxica [4], genotOxica [6] Yy
antitumoral [3]. Aunque el mecanismo de accién para inducir la muerte celular ain
no se ha elucidado, se sabe que por las propiedades de estos compuestos

desencadenan sefiales que inducen apoptosis [4, 7]. Se propone que en células
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tumorales las Casiopeinas® induzcan la muerte celular como consecuencia de
una o varias sefales, las cuales pueden tener origen en interacciones con el DNA,
la generacién de toxicidad mitocondrial o por la formacion directa de especies
reactivas de oxigeno (ERO). Estas sefiales, de forma aislada o en conjunto,
podrian conducir a la reaccion antiproliferativa observada para estos compuestos

en células tumorales [54]. Ver figura 22.
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Figura 22. Blancos de estudio de Casiopeinas® para estudiar su mecanismo
de accion para inducir apoptosis.

Dentro de la quimica de las Casiopeinas® es de interés, para comprender el
mecanismo de accion que lleva a las células a apoptosis, estudiar las posibles
interacciones de esta familia de compuestos con biomoléculas especificas de una
célula, como por ejemplo, evaluar interacciones con el DNA, glutation, y con
especies reactivas de oxigeno, por mencionar algunas. Por otra parte, se sabe
que el centro metdlico, en conjunto con sus ligantes, brinda a las Casiopeinas®
propiedades electroquimicas, las cuales se deben considerar para proponer
posibles reacciones del tipo oxido-reduccion con biomoléculas, lo que pudiera
modificar algun equilibrio quimico de interés biolégico, como por ejemplo, la
modulacién de las concentraciones de especies reactivas de oxigeno en una

célula.
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Tabla 2. Potenciales de media onda para las Casiopeinas® que se utilizaron
en este trabajo [5].

Casiopeinas® E1s [V vs ENH]

Casiopeinalll gly 0.147
Casiopeina lll Ea 0.139
Casiopeina IV gly 0,141*
Casiopeina lll ia 0.119

*Valor obtenido por comunicacion personal.

Al considerar que uno los intereses para el grupo de investigacion de estos
compuestos es estudiar como modulan las especies reactivas de oxigeno, cabe
sefialar que por las propiedades electroquimicas de las Casiopeinas® reportadas
en la tabla 2 se puede proponer que sus potenciales electroquimicos se
encuentran dentro del intervalo que favorece la dismutacién del radical superoxido,

tal y como se ha reportado para distintos tipos de enzimas SOD. Ver figura 23.

Potenciales Redox (V vs ENH)

A
L0 =
0, +e+2H*—» H,0, 0.89
0.8 —
0.6 —
Bovine erythrocyte CuZn-S0D +0.40 _ | Escherichia coli Fe-sOD +0.27
Escherichia coli Mn-SOD +0.31" |

Azotobacter vinelandii Fe-SOD  +0.23

Bovine erythrocyte CuZn-SOD +0.28 | Pseudomonas Ovalis Fe-SOD +0.23

Bacillus stearothermophilus Mn-SOD +0.26

0,+e—> 0, -0.16 e —

Figura 23. Diagrama unidimensional de potenciales redox de enzimas SOD y
de la dismutacion del radical superoxido. Tomada y modificada de Iranzo, O.,
2011 [12].

Por tal motivo, los compuestos que podrian tener la capacidad de dismutar al O,"
se les puede proponer una posible actividad biomimética tipo Superoxido

dismutasa, como es el caso de las Casiopeinas®.

41



Antecedentes %

() I‘\N+[CH3]

cis-FeMPy,P,P trans-FcMPy,P,P

Figura 24. Compuestos con actividad SOD y antitumoral. Tomada de
Kasugai, N., 2002 [57].

En la literatura se han propuesto algunos compuestos con actividad SOD que han
presentado actividad citotoxica, como es el caso de los compuestos, mostrados en
la figura 24, propuestos por el grupo de investigacion del Dr. Kubota y
colaboradores [57]. Lo que se propone para estos compuestos con actividad
biomimética tipo SOD es que al ser el H,O, uno de los productos generados por la
catdlisis, esta especie aumente el estrés oxidante en la célula. El perdxido de
hidrogeno es una especie reactiva de oxigeno neutra, y menos reactiva que el
radical superéxido, sin embargo, al ser una molécula no polar, puede trasportarse
a través de membranas y aumentar la posibilidad de que en la célula interaccione
con Fe" o alguin otro donador de electrones que realice una reaccién tipo Fenton y
generar como resultado al radical hidroxilo, provocando asi un mayor dafio en la
célula por estrés oxidante y ser esta la razon que podria llevar a la célula a su
muerte [58, 59]. Lo que se puede debatir de esta propuesta es que no se han
sintetizado compuestos con un mecanismo elucidado donde la actividad tipo SOD
sea solo la responsable de la muerte celular, ademas de que la actividad de la
enzima SOD se tiene catalogada como un mecanismo de citoproteccion cuando la

célula se encuentra en estrés oxidante [9].
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4. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. JUSTIFICACION

El potencial de media onda de la Casiopeina Il gly, Casiopeina Il Ea,
Casiopeina IV gly y Casiopeina Ill ia se encuentra dentro del intervalo que
favorece la dismutacion del radical superoxido (-0.16 <Ei, < 0.89 V/ENH); por lo
cual, es de importancia conocer ensayos que confirmen la actividad tipo SOD de

estos compuestos de coordinacion.

4.2. HIPOTESIS

El sistema Xa-XO-NBT se puede usar para evaluar la actividad biomimética tipo

SOD de la Casiopeinas® Il gly, lll Ea, IV gly y lll ia.
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4.3. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la utilidad del sistema Xa-XO-NBT para evaluar la posible actividad

SOD de las Casiopeinas®.

