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1.-Resumen.

Estadisticas de la organizacion mundial de la salud (OMS),
registraron en el afio 2008, 7.6millones de defunciones producidas
Unicamente por diferentes tipos de cancer, las alarmantes estadisticas
impulsaron a la investigacion de estrategias para combatir esta
enfermedad.

Entre las estrategias abordadas para su tratamiento se encuentra
el empleo de metales esenciales en el desarrollo de quimioterapéuticos,
como es el caso de las Casiopeinas®. Estudios realizados en modelos in
vitro e in vivo con las Casiopeinas® mostraron tener actividad
citotdxica, genotdxica y antitumoral.

Aunque no se conoce completamente cual es el mecanismo de
accion, algunas evidencias indican que su actividad puede llevarse a
cabo principalmente a través de:

e Interacciones directas con el ADN a través de procesos de
intercalacién y la interaccion con los surcos mayor y/o menor.

e La capacidad redox del Cu ™ que les permite participar en la
generaciéon de especies reactivas de oxigeno.

e Toxicidad mitocondrial.

Con el objetivo de entender el comportamiento de Ilas
Casiopeinas® dentro de la célula, asi como su participaciéon en procesos
redox y obtener mas evidencias del mecanismo de accion, se realizd un
estudio de la reactividad que presenta la Casiopeina® II-gly [Cu(4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)]NOs y Casiopeina® III-ia
[Cu(4,4 -dimetil-2,2 "-bipiridina)(acetilacetonato) INO3 con tres
diferentes especies con capacidades reductoras como glutation reducido

(GSH) vy cisteina (cys) que se encuentran presentes en el organismo y
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2-mercaptoetanol (BME), agente reductor exégeno que posee el mismo
valor de potencial redox que GSH/GSSG. Este estudio se realizd
empleando espectroscopia ultravioleta visible, ya que esta técnica
proporciona informacion de los cambios que se puedan generar en torno
a la esfera de coordinacién del Cu @,

De forma general se propone que en disolucidn, la cisteina se
coordind a las Casiopeinas® para formar las especies [Cu®(4,7-dm-
1,10-fen)(gly)(SH-cys)]* y [Cu™(4,4 -dm-2,2 -bipi)(acac)(SH-cys)]*
en proporciones equimolares de cisteina y Casiopeina®.

En presencia de una concentracion mayor a la equivalencia de
cisteina se observd la reduccién de las especies [Cu™(4,7-dm-1,10-
fen)(gly)(SH-cys)]* vy [Cu'™(4,4 -dm-2,2 -bipi)(acac)(SH-cys)],
teniendo especies de Cu @ en disolucién. Los productos finales
obtenidos por una reaccidn de dismutacidn en presencia de oxigeno se
identificaron como [Cu(4,7-dm-1,0-fen)>] (NO3)>, [Cus (OH)4(4,4 " -dm-
2,2 " -bipi)4(H>0)4] (NO3)4y [Cu (cistinato)] n.

La Casiopeina® II-gly present6 una reaccidon de adicién por parte
del GSH al adicionar 0.8 equivalentes, cuando se agregd una
concentracion mayor de GSH, se presentd la reduccion de la especie
[Cu™(4,7-dm-1,10-fen)(gly)(SH-cys)]*; el producto aislado vy
caracterizado al final de la reaccion corresponde al producto [Cux(4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina),(GSSG)].

La Casiopeina® III-ia con GSH, asi como ambas Casiopeinas®
con BME, presentan la coordinacion por el atomo de azufre, ademas de
la reaccidn reduccién-oxidacion del centro metalico, obteniendo como
producto final de la reaccion las Casiopeinas® re-oxidadas, es decir

como Cu ™ en presencia de O,.
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2.-Introduccion.

Estadisticas de la organizacion mundial de la salud (OMS),
registraron 57 millones de defunciones en el afio 2008, de las cuales 36
millones corresponden a enfermedades no transmisibles, principalmente
enfermedades cardiovasculares, diabetes, enfermedades pulmonares
crénicas y cancer. Solamente el cancer provocd 7.6 millones de muertes
[1].

Estadisticas del afio 2010 mostraron que en México 70,235 de las
defunciones registradas se debieron a tumores malignos, afectando a
34,412 individuos de sexo masculino, principalmente por tumores en la
prostata, traquea, bronquios y pulmén. En las mujeres se registro un
total de 35,823 defunciones debidas principalmente a tumores de

mama, cuello del Utero, higado y vias biliares intrahepaticas [2].

2.1.-Cancer.

El término cancer se refiere a un grupo de padecimientos,
producto de la proliferacion anormal de una célula cuya descendencia ha
adquirido la habilidad de multiplicarse e invadir los tejidos circundantes
debido al descontrol de su crecimiento [3]; el término cancer fue
introducido por un médico griego llamado Galeno, quien encontré

parecido entre un cangrejo y la enfermedad de la glandula mamaria.

2.1.1.-Tratamientos empleados contra el cancer.

Existen diferentes tratamientos para combatir el cancer,

enfermedad que puede ser curable, dependiendo de su grado de
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alteracién en el ciclo celular. Con el fin de erradicarla se emplean
diferentes procedimientos, entre los mas empleados se encuentran:

e Cirugia.

e Radioterapia.

e Quimioterapia.

La cirugia, se practica cuando el tumor no presenta metastasis, el
tumor se retira con el objetivo de eliminarlo por completo; la
radioterapia consiste en el empleo de la radiacion sobre la afectacién y
la quimioterapia que consiste en la administracion de medicamentos.
Estos procedimientos pueden ser aplicados de manera independiente o
combinados dependiendo de la localizacién y el comportamiento del
tumor. En la actualidad se cuenta con mas estrategias, que en conjunto
con las anteriores pueden presentar mejores resultados, entre ellas se
encuentra la terapia fotodinamica, terapia génica y trasplante de médula
o0sea; sin embargo, la combinacién de estos tratamientos incrementa los

costos, haciendo que sean poco accesibles [4].

2.1.1.1.-Quimioterapia del cancer.

El empleo de sustancias quimicas para el tratamiento de diferentes
enfermedades se conoce como quimioterapia, en particular para el
cancer, estas sustancias quimicas se clasifican de acuerdo a su
naturaleza como organicos o inorganicos, o por su mecanismo de accion
como alquilantes, intercalantes, anti metabdlicos, alcaloides de plantas,
antibioticos antitumorales, hormonas-antihormonas, generadores de
ERO [5, 6].
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2.1.1.1.1.-Compuestos organicos.

La mayoria de los compuestos utilizados en la quimioterapia son
de origen organico. Por mencionar soélo algunos ejemplos se
encuentran, vorinostat (Zolinza®) y romidepsina (Istodax®), utilizados
en linfoma cutdneo de células T, los cuales actian inhibiendo
desacetilasas de histonas que inducen apoptosis celular de tumores, y

cuyas estructuras se muestran en la figura 1.
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Figura 1.- Estructuras de los compuestos orgénicos a) vorinostat (Zolinza®) b) romidepsina
(Istodax®).

2.1.1.1.2.-Compuestos inorganicos.

Respecto a los compuestos de origen inorganico, los compuestos

de platino son los Unicos empleados en terapia.

2.1.1.1.2.1.-Compuestos de platino.

El cis-platino (cis-diamino-dicloro-platino (II) 6 cis-DDP) es un
compuesto de coordinacion ampliamente utilizado en la clinica, el cual
llamé la atencidn por ser de origen totalmente inorganico y presentar
actividad antitumoral. Se utilizé por primera vez en 1971 y fue aprobado
hasta 1979 por la FDA para su empleo como antitumoral [7]. Se

administr6 a pacientes con tumores testiculares o de ovarios
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metastaticos, padecimientos poco tratables en ese momento con los

antitumorales existentes [7].

2.1.1.1.2.1.1.-El mecanismo de accidn para el cis-platino y sus
derivados.

El mecanismo por el cual actian algunos compuestos de
coordinacion de platino es la union directamente por el platino al ADN,
esta unidn se puede presentar en diferentes formas [8]: la coordinacion
del platino a una sola base del ADN, la coordinaciéon intracatenaria y la
coordinacion intercatenaria del platino al ADN. Para que el platino llegue
hasta el ADN, pasa por una serie de reacciones, una vez introducido en
el organismo, el platino intercambia los ligantes cloro por moléculas de
agua (figura 2), estas moléculas de agua seran sustituidas a su vez por
los nitrégenos de las bases puricas y pirimidicas, siendo el nitrogeno
siete de la guanina el favorecido termodindmica y cinéticamente,

ademas de ser ésta posicion la region mas nucleofilica del ADN [9].
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Figura 2.- Reaccidn de sustitucion de ligantes de cis-platino dentro del organismo.
Actualmente el cis-platino se utiliza para el tratamiento de

cancer de células germinales, tumores de trofoblastos, cancer epitelial

de ovario y cancer de higado, aunque como ya se menciond en cancer

testicular [10] se encuentra su mayor actividad [11, 12].

>,



Bl Introduccidn

AVFNMA DE
MEXICo

Con base en la estructura del cis-platino se disefié la segunda y
tercera generacién de compuestos de platino (figura 3), buscando
disminuir la toxicidad e incrementar la actividad, obteniendo en el afno
1998 el uso clinico para el carboplatino, con una toxicidad menor que el
cis-platino; en 2002 se aprobd en Estados Unidos el uso de oxaliplatino
[trans-L-diaminociclohexano (oxalato) platino (II)], ademas del
nedaplatino [cis-diamino-glicolato-O,0 "-platino(II)] en China y en Japdn
el lobaplatino[7, 11].

01\ NH, N /NHS NH2
cr/P<NH3 > NH, MH2 i
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Figura 3.- Principales compuestos de derivados de cis-platino; a) cis-platino, b) carboplatino,
c¢) oxaliplatino, d) nedapltino e) lobaplatino.