Objetivos particulares

Estudiar con los sistemas Xa-XO y Xa-XO-NBT las siguientes

Casiopeinas®:

Casiopeina Il gly... [Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) (glicinato)] NO3

Casiopeina Il Ea... [Cu (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina) (acetilacetonato)] NO3
Casiopeina IV gly.. [Cu (4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina) (glicinato)] NO3

Casiopeina lll ia..... [Cu (4,4 -dimetil-2,2"-bipiridina) (acetilacetonato)] NO3

Evaluar la inhibicion de la enzima Xantina Oxidasa por Casiopeinas® “in
vitro” con el sistema Xa-XO.

Determinar las CI50’s de la enzima Xantina Oxidasa de Casiopeinas® “in
vitro” con el sistema Xa-XO.

Estudiar la inhibicién de la enzima Xantina Oxidasa por Casiopeinas® en
presencia de Catalasa en el sistema Xa-XO.

Estudiar la inhibicion de la enzima Xantina Oxidasa por Casiopeinas® en
presencia de Catalasa desnaturalizada en el sistema Xa-XO.

Estudiar la inhibicién de la enzima Xantina Oxidasa por Casiopeinas® en
presencia de Manitol en el sistema Xa-XO.

Estudiar la inhibicion de la enzima Xantina Oxidasa por Casiopeinas® en
presencia de EDTA en el sistema Xa-XO.

Estudiar si las Casiopeinas® muestran una actividad biomimética tipo SOD

con el sistema Xa-XO-NBT.
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5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A continuacion, en las tablas 3, 4 y 5, se presentan los reactivos utilizados para

este trabajo.

Tabla 3. Enzimas utilizadas en este trabajo.

Enzimas Unidades Distribuidor
: : Una unidad convertird 1 uM de
Xantina Oxidasa : . : . :
de leche bovina xantina a &cido Urico por minuto Sigma-aldrich
apH75ya?25°C
Catalasa Una unidad descompone 1 pM
de H,O, por minutoapH 7 ya Sigma-aldrich

de higado bovino

25°C

Tabla 4. Reactivos utilizados en este trabajo.

Reactivo

Formula

Distribuidor

(Nombre comercial)

Acido N-[2-hidroxietillpiperazin-N’-[2-

HEPES ot . :
Pureza: 99 5% e?:l?lfsul\llfz%llgo] Sigma-aldrich
Xantina 2,6-Dihidroxipurina Sigma-aldrich
Pureza: 99% CsH4N4O>
Sal dis6dica dihidrata de Sal disédica del acido
EDTA etilendiaminotetraacetico dihidratado  Sigma-aldrich
Pureza: 99.45 C10H14sNoNa,Og 2H,0
Manitol D-Manitol Sigma-aldrich
Pureza: > 98% CeH1406
Cloruro de nitroazul de tetrazolio : :
NBT CaoHaoN1606Cla Sigma-aldrich
Sosa (lentejas) Hidréxido de sodio Sigma-aldrich
Pureza: > 97% NaOH
Nitrato de cobre
hemi(pentahidratado) Nitrato de cobre hemi(pentahidratado) Sigma-aldrich

Pureza: 99.99%

CU(NO3)2 -2.5H,0
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Tabla 5. Casiopeinas® estudiadas en este trabajo.

Casiopeinas®

(Nombre Formula
comercial)
Casiopeina ll gly [ (4,zg-lclziiicr?ne;il(;)l],}\IO(-)f?)e.rlllazrcl)trolina) 443.90
Casiopeina Il Ea [C“(;i’;'ﬁ;r::ttgr'é’tlcg]'fﬁgiftHrZ’g”a) 450.94
Casiopeina IV gly [Cu (4(,g4l’|cd| inn;te;i)I]-ZN,(Z)’;)li_Ei(r)idina) 420.07
Casiopeina lll ia [Cya‘(:t:illl;ié?ﬁigé’)z],'Nb(i)zi.rli_iga) 426.92

Los reactivos fueron utilizados sin una purificacién adicional de su presentacion

comercial.

Para el caso de las Casiopeinas®, estas fueron sintetizadas y purificadas por la

Dra. Maria Elena Bravo Gomez de acuerdo a la sintesis reportada en la patente.

5.2 EVALUACION DE LAS CONCENTRACIONES INHIBITORIAS 50 PARA LA ENZIMA XANTINA
OXIDASA (IC50)

Para poder estudiar la inhibicion de la enzima Xantina Oxidasa asociada a
compuestos de cobre(ll) se montd el sistema de reaccidon Xa-XO, el cual consiste
en colocar la enzima XO en presencia de xantina y diferentes concentraciones de
los compuestos a estudiar, en un sistema abierto (aerobico) durante un periodo de
incubacion de 20 minutos y un pH de 7.4 impuesto por un buffer de HEPES a
temperatura ambiente, para asi obtener el espectro de absorcion y el maximo de
absorbancia del acido urico generado en las mencionadas condiciones.
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Tabla 6. Soluciones stock

Reactivos Concentraciones

Solucién acuosa de buffer de
HEPES a pH=7.4 SO
Solucién acuosa de xantina 1.5mM en solucion de
HEPES 50 MMy pH 7.4
6 uM
15 uM
Soluciones acuosas de Casipeinas® 25 uM
y Cu(NO3), en HEPES a pH 7.4 para 50 uM
evaluar la inhibicion de la enzima 100 uM
XO 300 uM
1000 uM
Solucién acuosa de Xantina Oxidasa 0.0128 unidades/mL

Debido a que los compuestos de cobre evaluados en este trabajo presentan
maximos de absorcion en la regidn UV del espectro, fue necesario preparar un
blanco para cada concentracion de compuesto usada. En las siguientes tablas se
muestran la composicion de los blancos y sistemas experimentales que se
prepararon para cada Casiopeina® y Cu(NOs),, a los que se les realizé la medicion

espectrofotométrica. Ver tabla 7 y 8.
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Tabla 7. Blancos usados para cada concentracion de compuestos de
cobre(ll) en el seguimiento espectrofotométrico del acido urico.

Microlitros colocados de cada reactivo para usarse como “blancos” en cada concentraciéon de

compuesto de Cobre(ll) estudiada.
Volumen final = 1mL

Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco  Blanco Control
1 2 3 4 5 6 7 negativo

1.- HEPES 50 mM
en uL

2.- Xantina 1.5mM
en uL

800 800 800 800 800 800 800 900

100 100 100 100 100 100 100 100

3.- Solucién*

o UM 100

4.- Solucién*

15 uM 100

5.- Solucién*

e UM 100 -

6.- Soluciéon*

o -~ 100

7.- Solucién*

100 uM 100

8.- Solucion*

300 uM Y

9.- Solucién*

1000 uM 100

* Soluciones de Casiopeinas®y Cu(NOs),
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Tabla 8. Sistemas experimentales usados para cada concentracion de
compuesto de cobre(ll) en el seguimiento espectrofotométrico del acido
arico.

Microlitros colocados de cada reactivo para usarse como “sistemas

experimentales” en cada concentracion de compuesto de Cu(ll) estudiada.
Volumen final = 1mL
Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Control
1 2 3 4 5 6 7 Positivo

1.- HEPES 50 mM 400 400 400 400 400 400 400 500
en uL

2.- Xantina 1.5mM 100 100 100 100 100 100 100 100
en uL

3.- Solucién*
6 uM

4.- Solucién*
15 uM

5.- Solucién*
25 uM

6.- Solucién*
50 uM

7.- Solucion*
100 uM

8.- Solucién*
300 uM

9.- Solucidon*

1000 uM 100

10.- XO en uL 400 400 400 400 400 400 400 400

20 minutos de incubacién a partir de agregar la enzima XO

* Soluciones para cada Casiopeinas®y Cu(NOs),

100

100

100

100

100

100

Una vez que se realizaron las mediciones espectrofotométricas en el UV-VIS, se
recopilaron los datos que correspondieron a la absorbancia en la longitud de onda
de 294 nm (atribuida al &cido urico generado) en el sistema para cada

concentracion del compuesto de cobre empleada. Ver figura 25 y26.
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Maximos de absorbancia
] 09 4 del acido urico generado in situ
i) [En ausencia de cobre (I1)]
£ 07 -
1]
e
© 0.5 - Maximos de absorbancia
B = del acido urico generado in situ
< 03 - a diferentes concentraciones
de compuesto de cobre(ll)
0.1
-0.1 24 600 700 800
Longitud de onda [nm]
-0.3 +
-0.5 -

Figura 25. Espectro de absorcion para el estudio de lainhibicion de la
enzima Xantina Oxidasa por la presencia de diferentes concentraciones de
compuesto de cobre (II). Se observa el maximo de absorbancia del acido
arico en 294 nm, mismo que decrece en presencia de inhibidores de esta
enzima.

o
(o]
)

0.75 A

o
~N
1

0.65 ~

o
(o)}
1

o

U

g
1

del acido drico (a 294 nm)

Maximo de absorbancia

o
u

0 20 40 60 80 100

Concentracion de compuesto de cobre(Il) [microM]

Figura 26. Maximos de absorbancia del 4cido Urico generado para cada
concentraciéon del compuesto de cobre empleada
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Posteriormente, con los valores obtenidos de las absorbancias de &cido urico a
294 nm para cada concentracion de compuesto de cobre se calculo el porcentaje
generado de éste de acuerdo a la ecuacion 1, tomando de referencia la
absorbancia maxima del control positivo, el cual corresponde al sistema Xa-XO en
ausencia de compuesto de cobre. Ver figura 27.

0.9 - == 100 % acido drico
(Control positivo)

Porcentaje de inhibicién

Absorbancia

Porcentaje de actividad

400 500 600
Longitud de onda [nm]

-0.5 -

Figura 27. Representacion grafica del porcentaje de inhibicidon, porcentaje
de actividad y control positivo

AA=294
% acido urico= —-g; x100 ... . .. Ecuacién 1

100% ac.urico

Con la ecuacién 2 se calculd la inhibicion de la enzima XO con los datos

obtenidos.

% Inhibicion=100 - % acido urico .. .. .. Ecuacion 2
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Una vez que se obtuvieron los valores del porcentaje de inhibicion de cada
concentracion de compuesto cuprico, se elaboraron curvas dosis-respuesta
(porcentaje de inhibicion en funcién del logaritmo de la concentracion de

compuesto cuprico). Ver figura 28.

% Inhibicion de X0 = f(concentracion de compuesto de Cu)
70 -

50 mmmm=—————————————

30 -

% de inhibicion
de la enzima X0

10 4

o

1 1.5 2 2.5

A Y B

=}
wu
o
o

Log [compuesto de cobre]

Figura 28. Curva dosis-respuesta para determinar la concentracion
inhibitoria 50 (CI50)

Finalmente, la curva dosis respuesta obtenida se ajusté a una sigmoide, para
posteriormente, con ayuda del ORIGIN [60], calcular la concentracién inhibitoria 50
(CI50) de cada compuesto de cobre(ll) estudiado, interpolando el valor en la curva
ajustada.
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5.3 SISTEMAS TIPO XANTINA-XANTINA OXIDASA