Sin embargo, todos estos compuestos presentan efectos
secundarios como disfuncion renal, alergias, sordera, cambios
degenerativos y necrosis [13].

Una de las estrategias utilizadas recientemente para disminuir la
toxicidad de los compuestos de coordinacion es el empleo de metales

esenciales.
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2.1.1.1.2.2.-Otros metales de transicion.

Entre los metales esenciales [14] necesarios para el correcto
funcionamiento del metabolismo de los seres vivos, que se han utilizado
en el disefio de nuevos compuestos de coordinacién se encuentran el
vanadio, cromo, hierro, cobalto, niquel, cobre, zinc, entre otros.

Las ventajas de modificar los ligantes que conforman la esfera de
coordinaciéon asi como el centro metdlico son: el contar con sitios
vacantes en la esfera de coordinacion, estabilizaciéon de diversos estados
de oxidacion (lo que dificulta o facilita su participacidon en reacciones
redox), asi como la modulacién de su afinidad por los ligantes y su
cinética de intercambio, disefo para la interaccion con un blanco
molecular especifico, entre otros.

Una vez que los compuestos metalicos se obtuvieron y mostraron
actividad antitumoral, el siguiente paso importante por investigar es su
comportamiento dentro del organismo, ya que con esta informacién es
probable que se puedan hacer modificaciones en su estructura, para que
éstos sean mas selectivos y estén dirigidos sélo a aquellas células que lo
requieren.

Algunos de los compuestos metalicos de los cuales se tienen datos
de citotoxicidad en lineas celulares tumorales de pulmédn, rifién, colon,
recto, ovario, mama, prostata, sistema nervioso central, piel
(melanoma) y tumores malignos hematoldgicos son: compuestos
metdlicos de Mn, Co, Cu con salen, compuestos metalicos de Cu y Mn
con salicilaldehido, Bis(B-dicetonas) de Ti @V
cr M 115],

, tris(ditiocarbamato) de
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2.1.1.1.2.2.1.-Mecanismo de accién de compuestos metalicos.

Son pocas las pruebas que existen para afirmar cual es el
mecanismo de accion por medio del cual actian los compuestos
metalicos, sin embargo se pueden clasificar de acuerdo a [15]:

eComportamiento como iones lipofilicos, entre los que se
encuentran compuestos cargados positivamente, cuyos ligantes
presentan un importante efecto estérico y son hidrofébicos, obligando a
la molécula a permanecer secuestrada en las membranas celulares,
principalmente la mitocondrial, confiriéndole de esta forma cierta
toxicidad selectiva.

e Afinidad por grupos sulfhidrilos, aquellos compuestos que
contienen metales de transicién del quinto y sexto periodo o metales
pesados post-transicionales son clasificados como “acidos blandos” vy
formaran compuestos estables con bases blandas [16] como azufre y
selenio. Estos compuestos generalmente tienen ligantes hidrolizables o
grupos salientes como CI°, Br, RCOO", H,0, haciéndolos susceptibles a
ataques nucleofilicos por ligantes bioldgicos como el sulfhidrilos (-SH)
de los residuos de cisteina generando reacciones de adicidn y/o
sustitucion. Este tipo de reacciones trae como consecuencia la
disminucion del glutatiéon reducido, dependiendo del metal y su esfera
de coordinacién.

o Formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), este tipo de
compuestos contienen en su estructura metales con la capacidad de
participar en ciclos de reduccidon-oxidacion, ejemplo de estos metales
son Ti™, v ¢ pelD co Ni® y cu® [15]. Se propone que la

generaciéon de las ERO sea por medio de la reaccion tipo Fenton
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(ecuacion 1), en donde los metales son capaces de generar radical OH’
a partir de H,0, [17].
a) Fe™ + H,0, » Fe™ + OH + OH-
b) H,0, + OH -» H,0 + O3 + H*
b) H,0, + 05 = 0, + OH™ + OH

Ecuacion 1.- Generacién de radical ‘OH a partir de a) Reaccién de Fenton y b) Ciclo de Haber-
Weiss.

Las caracteristicas descritas anteriormente para el desarrollo de
compuestos de coordinacion fueron tomadas en cuenta en el disefo de
los compuestos de Cu ‘™ registrados con el titulo de marca

Casiopeinas® [18-22].
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3.-Antecedentes.

3.1.-Casiopeinas®.
Los compuestos de coordinacion de Cu P llamados

Casiopeinas®[18-22] se disefiaron tomando en cuenta diferentes

factores que optimizaran su actividad y disminuyeran su toxicidad.

. El Cu ™) se empled ya que es considerado un metal esencial
y el organismo cuenta con mecanismos para su eliminacion si es que se
encuentra en altas concentraciones, lo que ayuda a disminuir la
toxicidad de estos compuestos. Ademas el Cu ‘¥ puede participar en
procesos redox tipo Fenton y desequilibrar el ciclo de Haber-Weiss para
producir especies reactivas de oxigeno (ERO) [23] una vez que se
encuentre como Cu @,

. Se emplearon ligantes bidentados donadores por nitrégenos
como 1,10-fenantrolina y 2,2 "-bipiridina ya que fuerzan la configuracién
cis en la esfera de coordinacion del cobre, estos sistemas aromaticos
facilitan las interacciones intercalantes tipo n—n con las bases
nitrogenadas del ADN [24, 25].

o La diferencia de afinidades entre el cobre y los ligantes
puede facilitar su intercambio con biomoléculas.

o Los ligantes utilizados proporcionan diferentes grados de
hidrofobicidad a la molécula.

. Los compuestos formados deben ser catidnicos para facilitar

su solubilidad en agua.

Estos compuestos de coordinacién mixtos que involucran en su

estructura ligantes bidentados con atomos donadores de nitrégeno vy

>,



. .ol Antecedentes

MEXICO

oxigeno cuyas formulas generales son: [Cu(N-N)(O-O)]NOs3 y [Cu(N-
N)(N-O)]NOs;, en donde (N-N) se refiere a ligantes donadores por
nitrdogenos como 1,10-fenantrolina en donde Ry.9= CH3, H, fenilos y Rs =
NO,, Cly 2,2 -bipiridina en donde R,'.9-= CH3, H, fenilos, ligantes (O-0)
donadores por oxigeno como puede ser acetilacetonato o
salicilaldehidato y ligantes (N-O) donadores por nitrogeno y oxigeno
como a-aminoacido en donde R; representa los sustituyentes que
conforman los diferentes aminoacidos o péptidos [18-22].

Las estructuras generales de estos compuestos se ilustran en la
figura 4, los compuestos son catidnicos con una carga positiva que es

neutralizada por el contra ién NOs".

Figura 4 .- Estructuras generales de las Casiopeinas®.
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La combinacion de los ligantes genera mas de cien compuestos

clasificados en diez familias como se muestra en la tabla 1:

Tabla 1.- Clasificacion de las Casiopeinas®
Casiopeina | [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(N-O) ]NO3
Casiopeina Il [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO;
Casiopeina llla [Cu(N-N)(acetilacetonato)]NO;
Casiopeina llls [Cu(N-N)(salicilaldehidato)]NO3
Casiopeina IV [Cu(4,4"-dimetil-2,2"-bipiridina)(N-O)] NO3
Casiopeina V [Cu(5-R-1,10-fenantrolina)(N-O)] NO5
Casiopeina VI [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)] NO3
Casiopeina VI [Cu(1,10-fenantrolina)(N-O)] NO;
Casiopeina VIl | [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(N-O)] NO;
Casiopeina IX [Cu(2,2’-bipiridina)(N-O)] NOs
Casiopeina X [Cu(N-N)(péptidos)] NO5

Debido a que la Familia de las Casiopeinas® es muy numerosa,
sOlo algunas moléculas seleccionadas mediante discernimiento vy
estudios QSAR [26] han sido mas estudiadas, entre las que se

encuentran la Casiopeina® II-gly y Casiopeina® III-ia.

3.1.1.-Caracteristicas fisicoquimicas de las Casiopeinas®.

Se han realizado diferentes estudios para la caracterizacién de
esta numerosa familia de compuestos obteniendo constantes de
estabilidad para los compuestos binarios y ternarios de Cu ™ con las
diiminas, glicinato y acetilacetonato [27, 28]. Las constantes de

formacién parcial y global se calculan de acuerdo a las siguientes

ecuaciones:
) N _ [Cu(fen)]*?
cu + fen — [Cu(fen)]™?; Biro = [Cu*2] + [fen]
c Iy]*t
[Cu(fen)]*? + gly - [Cu(fen)(gly]*; Bio1 = [ ggze)ni(fgi;}]
[Cu(fen)(gly)]*

cul® + fen + gly - [Cu(fen)(gly)]*; Bii1 = Cu + [fen] + [gly]

Ecuacion 2.- Expresiones de las constantes de estabilidad parciales para diferentes equilibrios.
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Para el compuesto [Cu(fen)(gly)]® se informa una constante de
estabilidad log 111 =16.99, mientras que para el compuesto
[Cu(fen)(acac)]” el valor de log Bii11 es 17.40. Los valores para los
compuestos binarios son log B110=9.3, log Bio1 =8.19 para el caso de la
glicina y log Bio1 =7.8 para el acetilacetonato. De estos datos podemos
observar que la estabilidad del compuesto con acac es mayor que el
compuesto con glicina, ademas, la estabilidad del compuesto
[Cu(fen)]™® es mayor que la de los compuestos [Cu(gly)]* vy
[Cu(acac)][29].

Para los compuestos [Cu(bipi)(gly)]* y [Cu(bipi)(acac)]” los
valores de log Bi1; son 15.92 y 16.77, respectivamente. Para el
compuesto [Cu(bipi)]*? la constante de formacidn tiene un valor de log
B110=8.0, log Bi01 =7.92 para el caso de la glicina y log Bio1 =8.77 para
el acetilacetonato. Se observa una tendencia similar a la descrita con los
compuestos con fenantrolina respecto a la estabilidad de los compuestos
ternarios, aunque no es tan clara la diferencia de estabilidad del
compuesto [Cu(bipiridina)]*? con respecto a los de mas ligantes en la
formacién de los compuestos binarios [27].

Mediante estudios de correlacidn cuantitativa estructura-actividad
(QSAR, por sus siglas en inglés) se determiné que la presencia de un
tercer anillo en el ligante (N-N) diimina incrementa la actividad
antiproliferativa evaluada in vitro en diferentes lineas tumorales
humanas [26]. En la literatura se informa que diiminas aromaticas como
fenantrolina y bipiridina libres o compuestos de éstas pueden unirse al
ADN por medio de interacciones intercalantes y no intercalantes [15].
También se encontrd que los potenciales de media onda (E°'y/2) -310 %

4mV (Casiopeina® II-gly) y -338 + 3mV (Casiopeina® III-ia)
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referidos al par Fc/Fc* a pH 7.0 obtenidos en una mezcla etanol/H,0 2/5
v/v, tienen una contribucién importante en las ecuaciones QSAR, lo que
lleva a pensar que el cobre desempefia un papel importante en
diferentes reacciones redox que pueden estar implicadas en la
generacidon de especies reactivas de oxigeno [26].

Con el analisis de la difraccion de rayos X de estructuras
cristalinas fue posible determinar la geometria que adoptan las
Casiopeinas® en estado sdlido, teniendo para la Casiopeina® II-gly
una geometria piramide de base cuadrada en donde la posicion apical
generalmente es ocupada por una molécula de disolvente o el ion nitrato
(figura 5a)[30], mientras que la Casiopeina® III-ia adopta una
geometria cuadrada plana distorsionada con perclorato como contra ién
(figura 5b)[31].

Figura 5.- Estructuras cristalinas de a) Casiopeina® ll-gly [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(glicinato)]NO; [30] y b) Casiopeina® lll-ia ClO, [Cu(4,4 -dm-2,2 -bipi)(acac)] ClO,
[31].

El Cu ™ en la Casiopeina® tiene una configuracién electrénica d°,
de acuerdo a su arreglo geométrico las transiciones electrénicas que
pueden presentarse en estos compuesto son : di’.,° € d,;, dx; di’.° €

dy y di’.* € d.? (transiciones electrénicas para una geometria pirdmide
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de base cuadrada mostradas en la figura 6), la energia asociada a
estas transiciones electronicas se vera reflejada en un espectro
electrénico como una Unica sefal alrededor de 600nm [32], debido a
gue las diferencias de energia necesarias para las transiciones
electrénicas son similares en compuestos con Cu ™, Encontrando el
maximo de absorcién para la Casiopeina® II-gly en 612nm vy para la
Casiopeina® III-ia en 600nm. Cuando se encuentran en disolucién

acuosa las Casiopeinas® presentan color en una gama de azules.

Figura 6.- Diagrama de orbitales d para una
geometria bipiramide de base cuadrada y sus
posibles transiciones para un sistema d°.

d9

3.1.2.-Las Casiopeinas® en sistemas bioldgicos.

Ademas de su caracterizacion fisicoquimica, se han realizado
diferentes estudios in vitro e in vivo, el resultado de estos estudios ha
demostrado que las Casiopeinas® cuentan una amplia gama de
actividades como antiproliferativa [33], citotéxica, genotdxica [34], Yy
antitumoral [35-37].

3.1.2.1.-Mecanismo de accion.

No ha sido posible determinar un mecanismo de acciéon en su
totalidad, sin embargo, evidencias experimentales en diferentes lineas
tumorales humanas tales como HelLa, [38], neuroblastoma CHP-212
[39] y SK-N-SH [40] y meduloblastoma [41], células HCT-15

(carcinoma de colon)[36] y en glioma murino C6 [35] sugieren que las
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Casiopeinas® pueden inhibir la proliferacién celular y provocar muerte
por apoptosis.
3.1.2.1.1.-Evidencias de estrés oxidante.

Al administrar Casiopeina® II-gly en un cultivo de células de
glioma murino C6, se observé un incremento en la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ERO). Este incremento tiene como
consecuencia la inhibicion de la proliferacién celular de una forma dosis-
dependiente y el mecanismo sugerido para la muerte celular es
apoptosis (muerte celular programada). El tratamiento de glioma C6 en
ratas con Casiopeina® II-gly redujo el volumen de los tumores, la
proliferacidn celular y el incremento del indice apoptotico[35].

La administracién de diez Casiopeinas® en presencia y ausencia
de acido ascoérbico en cultivos de células Hela (cancer cérvico-uterino
humano) provocd la ruptura de su material genético, siendo mayor el
dafio en presencia del reductor. La presencia del reductor incrementa la
concentracidon de Cu @, el cual participa en la formacidn de ERO a través
de una reaccién tipo Fenton. Dado que la poblacion de linfocitos aislados
de sangre periférica humana, no presentd una disminucion sustancial en
su poblacién en ninguno de los esquemas de tratamiento utilizados
(Casiopeina® en presencia y ausencia de reductor) se puede sugerir un
cierto grado de selectividad [42].

En un estudio similar se mostré que la degradacion del material
genético disminuyd cuando se agregd al sistema de estudio la enzima
catalasa y pudo detenerse por completo cuando se agregé al sistema el
agente quelatante EDTA. Cuando se agregd al sistema superodxido
dismutasa (SOD) no se observd que esta enzima detuviera la

degradacién del material genético. El dano genético se cuantificd

&



e Antecedentes

MEXICO

siguiendo la formaciéon de la especie 8-oxodG (8-o0xo0-7,8-dihidro-2-
deoxiguanosina), especie formada cuando el radical ‘OH interactla con
la base guanina. Estos resultados sugieren que la generacion de ERO es

la principal causa de la citotoxicidad [43].

3.1.2.1.1.1.-Disminucion en la concentracion de glutation
reducido (GSH).

La administracién de la Casiopeina® II-gly en células Hela
(cancer cérvico-uterino) en un intervalo de concentraciones de 10 a 80
HMg/mL provocé citotoxicidad disminuyendo la cantidad de células vivas
hasta un 30%. Por otro lado, cuando la Casiopeina® II-gly era
previamente reducida con acido ascérbico solamente 15% de las células
sobrevivieron. La presencia de dimetilsulfoxido (DMSQO) provocd una
disminucion en la citotoxicidad, funcionando como un atrapador de
radicales OH'. Ademas se midid la concentracién de glutation reducido
encontrando una disminucion del 87% después del tratamiento con 80
Mg/mL [38].

En otro estudio se determind si la Casiopeina® II-gly alteraba
los niveles de glutation intracelular (GSH) en células H157 y células
A549 (ambas lineas celulares pertenecen a cancer de pulmén). Se
encontré que la Casiopeina® II-gly utiliza al glutatién reducido como
fuente de electrones para catalizar la reaccién de Fenton. En ambas
lineas celulares, se evidencido que el GSH juega papel importante como
mecanismo de desintoxicacién ya que al inhibir la sintesis de esta
biomoléculas se observa una mayor citotoxicidad por parte de la
Casiopeina® IIgly. Es importante mencionar que al agregar al medio

glutatién reductasa los niveles de glutation reducido no se regeneraron
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por completo, lo cual sugiere una interaccion covalente entre un
porcentaje de GSH con la Casiopeina®, provocando que el tiol no sea
reconocido por la glutatién reductasa y a su vez regenerado [44]. La
presencia de la Casiopeina® II-gly produjo un exceso de especies
reactivas de oxigeno (ERO) en la mitocondria y la despolarizacion de la
membrana mitocondrial. Ademas, provoco dafios en el ADN mitocondrial
desequilibrando la expresion de las apoproteinas de la cadena
respiratoria, lo que también puede contribuir al aumento de la
produccién de ERO [44].

Se realizé la evaluacién del efecto citotoxico inducido por la
Casiopeina® II-gly y cis-platino en células B16 (melanoma de ratén),
en presencia y ausencia de &cido ascérbico. La Casiopeina® II-gly
inhibe la proliferacion celular con una Clsp = 54.5uM, este efecto se
modifica cuando las células se incubaron con &cido ascorbico
disminuyendo la CIsp a 36.2 pM. Lo anterior enfatiza la importancia de la
generaciéon de Cu ® para producir citotoxicidad en el sistema. Por otro
lado, el cis-platino sélo presenta una Clsg = 59.33ug/mL en ambos
casos [45]. Cuando las células se expusieron a una concentracion de
21.21ug/mL de Casiopeina® II-gly, los niveles de GSH disminuyeron
hasta un 54%, disminuyendo aun mas cuando se administrd la
Casiopeina® II-gly y acido ascérbico encontrando hasta 33% de GSH.
Es importante mencionar que en esta linea celular no se observd
disminucidon de GSH con el tratamiento de cis-platino [46].

En la revision anterior se mostré la importancia que tiene el
glutation reducido en la defensa celular, ya que al disminuir su
concentracidn existe un incremento en las especies reactivas de oxigeno
(ERO).
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4.- Justificacion.

La diferencia de los valores de potencial redox entre las
Casiopeinas® (II-gly y III-ia) [47] v los reductores cys[48], GSH [49] y
BME [50] (diagrama 1) favorecera la reaccion de reduccién del centro
metalico de la Casiopeina® a través de la oxidacién del grupo sulfhidrilo
de los reductores formando en consecuencia un puente disulfuro (figura
7).