Para estudiar si la inhibicion de la enzima Xantina Oxidasa era por la generaciéon
de especies reactivas de oxigeno (ERO) producidas directamente por
Casiopeinas® “in situ”, o por interacciones de la enzima XO con los mencionados
compuestos de coordinacion, se decidié montar sistemas tipo Xa-XO en presencia
de una determinada concentracién de Casiopeinas® y de diferentes compuestos,
como fue el caso de la Catalasa con el fin retira del medio H,O,, el cual se conoce
de la literatura como un inhibidor de la enzima XO [61] asi como también un
reactivo de la reaccion de Fenton [11]; Catalasa desnaturalizada para relacionar
la actividad catalitica de la Catalasa activa con la de la XO; manitol para retirar del
medio el radical hidroxilo en caso de ser generado y EDTA para evitar una
interaccion del cobre de las Casiopeinas® con la enzima XO. El sistema de
reaccion se prepard de la misma forma que en los experimentos anteriores para
obtener el espectro de absorcion y el maximo de absorbancia del acido urico
generado en las mencionadas condiciones. Las concentraciones de los
compuestos de cobre(ll) que se usaron fueron del mismo orden de magnitud,
siendo para la Casiopeina IV gly y la Casiopeina Il ia sus CI50 (3,07 uM y 5.4 uM
respectivamente), mientras que para la Casiopeina Il gly y Casiopeina Il Ea se

definié usar 5 uM.
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Tabla 9. Casiopeinas® estudiadas

Casiopeinas Concentraciones en el

sistema de reaccion

Casiopeina IV gly 3.07 uM
Casiopeina lll ia 5.40 uM
Casiopeinalll gly 5.00 uM
Casiopeina lll Ea 5.00 uM

Tabla 10. Soluciones stock

Reactivos Concentraciones

Buffer de HEPES a pH=7.4 50 mM
Solucion de xantina 1.5mM en solucion de
HEPES 50 mM y pH 7.4
Solucion de Xantina Oxidasa 0.0128 unidades/mL
Catalasa 905.6 unidades/mL
Catalasa desnaturalizada 0.05 g/mL
Manitol 15 mM
EDTA 1 mM
Casiopeina ll gly y Casiopeina lll Ea 50 uM
Casiopeina IV gly 30 uM
Casiopeinallll ia 54 uM

Las siguientes tablas muestran la composicion de los blancos y sistemas

experimentales que se prepararon para cada Casiopeina® y que se les realizé la
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reactivos corresponde al orden en el que se adicionaron.
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medicidn espectroscopica en el UV-VIS. El orden en el que se enumeran los

Tabla 11. Blancos usados para cada concentracion de compuesto de

cobre(ll) en el seguimiento espectrofotométrico del acido Urico

Microlitros colocados de cada reactivo para usarse como “blancos” en cada Casiopeina® estudiada.

Volumen final = 1ImL

Blanco Blanco Blanco Blanco
. Blanco Blanco Blanco Blanco
EDTA Manitol Cat Cat-des :
o o o o Casiopeina EDTA Cat
Casiopeina Casiopeina Casiopeina Casiopeina
1.- HEPES 50 mM
700 700 700 700 800 900 800 800
en uL
2.- Xa 1.5 mM
100 100 100 100 100 100 100 100
en uL
3.- Solucion stok*
de Casiopeina® en 100 100 100 100 00 JN
uL
4.- EDTA 1 mMen
100 - e e e e 100 -
uL
5.- Manitol 15 mM
----- 100
en uL
6.-CatenuL - 1000 - e e e 100
7.-Cat-desenuL - e e 100 - e e e

* Las soluciones usadas para cada Casiopeina se muestran en la tabla 10
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Tabla 12. Sistemas experimentales usados para cada concentracion de
Casiopeina®en el seguimiento espectrofotométrico del 4cido Urico

Microlitros adicionados de cada reactivo para usarse como “blancos”

Volumen final = 1mL

Xa/XO Xa/XO Xa/XO Xa/XO
Xa/XO Xa/XO  Xa/XO
EDTA Manitol Cat Cat-des . Xa/XO
. . . . Casiopeina EDTA Cat
Casiopeina Casiopeina  Casiopeina  Casiopeina
1.- HEPES 50 mM
300 300 300 300 400 500 400 400
en uL
2.-Xal5mM
100 100 100 100 100 100 100 100
en uL
3.- Solucién stok*
de Casiopeina® 100 100 100 100 100 e e e
en uL
4.- EDTA 1 mM en
100 - e e e e 100 -
ulL
5.- Manitol 15 mM
----- 100
en uL
6.-CatenuL - o 100 - e e e 100
7.-Cat-desenuL - s e 100 - e e e
8.- XO en uL 400 400 400 400 400 400 400 400
20 minutos de incubacién a partir de agregar la enzima XO

* Las soluciones usadas para cada Casiopeina se muestran en la tabla 10

Con los valores obtenidos de las absorbancias de &cido Urico a 294 nm para cada
concentracion de compuesto de cobre se calculd el porcentaje generado de esta
especie de acuerdo a la ecuacion 1, tomando de referencia la absorbancia
maxima del control positivo (el cual es el espectro de absorbancia del sistema
donde no se coloc6 compuesto de cobre). Finalmente, se representaron en
graficas de barras el porcentaje de acido Urico producido con respecto al control

para cada sistema realizado.
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5.4 USO DEL SISTEMA ENZIMATICO XA-XO-NBT PARA COMPUESTOS QUE INHIBEN A LA
ENZIMA XO

Para poder estudiar de forma cualitativa una posible actividad SOD para las
Casiopeinas® se mont6 el sistema de reaccién Xa-XO-NBT, el cual consiste en
colocar la enzima XO en presencia de xatina en una concentracion de
Casiopeina® a la cual se conoce el porcentaje de inhibicion de la enzima XO. Las
condiciones de pH, tiempo de incubacién, y concentraciones de Casiopefnas®
para estos sistemas son las mismas que las usadas en los “sistemas tipo Xa-XO7
con la variante de que ahora se midi6é la absorbancia en una longitud de onda de

560 nm, la cual corresponde a la sefial de formazan generado “in situ”.
Tabla 13. Soluciones stock

Reactivos Concentraciones ‘
Solucion acuosa de buffer de
HEPES a pH=7.4

50 mM

1.5mM en soluciéon de
HEPES 50 mMy pH 7.4

Solucién acuosa de xantina

Solucion acuosa de NBT en HEPES 1 mM
Casiopeina ll gly y Casiopeina lll Ea 50 uM
Casiopeina IV gly 30 uM
Casiopeinallll ia 54 uM

Las siguientes tablas muestran la composicion de los blancos y sistemas
experimentales que se prepararon para cada Casiopeina® y a los que se les
realizé la medicion espectroscopica en el UV-VIS. El orden en el que se enumeran

los reactivos corresponden a al orden que se adicionaron.
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Tabla 14. Blancos usados para cada concentracion de compuesto de
cobre(ll) en el seguimiento espectrofotométrico de formazan

®

Microlitros colocados de cada reactivo para usarse como “blancos” en cada Casiopeina

estudiada.

Volumen final = 1ImL

Xa/NBT Xa/NBT Xa/NBT Xa/NBT
Xa/NBT : : : :
Casiopeina Casiopeina Casiopeina Casiopeina
Clave usada Contol ;
: IV gly Il'ia Il gly Il Ea
negativo**
3.07 uM 5.40 uM 5.00 uM 5.00 uM
1.- HEPES 50 mM
600 500 500 500 500
en uL
2.-Xal5mM
100 100 100 100 100
en uL
3.-NBT 1mM
300 300 300 300 300
en uL
4.- Solucion stok*
de Casiopeina® 100 100 100 100

en uL

* Las soluciones usadas para cada Casiopeina se muestran en la tabla 13

** Se realiz6 un control negativo para cada Casiopeina®
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Tabla 15. Sistemas experimentales usados para cada concentracion de
Casiopeina®en el seguimiento espectrofotométrico del 4cido Urico

Microlitros colocados de cada reactivo para usarse como “sistemas experimentales” para
. , ® .
cada Casiopeina” estudiada.
Volumen final = 1mL

Xa/NBT Xa/NBT Xa/NBT Xa/NBT
Xa/NBT C Y Y S
Casiopeina Casiopeina  Casiopeina Casiopeina
Contol .
Positivo** IV gly Il'ia Il gly Il Ea
3.07 uM 5.40 uM 5.00 uM 5.00 uM
1.- HEPES 50 mM en uL 200 100 100 100 100
2.-Xal5mM
en ul 100 100 100 100 100
8-NBT ImM 300 300 300 300 300
en uL
4.- Solucion stock* de
Casiopeina® 100 100 100 100
en ulL
5.-XO en uL 400 400 400 400 400

* Las soluciones usadas para cada Casiopeina se muestran en la tabla 13
** Se realiz6 un control positivo para cada Casiopeina®

Con los valores obtenidos de las absorbancias de formazan en 560 nm para cada
concentracién de Casiopeinas® se calcula el porcentaje generado de éste de
acuerdo a la ecuacién 3, tomando de referencia la absorbancia maxima del control
positivo, el cual es el espectro de absorbancia del sistema donde no se coloco
compuesto de cobre. Finalmente, se hicieron graficas de barras del % de

formazan generado para cada sistema realizado.

; A)\=560
% Formazan = ——¢ x100 ... ... Ecuacion 3

100% Formazan
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6. RESULTADOS

6.1 EVALUACION DE LA INHIBICION DE LA ENZIMA XANTINA OXIDASA PARA DISTINTOS

COMPUESTOS DE COBRE(II)

En la figura 29 se observa el porcentaje de inhibicién de la enzima XO en funcién
de las concentraciones de los compuestos de cobre con el sistema Xa-XO, donde
se puede observar dos grupos de Casiopeinas®: las que logran superar el 50% de
inhibicion de la enzima XO (Casiopeina IV gly y Casiopeina lll ia) y las que no lo

alcanzan (Casiopeina Il gly y Casiopeina Il Ea).

Curva dosis-respuesta

100 - ——Cu(NO03)2
Casiopeina IV-gly

90 -

Casiopeina Ill-ia
Casiopeina II- gly

80 -

Casiopeina III-Ea

70 -
o W
50 - ~

40 -

% de inhibicion
de la enzima X0

30 -
20 A
10 A

-0.3
-0.1
0.1 1
0.3 1
0.5 1
7
9
1
3
5
7
9
1

Log [Compuesto de cobre(II)]

Figura 29. Curva dosis-respuesta para determinar la concentracién CI50 de
los distintos compuestos de cobre(ll) estudiados. Los resultados se muestran
como el promedio de muestras independientes por triplicado con sus barras de
error correspondientes a la desviacion estandar.
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En la tabla 16 se muestran los valores calculados de las CI50 de la enzima

Xantina Oxidasa.

Tabla 16. Concentracion inhibitoria cincuenta de compuestos de cobre(ll)

para la enzima Xantina Oxidasa.

Compuesto de cobre (I1) CI50 [uM]

CU(NO3)2 1,45 + 0.15
Casiopeina IV gly 3,07+ 3.10
Casiopeina lll ia 5,40+ 2.80

No alcanza el 50% de

Casiopeina Il gl
P i inhibicién de la XO

No alcanza el 50% de

Casiopeina lll Ea -
inhibicion de la XO

CU(NO3)2 [62] 1,24
Alopurinol [62] 10,34

6.2 EXPERIMENTOS PREVIOS PARA EVALUAR CONTROLES POSITIVOS EN ENSAYOS DEL

TIPO XA-XO CON CATALASA, MANITOLY EDTA

Para montar los sistemas del tipo Xa-XO en los que se coloco Catalasa, manitol y
EDTA se decidid realizar un estudio previo para observar si se modifica la

actividad catalitica de la enzima XO en presencia de EDTA, manitol y Catalasa.
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Sistemas que se utilizaron como
controles positivos

1.6
1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Controles positivos

MXa/XO0 #Xa/X0/Manitol & Xa/X0/EDTA HXa/X0/Catalasa

Figura 30. Comparacién entre controles positivos. Los resultados se muestran
como el promedio de muestras independientes por triplicado con sus barras de

error correspondientes a la desviacion estandar.