. Cas III-ia Cas II-gly
2,2"diti0 Gistina [Cu*2(4,4"-dm-2,2 - [Cu*2(4,7-dml-1,10-
-dietanol bipi)(acac)]NO; fen)(gly)INOs
| | | | E(V) ENH
|-0.24 I -0.22 | 0.11 |0.14
GSH et [Cu+(4,4 -dm-2,2" - [Cu+(4,7-dm-1,10-
BME S bipi)(acac)INO; fen)(gly)INOs

Diagrama 1.- Diagrama de potenciales oxido-reduccion entre las Casiopeinas® y los tioles
reductores[47-50].

OHp

2 ? . . JRSH +2¢ — = 3
PBC LN Td

Figura 7.- Reaccién de reduccién de las Casiopeinas® por la oxidacién de los grupos tiol, lo que
produce un cambio de geometria, la formacién de un puente disulfuro y la liberacion de dos
protones.

Una vez que la Casiopeina® se reduce podia participar de

acuerdo a sus potenciales en reacciones redox con oxigeno o especies

&



g

B Justificacion

AVFNMA DE
MEXICo

reactivas de oxigeno [51] como se muestra en el diagrama 2 para

formar los radicales ‘OH.

 CasIII-ia || CasII-gly |

0, Cut? | Cu+2? !02 H,0, 0, 0, H,0, "'OH
5 |
N S R | I N | || | |EWEN
[0.33 oar  © |0_14 | |o.2a ‘0.38 ‘0.81 ‘0.39 ‘1.34 ’2.32
: | I
0;" Cu* I Cu ino2 "OH H,O0 H,0, H,0 H,0
: il _

Diagrama 2.- Potenciales oxidacién-reduccion entre las Casiopeinas® y diferentes especies de
oxigeno [51].

Por otro lado, se ha informado que compuestos de coordinacion de
tipo [Cu(1,10-fen),]* son capaces de reaccionar con oxigeno para
generar el radical superéxido como intermediario en la obtencién de
peréxido de hidrégeno [52-54], aun cuando la reaccibn no es
termodinamicamente favorable de acuerdo al diagrama de potenciales
redox.

Por lo anterior es fundamental conocer la reactividad de las
Casiopeinas® frente a especies reductoras como glutatién reducido y
cisteina que son las encargadas de la proteccion celular, para entender
cual es su comportamiento y poder contribuir con datos quimicos en el

esclarecimiento del mecanismo de accion.
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5.- Hipétesis.

La reactividad de la Casiopeina® II-gly y Casiopeina® III-ia
frente a los reductores enddégenos glutation reducido y cisteina
presentes en la célula, asi como con el reductor exdgeno
B-mercaptoetanol, sera modulada por el potencial redox que posean

estas moléculas.
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Objetivos

6.- Objetivo general.

Estudiar la reactividad de la Casiopeina® II-gly y |la

Casiopeina® III-ia frente a reductores enddgenos y exdgenos.

6.1.-Objetivos particulares.

Preparar e identificar las Casiopeinas® II-gly y III-ia.

Estudiar mediante espectroscopia UV-vis la interacciéon de la
Casiopeina® II-gly y Casiopeina® III-ia con dos especies
presentes en el organismo que actlan como reductores naturales

glutation reducido (GSH) vy cisteina (cys).

Estudiar mediante espectroscopia UV-vis la interaccién de la
Casiopeina® II-gly y Casiopeina® III-ia con 2-mercaptoetanol
(BME), reductor quimico que posee un valor de potencial de

reduccion igual al GSH y un caracter menos coordinante.

Determinar mediante espectroscopia UV-vis con el método de las
variaciones continuas, la estequiometria necesaria para obtener la

especie Casiopeina® reducida.

Aislar y caracterizar los posibles productos de las reacciones entre
la Casiopeina® II-gly y Casiopeina® III-ia con los reductores
GSH, cys y BME.
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7.- Metodologia.

7.1.- Reactivos.

El nitrato de cobre hemipentahidratado Cu(NO3),e2.5H,0
(99.999%), acetilacetona, glutation reducido GSH (99%), a&cido
4-morfolin-propanosulfonico (MOPS, 99.5%) y bromuro de potasio
(KBr,99%) fueron comprados a Sigma-Aldrich Co., 4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina, 4,4 dimetil-2,2 " -bipiridina y glicina (98.5%) fueron
adquiridas en GFS Chemicals. La cisteina (99%) fue adquirida en Merck,
el 2-mercaptoetanol (99.8%) y los disolventes empleados fueron
adquiridos en J.T. Baker. Todos los reactivos se utilizaron sin

purificacién previa.

7.2.- Sintesis de Casiopeinas®.

Las sintesis de las Casiopeinas® se realizaron con el proceso
descrito en las patentes registradas [18-22]. Las Casiopeinas®
preparadas son:

e Cas II-gly [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato) ]NOs
e Cas IIl-ia [Cu(4,4 -dimetil-2,2 " -bipiridina)(acetilacetonato)]NO3

Las reacciones realizadas se presentan en la figura 8 y 9.

AL | !
comose (- Q — =,

HN 7

=
i

')
o

Figura 8.- Esquema de reaccién para la preparacién de Casiopeina® Il-gly.
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Figura 9.- Esquema de reaccién para la preparacion de Casiopeina® lll-ia.

7.3.- Técnicas de caracterizacion de las Casiopeinas®
preparadas.

7.3.1.- Espectroscopia Infrarroja.

Los espectros IR se adquirieron en un equipo Nicolet AVATAR 320
FT-IR en un intervalo de 4000-400cm™, las muestras se prepararon en

pastillas de bromuro de potasio KBr grado espectroscdpico.
7.3.2.- Analisis Elemental.

Los analisis elementales se realizaron en la Unidad de Servicios
Analiticos para la Investigacién (USAI) de la Facultad de Quimica,
UNAM. Se determind el contenido de carbono, hidrogeno, nitrégeno y
azufre empleando un analizador elemental EAGER 200 (EAGER 200
chns/method).

7.3.3.- Conductividad.

Las conductividades se obtuvieron usando un Conductimetro
Jenway Conductivity and pH meter 4330, empleando disoluciones 1mM
en metanol. Todas las determinaciones se realizaron a 25°C. De acuerdo
a la literatura el intervalo para electrolitos en metanol 1:1 corresponde
al intervalo 80-115 uS vy 1:2 a 160-220 uS [55].
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7.3.4.- Momento magnético.

Las susceptibilidades magnéticas de las muestras sodlidas se
determinaron por medio del método de Gouy en una balanza magnética
Shrewood- Scientific modelo MK. I con una constante C 1.013875 a una
temperatura de 25° (293.15 K). El intervalo informado en la literatura
para compuestos de cobre con un electron desapareado es 1.70-2.20
MB [56].

7.3.5.- Espectroscopia UV-vis.

Los espectros se obtuvieron en un espectrofotometro Hewlett
Packard 845x UV-Visible system de arreglo de diodos en un intervalo de
200 a 1100 nm a temperatura ambiente empleando disoluciones de
concentracion final 2mM en agua y metanol. Los espectros electrénicos
de las especies producto de la interaccién de la Casiopeina® IIgly con
GSH se realizaron en etilenglicol debido a su baja solubilidad en otros

disolventes.
7.3.6.- Difraccién de Rayos X de mono cristal.

Se disolvieron 0.1 g de Casiopeina® III-ia en agua, una vez
disuelto se colocd en una camara de acetona y se dejé por tres semanas
a una temperatura de 4 °C. Los datos de difraccion para los compuestos
se colectaron a 130 K usando radiacidn monocromada de Mo K,
(,=0.71073 ,&) en un difractdmetro Oxford Diffraction Gemini-Atlas. La
colecciéon de datos de rutina y la reduccion de los mismos se hizo
empleando el programa CrysAlisPro, Oxford Diffraction Ltd., Oxford
Diffraction. Las estructuras se resolvieron por métodos directos usando
SHELXS-97-2, el refinamiento se realizd empleando el método de

minimos cuadrados basados en F?> en SHELXL-97-2[57]. Los atomos
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diferentes a hidrégeno fueron refinados con parametros térmicos
anisotropicos. Los atomos de hidrégeno se localizaron utilizando el mapa
de diferencia de densidad y se refinaron con parametros térmicos

isotropicos fijos.

7.4.- Estudio de la reactividad entre Casiopeinas® y Reductores.

Para el estudio de la reactividad de las Casiopeinas® con los
reductores cys, GSH y BME se realizd un ensayo espectrofotométrico
Uv-vis. Se utilizaron disoluciones iniciales 6.25mM para |las
Casiopeinas® (II-gly y III-ia) y 50mM para los reductores (cys, GSH y
BME) todo esto en amortiguador MOPS 150mM pH 7.4 (el espectro de
las Casiopeinas® en disolucién amortiguada con MOPS no presenta
modificaciones en comparacién con disoluciones acuosas, los espectros
se presentan en el anexo I). La mezcla de reaccion tuvo un volumen
total de 5ml, manteniendo constante la concentracién de Casiopeina®
en 2mM y adicionando alicuotas para alcanzar concentraciones finales
de reductor 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.0, 2.4, 2.8, 3.2, 3.6 y 4mM, es decir,
hasta una proporcién molar final 1:2, Casiopeina®: reductor, como se
muestra en la tabla 2. Los espectros se obtuvieron en un tiempo de 30
segundos después de realizar la mezcla de los reactivos, los espectros
se obtuvieron en una celda de cuarzo en un intervalo de 200 a 1100nm

a 25°C en un sistema abierto, es decir, con el oxigeno atmosférico.
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Tabla 2.- Concentracion y proporcion molar de
reactivos para la mezcla de reaccion.
No. de mezcla | [Casiopeina®] ‘ [Reductor] | Proporciéon molar
mM

1 2 0 1:0.0

2 2 0.4 1:0.2

3 2 0.8 1:0.4

4 2 1.2 1:0.6

5 2 1.6 1:0.8

6 2 2 1:1.0

7 2 2.4 1:1.2

8 2 2.8 1:1.4

9 2 3.2 1:1.6

10 2 3.6 1:1.8

11 2 4 1:2.0

7.4.1.- Determinacion de la estequiometria de la reaccion.