De la figura 30 podemos observar que en presencia de manitol no vari6 la
actividad catalitica de la enzima XO, por lo que para los ensayos con manitol se

utilizé como control positivo el sistema Xa-XO.

Para el caso del EDTA se observd un aumento de la actividad de la enzima XO.
Por tal motivo, se consideré tomar un control positivo con EDTA (Xa-XO-EDTA)

para los ensayos que se realizaron en presencia de esta especie.

Un caso similar es el ensayo con Catalasa, dénde también se observa un
incremento de la actividad de la enzima XO. Por tal motivo, en los sistemas donde

se utiliz6 Catalasa se realiz6 como control positivo el sistema Xa-XO-Catalasa.
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6.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA XANTINA OXIDASA PARA SISTEMAS
TIPO XA-XO A UNA CONCENTRACION FIJA DE CASIOPEINAS®

Para estudiar la inhibicion de la enzima XO se montaron los siguientes sistemas:

e Xa-XO-Manitol: En este sistema se pretendié consumir el radical hidroxilo
en caso de ser originado “in situ” por una posible reaccion tipo Fenton. Lo
gue se observo fue que no disminuyé el efecto inhibitorio de la enzima XO
por las Casiopeinas® Con esto se infiere que la inhibicién no es por la

generacion del radical hidroxilo. Ver figura 31.

%Ac. Urico en sistema tipo Xa-XO-manitol

100 - O 11 gly 5uM
S 20 1 M1l gly5uM Manitol
= 70 A 1111 Ea 5uM
3 60 A L 111 Ea 5uM Manitol
50 A T I
O 1o | v gly €150
O 30 - CI50 le’o MV gly CI50 Manitol
Q %8 . Lilia CIs0
<L 17 i Il ia CI50 Manitol
X

Sistemas de estudio

Figura 31. Sistemas tipo Xa-XO-manitol para Casiopeinas®. Los resultados se
muestran como el promedio de muestras independientes por triplicado con sus

barras de error correspondientes a la desviacion estandar.

e Xa-XO-Catalasa: Con este sistema se planted evitar la generacion del
radical hidroxilo en el medio de reaccion con la presencia de Catalasa, la
cual consumiria el H,O, y truncaria de esta manera la reaccién tipo Fenton,
asi como también se disminuiria el efecto inhibitorio que tiene la presencia
del H,O, en la enzima XO. En los resultados se observé que persistio la

inhibicién de la XO en presencia de Casiopeinas® con lo que se infiere que
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la inhibicidon no es por la generacion del radical hidroxilo, lo cual apoya a lo
observado en el sistema Xa-XO-manitol.

Posteriormente, se desnaturalizé a la enzima Catalasa y se monto el
sistema Xa-XO-Catalasa desnaturalizada para comparar y estudiar si la
inhibicion de la XO observada en el sistema con Catalasa variaba al
desactivar la actividad catalitica de esta. Con los resultados se observo que
al desnaturalizar a la Catalasa aumento la actividad de la XO. Con esto se
sugiere que las diferencias de la inhibicién de la XO entre los sistemas con
catalasa y catalasa desnaturalizada se pueden atribuir a posibles
interacciones del cobre de las Casiopeinas® con algunos de los residuos
de aminoacidos de la parte proteica de la catalasa, los cuales quedan

expuestos mas facilmente al desnaturalizar la enzima. Ver figura 32.

%Ac. Urico en sistema tipo Xa-XO-Cat/Cat-des

100 - - L 11 gly 5uM Cat
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Figura 32. Sistemas tipo Xa-XO-Catalasa/catalasa-desnaturalizada para

Casiopeinas®. Los resultados se muestran como el promedio de muestras

independientes por triplicado con sus barras de error correspondientes a la
desviacion estandar.

e Xa-XO-EDTA: Al colocar en el sistema EDTA se observé que la actividad
de la enzima XO se recupera totalmente, indicandonos que al bloquear
todos los sitios posibles de interaccién del cobre de las Casiopeinas® con
este ligante, permite que no pueda interaccionar este centro metalico con la

XO, permitiendo que la actividad catalitica de XO no se modifique por estos
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compuestos. Con este ensayo se podria proponer que la inhibicion se debe
por interacciones en sitios de la enzima con alta afinidad por el cobre,

logrando asi que pierda su actividad catalitica la enzima XO. Ver figura 33.

%Ac. Urico en sistema tipo Xa-XO-EDTA
100 - = -
O 90 4 Ml gly 5uM EDTA
Ig 80 b
\5 70 A W Il Ea 5uM EDTA
60 -
-g >0 1 v gly CISO EDTA
[y ] 40 "
\&, 30 + .
20 - ud [1lia CI50 EDTA
o\° 10 -
0 -
Sistemas de estudio

Figura 33. Sistemas tipo Xa-XO-EDTA para Casiopeinas®. Los resultados se
muestran como el promedio de muestras independientes por triplicado con sus
barras de error correspondientes a la desviacién estandar.

6.4 EVALUACION CUALITATIVA DE UNA POSIBLE ACTIVIDAD TIPO SOD DE CASIOPEINAS®

Considerando el porcentaje de inhibicion de la enzima XO a diferentes
concentraciones de Casiopeinas®, se realizd un estudio para determinar de forma
cualitativa, si estos compuestos podrian presentar una actividad biomimética tipo
SOD. Para ello, se monté el sistema Xa-XO-NBT en presencia las Casiopeina Il
gly y Casiopeina Ill Ea a una concentracion 5 uM; las Casiopeina IV gly y
Casiopeina lll ia se colocaron en sus correspondientes CI50 de la enzima XO
(3,07 uM y 5,4 uM respectivamente).
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% Formazan

100 ~

M Casiopeina ll gly
i Casiopeina lll Ea
M Casiopeina IV gly
il Casiopeinalll ia

Casiopeinas®

Figura 34. Sistemas tipo Xa-XO-NBT para Casiopeinas®. Los resultados se

muestran como el promedio de muestras independientes por triplicado con sus

barras de error correspondientes a la desviacion estandar.

Para la interpretaciéon de los resultados mostrados en la figura 34 se debe

considerar que para el sistema Xa-XO-NBT la sefial de formazan indica, de forma

indirecta, la presencia del radical superoxido, de tal modo que se puede discutir lo

siguiente:

Para la Casiopeina Il gly se encontr6 una disminucion de la cantidad de
formazan de un =40%. Si consideramos que este compuesto inhibe a la
enzima XO a esa concentracion en un ~22% se podria considerar que el
restante 18% de la diminucién de formazan es posiblemente por una
actividad tipo SOD. Un caso similar se observa para la Casiopeina Ill Ea,
donde se podria suponer que, considerando que la inhibicion de la enzima
XO es =20%, un =27% de disminucion de la cantidad de formazan podria
deberse por una actividad tipo SOD.

Para la Casiopeina IV gly se encontr6 una disminucion de la cantidad de

formazan de =34%. Si consideramos que este compuesto en la
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concentracion empleada inhibe a la enzima XO en un 50%, se propone que
el no llegar a un 50% la disminucion de formazan se debe a que la
Casiopeina IV gly se encuentra involucrado en otro mecanismo de reaccién
y no solo inhibiendo a la enzima XO o dismutando el radical superoxido
(como por ejemplo, coordindndose al formazan u oxidandolo de nuevo a
NBT).

e Para la Casiopeina lll ia se encontr6 una diminucién de formazan del
~50%. Si consideramos que este compuesto inhibe a la enzima XO, a la
concentracion empleada, en un 50%, se puede inferir que la disminucién de

la sefal de formazan es solo efecto de la inhibicién de la enzima XO.
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se demuestra que la Casiopeina Il gly, la Casiopeina Ill Ea,
la Casiopeina IV gly y la Casiopeina Il ia inhiben a la enzima Xantina Oxidasa “in
vitro”, lo cual no es un resultado novedoso obtenido para compuestos de
coordinacién, ya que trabajos como los de Yu-Guang muestran que compuestos
donde el centro metalico corresponde a atomos de cobre, niquel y manganeso
inhiben a la enzima XO [62].

Lograr explicar la inhibicion de la XO por compuestos de metales de transicion es
un tema de interés para el quehacer cientifico, tal como lo demuestran los trabajos
de Madhu Sudan y Apurtba Kumar quienes estudiaron al cobre(ll) como metal que
inhibe a la enzima XO. Estos investigadores demuestran que el cobre puede tener
interacciones con la parte proteica de la enzima y traer como consecuencia la
modificacién de su actividad catalitica [53]. Los estudios cinéticos que realizaron
logran esclarecer que la naturaleza de la inhibicién de la XO con cobre(ll) es no
competitiva [52]. Mas detalladamente, los trabajos de Mahanz sugieren que las
interacciones de la enzima XO con atomos de cobre pueden lograr modificaciones
en la estructura activa de la enzima, causando asi alteraciones en la estructura
secundaria de esta, especificamente en los sitios donde se encuentran los
cofactores de molibdeno y la molécula de FAD, provocando asi la inhibicién de la
XO [51].

Para estudiar la naturaleza de la inhibicién de la enzima XO por Casiopeinas®, se
consider6 que se podria llevar a cabo una reaccion tipo Fenton como una reaccion
secundaria en el sistema, donde la generacion del radical hidroxilo pudiera causar
la inhibicién a través de reacciones de oxidacién [61], por tal motivo se colocd

manitol con el fin de atrapar este radical. Los resultados demostraron la ausencia
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del radical hidroxilo, lo cual se confirmé al colocar Catalasa en el sistema, para
retirar del medio el H,O, generado “in situ”, el cual es un reactivo de la reaccion de
Fenton e inhibidor de la enzima XO [61]. Al colocar Catalasa desnaturalizada se
observd6 un aumento de la actividad de la enzima XO, sin llegar al 100%,
comparado con el ensayo donde se colocd Catalasa activa, esto sugiere que las
diferencias de la inhibicion de la XO entre los dos sistemas se pueden atribuir a
posibles interacciones del cobre de las Casiopeinas® con residuos de
aminoacidos de la parte proteica de la catalasa, demostrado asi la no
especificidad de la inhibicién de la enzima XO por Casiopeinas®. Finalmente se
disefio un ensayo donde se coloc6é EDTA para evitar la interaccion del cobre de
las Casiopeinas® con la XO, con lo que se demostré que dicha interaccién es la
responsable de la inhibicion de la enzima XO. Este trabajo demuestra una
inhibicion de la enzima XO no especifica, donde los sitios de coordinacion del
centro metalico disponibles de las Casiopeinas® son importantes para efectuar la
mencionada inhibicién, lo cual se asemeja a lo reportado en la literatura para

compuestos de cobre(ll) [51-53].

Sin embargo, la inhibicién de la enzima XO por Casiopeinas® no fue la misma
para los cuatro compuestos estudiados, ya que se observé una mayor inhibicién
con los compuestos que tienen en su estructura al ligante diimina 4,4’-dimetil-2,2’-
bipiridina frente a los compuestos con 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina, lo que sugiere
que el ligante secundario de estos compuestos no contribuye considerablemente
en el efecto inhibitorio de la enzima XO como lo hace el ligante correspondiente a
la diimina aromatica; este fendmeno ya se ha observado en diferentes estudios in
vitro, en donde la diimina determina el nivel de actividad, tal como lo demuestra el
estudio QSAR de estos metalofarmacos donde la diimina es determinante en la
modulacion de la actividad antiproliferativa [5]. Este fenOmeno puede generar
diferencias significativas en su nivel de potencia y eficacia para determinadas
respuestas en ensayos, Y la inhibicion de la XO no es la excepcion. Los valores de