Bajo el principio del método de variaciones continuas o método de
Job [58], se realizé un estudio de espectroscopia Uv-vis para determinar
la estequiometria de la reaccibn entre los reductores y las
Casiopeinas®. Las concentraciones empleadas para el ensayo fueron de
3mM para ambos reactivos en amortiguador MOPS 200mM a pH 7.4.

Partiendo de las disoluciones concentradas, se toman las
cantidades correspondientes de ambos reactivos en diferentes
proporciones con la Unica condicién de que la suma de los moles del
reactivo A y B se mantenga constante en todas las mezclas de reaccion,

como se muestra en la ecuacion 3.

X reactivo A + y reactivo B = [cte]

Ecuacion 3.- Reaccion para la mezcla de reactivos siguiendo el método de las variaciones
continuas.
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La concentracion de Casiopeina® como de reductor en las

diferentes mezclas se muestra en la tabla 3.

Tabla 3.- Concentracion, proporciéon molar y fraccibn molar de los
reactivos en las mezclas de reaccion.

22'232 [Casiopeina®] | [Reductor] | Proporciéon molar | Fraccion molar.

Casiopeina: reductor X

mM

1 3 0 1.0 0

2 2.7 0.3 09:0.1 0.1

3 2.4 0.6 0.8:0.2 0.2

4 2.1 0.9 0.7:0.3 0.3

5 1.8 1.2 0.6:0.4 0.4

6 1.5 1.5 0.5:05 0.5

7 1.2 1.8 0.4:0.3 0.6

8 0.9 2.1 0.3:0.7 0.7

9 0.6 2.4 0.2:0.8 0.8

10 0.3 2.7 0.1:0.9 0.9

11 0 3 0:1 1

Las disoluciones se burbujearon con N, por 15 minutos para
eliminar el oxigeno disuelto, las mezclas de reaccion se realizaron bajo
atmésfera inerte, obteniendo los espectros Uv-vis 30 segundos después
de la mezcla de los reactivos.

Para calcular la relacion estequiométrica se realizan graficas A
(absorbancia) vs y (fraccién molar), en donde se obtiene la absorbancia
de todas las mezclas a la longitud de onda en donde absorbe el

compuesto, la fraccion molar y se determina con la ecuacion 4:

[reductor]

[Casiopeina®] + [reductor]

Ecuacién 4.- Determinacion de la fraccion molar.
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Una vez construidas las graficas, se extrapola al valor de y
fraccion molar en donde se observa un punto de inflexidén, ya sea un
maximo o un minimo y se sustituye en la ecuacion 5 para obtener el

coeficiente estequiométrico n.
X

Ecuacion 5.- Determinacion del coeficiente estequiométrico.

7.5.- Caracterizacion de los productos obtenidos entre las
Casiopeinas® y los reductores con coeficientes
estequiométricos 1:1.

Con los datos obtenidos de la determinacién del coeficiente
estequiométrico se limitd la caracterizacion de los productos obtenidos a
la relacién estequiométrica 1:1 (Casiopeina®: reductor) para todas los
casos en presencia de oxigeno. Se prepararon disoluciones patron 3mM
tanto de Casiopeina® como de reductor en amortiguador MOPS 200mM
a pH 7.4.

Ademas se realiz6 una sintesis con relaciones estequiométricas
1:1:1 de Cu ™: (N-N): R-SH en medio amortiguado en presencia de
oxigeno y los resultados de la caracterizacion se compararon con la
caracterizacion de los productos aislados de la interaccién Casiopeina®:
reductor, 1:1. Sélo se realizaron las sintesis de aquellos sistemas que
mostraron la formacién de nuevos productos durante la interaccidon de la
Casiopeina® II-gly y Casiopeina® III-ia con reductores. Las
reacciones preparadas Yy sus claves se muestran en la tabla 4. Los

compuestos de interaccién preparados son:
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Tabla 4 .- Mezclas de reaccion estudiadas con una estequiometria 1:1
Casiopeina®: reductor
Clave de los
productos Reaccién. Compuesto Aislado
aislados
AS43-1A Casll gly + cys [Cu(cistinato)]n
AS43-1B [Cu(4,7-dm-1,10-fen),](NOs),
AS47-1A . [CU4(OH)4(4,4,'dm'2,2,'bipi)4 (H20)4](N03)4
AS47-1C CaslilHa + cys [Cu(cistinato)]n
AS34 Casll gly + GSH [Cu,(4,7-dm-1,10-fen),(GSSG)]
r [Cu(4,4"-dimetil-2,2"-
ASAS Caslll-ia + GSH bipiridina)(acetilacetonato)H,O]NO;
AS44 Casll-gly + BME [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)H,OJNO;
r [Cu(4,4"-dimetil-2,2"-
ASA48 Caslll-ia + BME bipiridina)(acetilacetonato)H,O]NO;

Los posibles productos de reaccién se muestran en la tabla 5:

Tabla 5.- Sintesis de Cu™ : (N-N) : R-SH 1:1:1 para identificacién de productos.

Clave de los

productos Reaccion. Compuesto Aislado.
aislados
AS08-A [Cu(cistinato)]n

Cu(NOg), + 4,7-dm-1,10-fen +cys

AS08-B [Cu(4,7-dm-1,10-fen),](NOs),»
e o i [Cus(OH)4(4,4"-dm-2,2"-bipi),
AS54 Cu(NOg), + 4,4 -dm-2,2"-bipi +cys (H,0),(NO3).
AS35 Cu(NO3), + 4,7-dm-1,10-fen +GSH [Cuy(4,7-dm-1,10-fen),(GSSG)]
AS49 Cu(NO3), + 4,7-dm-1,10-fen +GSSG [Cuy(4,7-dm-1,10-fen),(GSSG)]

El esquema general de las reacciones de interaccidén llevadas a
cabo entre las Casiopeinas® y reductores se muestran en la figura 10
a y 10 b, ademas de las sintesis de los posibles productos finales se

muestran en la figura 11.
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AS47-1

Figura 10 .- Esquemas generales de reaccion para la interaccion de la Casiopeina® Il gly y
Casiopeina® lll-ia con reductores.
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AS54 - cuNOsk+ ¢ N N 4 (\\’ <3
0 NH3
H : _
Q
AS35 - (;;.(N03)2+%;Q’;:‘§+ Wl(m
J— o O
H

Figura 11.-Esquemas generales de sintesis 1:1:1 (Cu “: (N.N) : R-SH reductor) para la
identificacién de los probables productos que se pueden obtener de la interacciéon Casiopeina®:
reductor.
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8.- Resultados y Discusion.

8.1.- Caracterizacion de la Casiopeina® II-gly y Ill-ia.

El espectro infrarrojo de la Casiopeina® II-gly en la region de
4000 cm™ a 400 cm™ muestra las frecuencias de vibracién v (C=C) y v
(C=N) asociadas a la fenantrolina, ademas de las frecuencias v NH3 y Vas
COO" asociadas al glicinato coordinado; en el caso de la Casiopeina®
III-ia se observaron las frecuencias de las vibraciones v(C=C) y v(C=N)
asociadas a la bipiridina, y la frecuencia asociada a la vibracidon v,s COO"
del acetilacetonato, se encontréd para ambas Casiopeinas® la banda
correspondiente al contra ion nitrato NOs5'.

Las bandas caracteristicas para cada una de las Casiopeinas®
fueron asignadas de acuerdo a lo reportado por el grupo de trabajo [59,

60] y se muestran en la tabla 6.

Tabla 6.- Asignacion de las bandas en los Espectros Infrarrojo (4000-400cm™)
obtenidos en KBr para las Casiopeinas® ll-gly y lll-ia.

Clave glicinato coordinado fenantrolina coordinada NO3
iénico
Cas ll-gly OH VNH, | vNH, | vasCOO | &NH, | v(C=C) | v(C=N) | v(C=C) | v(C-H)
3414 | 3446 | 3255 1602 637 1525 1429 871 727 1384
acac coordinado bipiridina coordinada
Cas lll-ia v, COO vC=N) | v(C=C) | v(C=C) | v(C-H)
3463 1587 1616 1525 1490 730 1384

El anadlisis elemental nos permite sugerir la féormula minima
Ci6H16N4OsCu-2H,0O con peso molecular de 443.89g/mol para la
Casiopeina® II-gly, mientras que la formula minima propuesta para la
Casiopeina® III-ia es Ci7H;N30sCu - H,O con un peso molecular de
427.91 g/mol. Los valores de conductividad (tabla 7) corresponden a
electrolitos tipo 1:1 confirmando la presencia de la banda de NOs3™ idnico

observada en el infrarrojo. Se enlistan también los valores de momento
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magnético efectivo que corresponden un electréon desapareado, es decir,

un sistema Cu @,

Tabla 7.- Caracterizacion de las Casiopeinas® ll-gly y lll-ia preparadas.

A.E.
Compuesto Exp (Cal) Férmula
%C;%N;%H

PM Aa l-leffb }chax 80
g/mol | (Sm”mol) | (MB) | (nm) | (Mem™)

42.890; (43.29)

Casll gly 12.580; (12.62) Clsﬂlz‘ﬁ“g U1 44389 | 938 176 | 612 | >
4.690; (4.54) 2 612nm

48.030; (47.71)
Caslll-ia 10.190; (9.81) C”H?&Néof’cu 42791 | 170 | 180 | 600 | 77
5.10; (5.18) 2 600nm

a.-valor obtenido de una disoluciéon en metanol de concentracién 1mM.
b.-valor obtenido en sdlido.
c.- valor obtenido en disolucién acuosa a partir de una concentracién 5mM.

8.1.2.- Espectroscopia UV-vis de la Casiopeina® II-gly y
Casiopeina® Ill-ia.

Es importante describir los espectros electronicos de las
Casiopeinas® ya que el estudio de su reactividad con las especies
reductoras se relacionara con los cambios que se presenten en la forma,
la longitud de onda y las absorbancias de los espectros electrénicos. Los
espectros electrénicos obtenidos (grafica 1) para una disolucién acuosa
5mM de las Casiopeina® presentan un maximo de absorcién a una
longitud de onda de 612nm (e= 53.68 M'cm™) para la Casiopeina® II-
gly y 600nm (e= 57.76 M''cm™) para la Casiopeina® III-ia, debido a
que el espectro de las Casiopeinas® obtenido en disolucién
amortiguada con MOPS no presenta cambios en el espectro, estos

valores seran utilizados en el analisis de datos.
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Casiopeina lll-ia

s, Casiopeina ligly 0.40
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c ©
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T . . . ® . , ® . .
Grafica 1.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina  Il-gly y Casiopeina [ll-ia obtenidos de

disoluciones acuosas con una concentracion inicial 5mM, la cual fue diluida hasta 1mM para
obtener el coeficiente de absortividad molar.

8.1.3.- Difraccion de Rayos X de mono cristal de la Casiopeina®
III-ia.

Se obtuvo un cristal de color indigo adecuado para el estudio de
difraccion de rayos X del compuesto Casiopeina® III-ia. Las
dimensiones del cristal seleccionado son 0.30 x 0.15 x 0.06 mm?>. La
Casiopeina® III-ia cristaliza en un sistema triclinico en donde el ion
Cu D se encuentra en una geometria de pirdmide de base cuadrada
ligeramente distorsionada. La base de la piramide estad constituida por
los atomos donadores N; y N, de la 4,4’-dimetil-2,2'-bipiridina y los
atomos O; y O, del acetilacetonato. La posicidon apical estd ocupada por
un atomo de oxigeno de una molécula del contra ion NOs". El ion Cu an
se encuentra desplazado fuera del plano que conforman los atomos
donadores Ni/N»/01/0; por una distancia de 0.158 A. Las distancias de
enlace en la base de la piramide son ligeramente mas largas que las
observadas en el cristal reportado con una geometria cuadrada plana
con ClO4 como contra ion [31]. Para la pirdmide de base cuadrada las
distancias de enlace son Cu-N; = 1.994(3), Cu-N, = 1.991(3), Cu-0; =
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1.911(2) y Cu-O, = 1.912(2) A, mientras que para la geometria
cuadrada estas distancias son 1.973(4), 1.983(4), 1.896(4) y 1.885(4)
A, respectivamente. El incremento en las distancias de enlace en la
geometria piramide de base cuadrada puede explicarse por la presencia
del ion NOs  que ocupa la posicién apical, pues al incrementar la
densidad electrénica sobre el ion Cu (P se fuerza al sistema a llegar a un
nuevo equilibrio que se alcanza al aumentar la distancia de enlace con
los atomos donadores que conforman la base de la pirdmide. La figura
12 muestra la estructura de la Casiopeina® III-ia con las tres aguas
de solvatacion con las que cristalizé. Las distancias y angulos de enlace

seleccionados se enlistan en la tabla 8.

Figura 12.- Estructura molecular del compuesto
[Cu (4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)(nitrato)] (H,0)s.

Tabla 8.- Distancias (A) y angulos (°) de enlace seleccionados del compuesto
[Cu (4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)(nitrato)] (H20)s.
Distancias (A)

Cu-N1 1.994(3) Cu-01 1.911(2)
Cu-N2 1.991(3) Cu-02 1.912(2)

Cu-03 2.364(2)

Angulos (°)
N1-Cu-N2 81.37(11) N2-Cu-02 91.81(10)
N1-Cu-01 91.09(11) N2-Cu-03 93.88(10)
N1-Cu-02 171.61(10) 01-Cu-02 94.88(9)
N1-Cu-03 96.84(10) 01-Cu-03 95.73(10)
N2-Cu-01 168.43(11) 02-Cu-03 88.43(9)
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8.2.-Reactividad de la Casiopeina® II-gly y Casiopeina®
III-ia con cisteina.

8.2.1.-Observaciones generales para la reactividad con cisteina
(cys).

Con base en los potenciales de oxidacién-reduccién mostrados en
el diagrama 3 respecto al electrodo normal de hidrogeno para
Casiopeina® II-gly (E°'=147mV), Casiopeina® III-ia (E°'= 119mV)
[47]y cisteina (E°=-220mV)[61], se propone que la reaccion
termodinamicamente favorecida sera la reduccidon del centro metalico, la
oxidacion de cisteina a cistina y la liberaciéon de dos protones como se

muestra en las ecuaciones 6a y 6b.

-y

[Cas lll-ia]
y e ‘ oo [Cas li-gly]
o [Cut2(4,4 -dm-2,2 -bipi) [Cu*2(4,7-dm-1,10-fen)
[cls'll:lna] (acaC)l]NO: (g'V)l]NOB E(V) ENH
I-0.22 Fo.11 To.14 -
[Cu+(4,4 -dm-2,2 -bipi) [Cu*(4,7-dm-1,10-fen) o
H.N o (acac)]NO- (gly)INO;
N _ 4’(
5 .
H
[Cys] [Cas lll-ia] [Cas li-gly]

Diagrama 3.-Potenciales redox de la Casiopeina® Il-gly, Casiopeina® lll-ia y cisteina.
a) 2[Cu(4,7 —dm — 1,10 — fen)(gly)]" +2cys + 2 e~
- 2[Cu(4,7 — dm — 1,10 — fen)(gly)] + cistina + 2H™

b) 2[Cu(4,4 —dm — 2,2" — bipi)(acac)]* +2cys+ 2e~
- 2[Cu(4,4” — dm — 2,2" — bipi)(acac)] + cistina + 2H*

Ecuacion 6.-Reacciones propuestas entre la Casiopeina® Il-gly, Casiopeina® lll-ia y cisteina.
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La adicion de cisteina en disoluciones independientes de
Casiopeina® 1II-gly y Casiopeina® III-ia provocd un cambio
inmediato en la coloracién, de azul a diferentes tonos de verde en
funciéon de la concentracién de cisteina, obteniendo después de la
equivalencia una disolucion café. La tonalidad café permanece por

algunas semanas sin importar que el sistema sea abierto o cerrado.

8.2.2.-Reactividad de la Casiopeina® II-gly con cisteina en un
sistema abierto (presencia de Oz atmosférico).

El espectro Uv-vis de la Casiopeina® II-gly (2mM) muestra un
solo maximo de absorcidon en la regidon visible en 612nm con una
absorbancia de 0.1090 u.a. Al adicionar alicuotas de cisteina hasta 1.2
equivalentes, la absorbancia incrementa de forma proporcional hasta
alcanzar un valor de 0.9666 u.a. El incremento en la absorbancia fue
acompafiado de un desplazamiento en la longitud de onda del maximo
de absorcidn que ahora se presenta en un valor de 647nm, ademas se
forma una sefial definida en 404nm que también incrementa su
absorbancia en funcion de la cisteina agregada (grafica 2a). En la
grafica 2b se puede observar que la absorbancia de los maximos en
612nm (sefial que es caracteristica del sistema Casiopeina® II-gly) y
en 404 nm (sefial que representa un cambio en el sistema Casiopeina®
II-gly) incrementa de manera proporcional a la concentracidon de
cisteina agregada, presentando este comportamiento hasta 1.2
equivalentes. Cuando se agregan mas de 1.2 y hasta 2 equivalentes el
comportamiento de ambos maximos es distinto, el maximo en 612 nm
asociado al Cu ™ disminuye en absorbancia, mientras que el maximo en
404 nm sigue incrementando su absorbancia hasta saturar la sefal,

ambos cambios se presentan como funcién de la cisteina agregada.
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Casiopeina llgly con Cisteina
404nm

2.54

—— Casligly 2mM
Equivalentes

de Cys.
647nm 0.2

\, 0.4
\ \ [ — 0.6

0.8

1.0+

Absorbancia

a) 400 600 800 1000
Longitud de Onda (nm)

Casiopeina ll-gly con cisteina.

2591 = 404 nm
612 nm

2.0+

1.5+

1.0~

Absorbancia.

0.5+

0.0+

b) 0.0 0.6 1.2 1.8
Concentracion de Cisteina.

Gréfica 2.- a) Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® lI-gly (2mM) con 0 hasta 1.2 equivalentes de
cys (0 a 2.4mM) obtenidos en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las
mezclas de reaccidbn en un sistema abierto; b) grafica de absorbancia vs. Concentracion de
cisteina agregada (0 a 2.0 equivalentes de cys) en 612nm y 404nm obtenida a partir de la gréafica a
en un sistema abierto.
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De acuerdo a los cambios observados y para identificar el maximo
de absorcidn de la nueva especie de Cu ‘'Y formada, a los espectros
electréonicos obtenidos de la mezcla de reaccidén se le restd el espectro
de la Casiopeina® y de la cisteina a las concentraciones
correspondientes, considerando que la primera reaccion que se lleva a
cabo entre la cisteina y la Casiopeina® es la coordinacidn con una
estequiometria 1:1. Como resultado del procesamiento de datos se
observa que el maximo de absorcion se encuentra en 652 nm (el
comportamiento de la absorbancia seguido a esta longitud de onda es el
mismo que el descrito para el maximo de 612nm) y la banda en 404 nm
se conserva (grafica 3).