las CI50 calculadas muestran que el Cu(NOs3), logra una inhibicion del 50% de la
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enzima con una menor concentracion (1.45 uM) que las calculadas para las
Casiopeinas®, lo que sugiere que la presencia de ligantes modifica la potencia de
los compuestos de cobre(ll) en la inhibicion de la XO. La Casiopeina IV gly es un
compuesto con mayor potencia (C159= 3.07 uM) que la Casiopeina Il ia (CI50=
5.4 uM). Por otro lado, para la Casiopeina Il gly y Casiopeina Ill Ea no se reportan
valores de CI50 por no alcanzar el 50% de inhibicion en el intervalo de
concentraciones evaluadas (de 0.6uM a 100 uM), por lo que su eficacia es menor,
comparadas con los compuestos que tienen 4,7-dimetil-1,10-fenantrolinaen su

estructura.

Extrapolando los resultado de este trabajo sobre las Casiopeinas® se puede decir
gue es de suma importancia seguir conociendo los posibles sistemas biologicos
que pueden ser desacoplados por estos compuestos de coordinacion de cobre(ll),
donde se tiene qué tomar en consideracion que estos metalofarmacos
interaccionan con otras biomoléculas distintas a los blancos terapéuticos
propuestos, debido a la afinidad de su centro de cobre a ciertos residuos de
aminoéacidos, lo que podria conllevar a disminuir la dosis efectiva durante su
transporte al sitio de interés o explicar algunos efectos secundarios al ser

administrados como farmacos.

Por otro lado, estudiar el sistema Xa-XO-NBT permite catalogarlo como un
sistema complejo, donde los resultados que se obtienen pueden corresponder a
falsos positivos que se pueden evitar con las consideraciones previas, sugeridas
en la literatura, al montar este ensayo. El fundamento de la técnica es seguir la
presencia del radical superoxido de forma indirecta por medio de un colorante
redox para determinar CI50 del radical superéxido, sin embargo, esto solo nos
indica el consumo de este radical o la ausencia en su generacion, donde el
considerar la dismutacion catalizada por los compuestos evaluados no siempre

sera cierto.

Méas especificamente, los resultados del sistema Xa-XO-NBT con Casiopeinas®

sugirieron que los compuestos cuyo ligante corresponde a la 4,7-dimetil-1,10-
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fenantrolina logran una disminucion de la presencia del radical superoxido en el
sistema que no se puede atribuir completamente a la inhibicion de la enzima XO,
lo que sugiere que podria deberse a una posible actividad SOD. Para los
compuestos que tienen como ligante a la 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina la disminucién
del radical superoxido se puede explicar por la inhibicién que genera en la enzima
XO. Es de resaltar, que el buscar un sistema donde solo se pueda estudiar la
dismutacién del radical superéxido por Casiopeinas® podria ayudar a entender las
condiciones que favorecen esta reaccion termodinamicamente viable (tal y como
se predice por los potenciales electroquimicos) y el mecanismo por el que se

llevaria a cabo la dismutacion.

Finalmente, este trabajo puede sugerir que en un sistema biolégico, como es la
célula, la dismutacion del radical superdxido no se veria favorecida en presencia
de proteinas, ya que es cinéticamente mas viable las interaccién de Casiopefnas®
con residuos de aminoacidos de proteinas que a favorecer una actividad

biomimética SOD, tal y como se observé en este trabajo.
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8. CONCLUSIONES

Con el presente trabajo se demostro la inhibicién de la enzima Xantina Oxidasa “in
vitro” por Casiopeinas® bajo el sistema Xa-XO. Los resultados muestran que los
compuestos analogos con el ligante 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina tienen una mayor
eficacia en la inhibiciébn de la enzima XO en contraste con los que tienen 4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina en el intervalo de concentraciones empleadas, donde la
Casiopeina IV gly alcanza una inhibicibn del 50% de la enzima con una
concentracion de 3.07 uM, mientras que la Casiopeina Ill ia con una
concentracion de 5.4 uM. Para la Casiopeina Il gly y Casiopeina Ill Ea no se
reportan valores de CI50 por no alcanzar el 50% de inhibicion en el intervalo de

concentraciones evaluadas (de 0.6uM a 100 uM).

La inhibiciéon de la enzima XO encontrada fue del tipo no especifica, donde se
descartd que se debiera por la generacion ‘“in situ” del radical hidroxilo y H,O,. La
naturaleza de la inhibicion se justifica por la afinidad del centro metalico de las

Casiopeinas® a 4tomos donadores de la parte proteica de la enzima.

Al montar el sistema Xa-XO-NBT para las Casiopeinas® los resultados sugirieron
que los compuestos cuyo ligante corresponde a la 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina
logran una disminucion de la presencia del radical superoxido en el sistema que
no se puede justifica como consecuencia de la inhibicion de la enzima XO, lo que
sugiere que se debe a una posible actividad SOD. Para los compuestos que tienen
como ligante a la 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina la disminucion del radical superéxido
se explico por la inhibicion que genera en la enzima XO en las concentraciones
empleadas. A suvez, podemos mencionar que a pesar que la actitividad tipo SOD

es termodindmicamente viable para las Casiopeinas®, en sistemas complejos
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donde se encuentren proteinas, se vera favorecido las reacciones de coordinacion

a residuos de aminoacidos de la materia proteica presente frente a la posible

actividad catalitica SOD.

Finalmente podemos concluir que el sistema Xa-XO-NBT no se puede usar para
evaluar la actividad SOD de las Casiopeina IV gly, Casiopeina lll ia, Casiopeina |l

gly y Casiopeina lll Ea.

Como perspectivas a este trabajo se podria plantear continuar con la busqueda de
sistemas que puedan esclarecer si las Casiopeinas® cuentan con una actividad

tipo SOD importante para un sistema bioldgico.
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