Los atomos donadores presentes en la esfera de coordinacién del
Cu ™ en la Casiopeina® II-gly son nitrégeno y oxigeno. Este entorno
provoca un maximo de absorcion en 612nm. Al hacer las mezclas de
reaccion el maximo de absorcion de la nueva especie aparece en
652 nm. De acuerdo al modelo de campo cristalino y a la serie
espectroquimica se sabe que el oxigeno y el nitrdgeno son atomos
clasificados de campo intermedio y fuerte, respectivamente. La aparicion
del maximo de absorcién a mayores longitudes de onda puede ser
explicado con la incorporacién de un atomo donador de campo débil en
la esfera de coordinacion del metal, lo cual implica una disminucién en el
valor del 10Dq, en este caso el azufre de la cisteina que sustituye a la
molécula de agua de la posicién apical. Esta propuesta se apoya en el
hecho de que aparece un maximo de absorcién en 404nm, que es
asignada a una transferencia de carga S(o)-)Cu(H)(dxz-yz), gue segun la
literatura aparece en un valor de 403nm en metaloproteinas de cobre
tipo I [62](grafica 3).
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Casllgly con Cisteina prpinrag
30 —02
S(0) SCu*2(dx2-y2) —
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Grafica 3.- Espectro Uv-Vis resultado de la resta de especies, desde 0 hasta 1.2 equivalentes de
cisteina en donde se asignan las bandas que permiten proponer una nueva especie.

El analisis anterior permite proponer la especie [Cu(4,7-dm-1,10-
fen)(gly)(SH-cys)]* (figura 13) formada cuando se agregan hasta 1.2

equivalentes de cisteina.

[Cas B-gly-SH-cys]

Figura 13.- Estructura de la Especie propuesta formada en disolucion [Cu(4,7-dm-1,10-
fen)(gly)(SH-cys)]+, de acuerdo con los cambios obtenidos en las sefales de la gréafica 3.

A partir de la grafica 3 es posible hacer una determinacién
aproximada del coeficiente de absortividad molar de ambos maximos de
absorcién asociados a la especie [Cu®™(4,7-dm-1,10-fen)(gly)(SH-cys)]*
cuyos valores son €5 = 396.4 M cm™ y €404 = 933.75 M cm™.
Debido a que el coeficiente de absortividad molar de esta nueva especie
es casi un orden de magnitud mayor que el coeficiente de absortividad
molar de la Casiopeina® II-gly (€51 = 53.68 M' cm™), no se puede
apreciar el punto isosbéstico esperado para el equilibrio de las especies
de Cu @,
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La coloracidn verde de la mezcla se debe a la combinacion del
color amarillo (transferencia de carga) y el color azul de la Casiopeina®
que aun no ha reaccionado.

Cuando se agregaron hasta 2.0 equivalentes de cisteina (grafica
4), la intensidad de la absorbancia disminuye tanto en 404nm como en
652nm, en funcién de la concentracién de cisteina agregada. Esta
disminucién en la absorbancia se asocia a la reduccién de Cu ™ acu®y
por ende, la pérdida de la interacciéon S ()2Cu ™ (45.2). Aunque el
azufre que es una base blanda es més afin al Cu (¥’ (acido blando), esta
interaccién no es posible debido a que los atomos de azufre estan
comprometidos en la formacion del puente disulfuro. Ademas es posible
observar la formacion de un punto isosbéstico en 507nm, lo que permite
sugerir la presencia de al menos dos especies en disolucién, muy

probablemente las especies de Cu ™y cu @,

Casllgly con Cisteina

3.0

2 . 5 _- "WW\N\M
P 1 Equivalentes
'S 2.04 de Cys
% 1 652nm 1.2
o 1.5 4 1.4
S _ + 16
(72]
. 1.0 -
< -

0.5

0.0 T T —— T

400 600 800 1000
Longitud de Onda (nm)

Gréfica 4.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® lI-gly (2mM) con 1.2 hasta 2.0 equivalentes de
cys (2.4 a 4.0mM) obtenidos en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las
mezclas de reaccidon en un sistema abierto.

>,



g s Resultados y Discusion

MEXICO

8.2.2.1.-Reactividad de la Casiopeina® II-gly con cisteina en un
sistema cerrado (atmdsfera de N2).

En el sistema en ausencia de 0O, el comportamiento de las
absorbancias de los maximos de absorcion en 404nm y 612nm en
funcién de la concentracion de la cisteina agregada es practicamente el
mismo, la diferencia radica en el niumero de equivalentes consumidos.
En el sistema en presencia de oxigeno se consumen 1.2 equivalentes de
reductor para completar la formacion de la nueva especie y una
cantidad mayor de cisteina reduce al producto recién formado, por otro
lado, en el sistema sin oxigeno solo es necesario 1.0 equivalente
(grafica 5a), para formar en su totalidad [Cu‘™(4,7-dm-1,10-fen) (gly)
(SH-cys)]* vy el exceso de equivalentes se emplea en la reaccidon de
reduccién (grafica 5b).

Cuando se agregaron mas de 1.0 (grafica 6) equivalentes de cisteina,
se observd la disminucion de la banda en 652nm por la transformacién
de Cu ™ a cu @, ademas en la regién de 404nm, se observa como la
banda comienza a perder intensidad, por la pérdida de la transferencia

de carga S(6)2Cu™ xz-y2).
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2.0, [Casligly] + [Cisteina ]=3mM
. 404nm
\ /’/ \ Casligly 3.0mM
1.54/ |\ T Equivalentes de
Cisteina.
! 647nm 8;5
1.0 - 0.42

0.66
1.0

Absorbancia

0.0

a)

400 600 800 1000
Longitud de Onda (nm)

1 Cas ll-gly + n Cisteina.

Absorbancia.

A =652 nNnm

L ] =
x(:isteina

° - <
b 0.00.1020.304050.6 0.7 0.8O0.9 1.0
) x Fraccion molar de Cisteina.

Grafica 5.- a) Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® Il-gly a diferentes concentraciones (3mM a
1.5mM) con una diferente fraccion molar y = 0.1 a 1.0 (2.7 hasta 1.5 mM) de cys obtenidos en
medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de reaccién en un
sistema cerrado; b) grafica de absorbancia vs fraccién molar de cisteina en 652nm obtenida a partir
de la grafica a.
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[Casligly] + [Cisteina [=3mM

2-0“ 404nm
- —— Casligly 3.0mM
1.54 Equivalentes de
“ Cisteina.
1 — 1.0

15

Absorbancia

400 600 800 1000
Longitud de Onda (nm)

0.0

=

Grafica 6 .- Espectro Uv-Vis de la Casiopel'na® lI-gly a diferentes concentraciones (1.5 a 0.3mM)
con una diferente fraccion molar ¢ = 1.0 a 9.0 (1.5 hasta 3mM) de cys obtenidos en medio
amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de reacciéon en un sistema
cerrado.

Los resultados obtenidos hasta este momento en ausencia de
oxigeno indican que la primer reaccién que se lleva a cabo es la
coordinacién del azufre a la Casiopeina® con una estequiometria 1:1.
Con esta propuesta se pueden obtener los valores reales de los
coeficientes de absortividad eg52,=327.94M cm™ y £404=1076.86Mcm™,
estos valores son similares a los obtenidos en el sistema abierto molar
gue ya se habian aproximado en el sistema abierto cuyos valores fueron
€ 652= 396.4 |V|_1CI'T'\_1 Y € 404= 937.75 M_lCI’Tl_1

De manera cualitativa se ha observado que la Casiopeina® II-
gly, presentan una reaccion de adicién de cisteina, cuando se tienen

proporciones 1:1.2 en un sistema abierto y 1:1 en un sistema cerrado,
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para transformar toda la Casiopeina® presente en disolucién a la
especie  [Cu®™(4,7-dm-1,10-fen)(gly)(SH-cys)]". El  modo de
coordinacién en la especie [Cu™(4,7-dm-1,10-fen)(gly)(SH-cys)] fue
propuesto de acuerdo a los cambios observados en el estudio en
disolucion. La sustitucion del ligante secundario implicaria una adicién
en la posicién apical por cualquiera de los atomos donadores de la
cisteina, seguida de un cambio de la geometria del metal de piramide de
base cuadrada a bipiramide trigonal facilitando la ruptura de los enlaces
con el ligante secundario y la formacién de los enlaces con el nuevo
ligante. De ser posible una sustitucion del glicinato por cisteinato a
través de los atomos donadores N-O, se observaria en el espectro un
incremento en la absorbancia y un ligero desplazamiento en la longitud
de onda en la region visible a mayor o menor longitud de onda en
funcidon del sustituyente del aminoacido pero con la ausencia de la
banda de transferencia de carga alrededor de los 400 nm.

Suponiendo que la sustitucién del glicinato por el cisteinato sea
empleando los tres atomos donadores de la cisteina (N, O y S), los
angulos y las distancias de enlace no permitirian este tipo de
coordinacién pues estarian muy tensionados, haciendo que la molécula
sea inestable.

Estudios teodricos realizados por el Dr. Fernando Cortes Guzman
del Instituto de Quimica apoyan la formacién de la especie propuesta
con el estudio espectroscopico en disolucion, ademas mostraron que la
presencia de oxigeno en las disoluciones de Casiopeina® es importante
ya que acelera la reaccion de reduccién del metal.

Cuando una molécula de cisteina se pone en contacto con una
molécula de Casiopeina® hay una reaccién de adicidn de la cisteina, en

donde el atomo de azufre interacciona directamente con el atomo de
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Cu I ocupando la posicion apical del compuesto de coordinacién
desplazando a la molécula de H,O (figura 14). La especie intermediaria
se estabiliza por la formacion de puentes de hidrogeno donde participan
los grupos amino y carboxilo de ambos aminoacidos.

“

Figura 14.- Intermediario reactivo en donde se lleva a cabo la reduccién de la Casiopeina® Il-gly,
obtenido mediante calculos tedricos.

El ataque electrofilico del oxigeno hacia el atomo de azufre
coordinado promueve la ruptura del enlace Cu-S de forma homolitica
provocando la reduccion del centro metalico y la formacion del enlace
S-0. Una segunda molécula de cisteina participa en un ataque
electrofilico hacia el atomo de azufre unido al oxigeno generando una
molécula de cistina y el radical superdéxido.

Estos estudios tedricos ayudan a entender el por qué fue necesario
0.2 equivalentes mas de cisteina cuando existia oxigeno en la disolucién

para generar la maxima cantidad de especie [Cu®™ (4,7-dm-1,10-
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fen)(gly)(SH-cys)]*. El mecanismo de reduccidn en presencia de

oxigeno se muestra en la figura 15.

[Cas |I-gly-S-cys]

0 H,
Y
(o

”””"'.., 2

—_—

Figura 15.- Mecanismo propuesto de la formacion, reduccién y reduccién de la especie [Cu(”) 4,7-
dm-1,10-fen)(gly)(SH-cys)]+ en presencia de O..

La consecuencia inmediata de la reduccion del centro metalico es
el cambio en la geometria, la especie [Cu(4,7-dm-1,10-fen)(gly)(SH-

cys)]* con una geometria pirdmide de base cuadrada cambiard a una

>,



Resultados y Discusion

MEXICO

geometria tetraédrica, este cambio provoca un re-arreglo de los
ligantes, en donde el Cul® generado en disolucién preferird coordinarse
con los atomos de azufre que se encuentran en disolucién, sin embargo,
los atomo de azufre estan comprometidos en un puente disulfuro
evitando que se puedan unir con la especie [Cu-(4,7-dm-1,10-fen)]?,
el siguiente dtomo con el que el Cu'? tiene preferencia a coordinarse es
el nitrégeno, conservando en la esfera de coordinacion la fenantrolina.
Ademas de los nitrogenos de la diimina, éstos atomos donadores
pueden provenir de la cistina o del glicinato, para formar las especies
[Cu®(4,7-dm-1,10-fen)(N-glicinato)(N-cistinato)] o [Cu‘®(4,7-dm-1,10-
fen)(N-glicinato)>] 6 [Cu®(4,7-dm-1,10-fen)(N-cistinato),]. De acuerdo
a la teoria de acidos y bases duros y blandos [56] las especies que
involucran los aminoacidos coordinados por el atomo de oxigeno no
estarian favorecidas. Las especies propuestas se muestran en la figura
16.
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[Cu™{4,7-dm-1,10-fen)N-O glicinato)]
Figura 16.- Especies de Cu” propuestas.

Una vez que las especies de Cu ") propuestas son expuestas a O,
estas seran oxidadas, en esta reaccion de oxidacidon nuevamente habra
un cambio en la geometria provocando que se formen nuevas especies
las cuales seran identificadas mas adelante.

De acuerdo a lo reportado en la literatura la generacion del radical
superéxido puede provenir de la reaccién entre compuestos de Cu
reducido y oxigeno molecular aun cuando la reaccibn no es
termodinamicamente favorable de acuerdo a los valores de potencial
redox de las especies involucradas [54, 63, 64]. Se ha informado que el
mecanismo de reacciéon de (1,10-fenantrolina)>-Cu ® con O, en medio
acuoso tiene como intermediario la formacién del radical O, con una

constante de velocidad k = 5.0 £ 0.3 x 10* M'!s™! siendo un mecanismo
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de primer orden dependiente de la concentracion de [Cu®(1,10-
fenantrolina),]"y de 0, [52].

En un estudio empleando diferentes fenantrolinas y bipiridinas
sustituidas, se encontré una fuerte influencia de los grupos electro
atractores y electrodonadores en las velocidades de auto oxidacion de
complejos de Cu (, las gréaficas de pKa vs potencial y log de k donde k

hace referencia a la reaccidon de la ecuacion 7:

Cult + 0, 2 Cul}? + 05

Ecuacion 7.- Generacion de O," A partir de la reaccion de oxidacion del complejo CuL,” en
presencia de O,.

La pendiente de ambas graficas es 1.2 lo que significa que una
disminucion de 100 veces el valor de pKa para el ligante libre resulta en
un incremento en 100 veces la constante de velocidad de |la
transformacion de segundo orden. En este mismo trabajo se hizo
evidente que un impedimento estérico que evita adoptar una geometria
cuadrada para la especie de Cu (!’ disminuye sustancialmente el valor de

la k de transformacién de Cu™ a cu®[65].

Una vez que el radical superéxido se forma por la re oxidacion de
la especie de Cu®¥ este puede formar peréxido de hidrégeno. De acuerdo
a lo informado en la literatura se reporta que el radical superdoxido en
medio acuoso puede transformarse en primera instancia en radical
hidroperoxo (HO;) (ecuacion 8a) y finalmente en perdoxido de
hidrogeno (ecuacion 8b) [66].

a) H* + 05 = HO,
b)2HO, - H,0, + 0,

Ecuacion 8.- Formacion de H,O, en medio acuoso a partir de radical superéxido.
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8.2.3.-Reactividad de la Casiopeina® III-ia con cisteina en un
sistema abierto (presencia de Oz atmosférico).

Los resultados obtenidos en la reaccién entre la Casiopeina® III-
ia con cisteina muestran el comportamiento descrito anteriormente para
la Casiopeina® II-gly. El espectro de la Casiopeina® III-ia (2mM)
con una absorbancia de 0.1228 u.a en 600nm, incrementd su
absorbancia con las diferentes adiciones de cisteina, manteniendo este
comportamiento hasta 1.6 equivalentes. Una vez que se realiza la resta
de los espectros con el proceso descrito anteriormente se encontré que
la longitud de onda correspondiente a la especie [Cu(H)(4,4'—dm—2,2'—
bipi)(acac)(SH-cys)]* se encuentra en 656nm, ademas de la aparicidon
de wuna nueva banda asociada a la transferencia de carga
S(c)Cu™ 4yz.2) en 404nm (grafica 7a). Al agregar mas cisteina la
absorbancia en 656nm disminuyd al igual que la absorbancia de la
banda en 404 nm, estos cambios se producen por la reduccién de Cu ‘P
a Cu®, aunque la reduccidén no es completa con 2.0 equivalentes como

se aprecia en la grafica 7b.

Caslll-ila con Cisteina

Caslllia2mM
Equivalentes
de Cys.
0.2
0.4
— 0.6
0.8
— 1.0
1.2
— 1.4
1.6

Absorbancia

600 800 1000

Longitud de onda (nm)
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Casiopeina lll-ia con cisteina.

2.0- \_\
S = 656nm .
5 21| « 404nm] /<
C
CU L |
2 104
o {
(7]
ol \
< 051 .
0.0-
b 00 04 08 12 16 20
) Concentracion de cisteina.

Gréfica 7.- a) Espectro Uv-Vis resultado de la resta de especies Casiopeina® lll-ia (2mM) y
cisteina desde 0 hasta 1.6 equivalentes (0 a 3.2mM) obtenidos en medio amortiguado con MOPS
pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de reacciéon en un sistema abierto; b) grafica de
absorbancia vs. Concentracion de cisteina agregada (0 a 2.0 equivalentes de cys) en 656nm vy
404nm obtenida a partir de la grafica a en un sistema abierto.

La especie [Cu®®(4,4 -dm-2,2 -bipi)(acac)(SH-cys)]+ formada
con 1.6 equivalentes de cisteina que se propone en la figura 17, tiene
asociados los siguientes coeficientes de absortividad molar:
€656 = 302.31 M1 cm™ y €404 = 748.5 M! cm™!, calculados mediante la
obtencién de la pendiente en la grafica de absorbancia vs concentracién
de cisteina, ya que se considera que Unicamente hay una reaccion de
coordinaciéon entre la Casiopeina® III-ia y la cisteina con una

estequiometria 1:1.

K] NH,

[Caslll-ia-SH-cys]

©
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Figura 17 .- Especies propuestas [Cu(")(4,4'—dm—2,2'—bipi)(acac)(SH-cys)]+ de acuerdo con los
cambios observados en las sefiales de los espectros Uv-vis de la grafica 7a

8.2.3.1.- Reactividad de la Casiopeina® Ill-ia con cisteina en un
sistema cerrado (atmédsfera de N2).

En ausencia de O, el comportamiento parece ser el mismo, con la
diferencia de que el maximo cambio en los espectros se alcanza al
adicionar 1.0 equivalente de cisteina y no 1.6 equivalentes como cuando
el O, estd presente en la disolucion. La especie [Cu®(4,4"-dm-2,2"-
bipi)(acac)(SH-cys)]" hace que el maximo de absorcién aparezca hasta
649nm, presentando la banda caracteristica de transferencia de carga
S (c)2Cu (II) (di*-/%) en 404nm (grafica 8a). Cuando se agregaron
méas de 1.0 equivalente se observa la disminucién de la banda de Cu @
y la de transferencia de carga S(c)2Cu™®p2,2) hasta
desaparecer(grafica 8b), aunque lo ultimo sélo se logré al adicionar 1.8

equivalentes de cisteina.
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[Caslll-ia]+[Cisteina] =3mM

1.5+
L
1.2+ \ Caslll-ia 3.0mM
649nm Equivalentes
\ s de cys
0.9 404 Nnm [ yo.l
\ \ 0.25

Absorbancia.

0.6\ 0.42
0.3+
0.0 . . —— =
a) 400 600 800 1000
Longitud de Onda(nm)
1 Caslll-ia + n Cisteina.
0.7 - g
0.6 -
., 0.5-
.© 1
% 0.4 - .
2 0.3 -
Q A = 656
L 0-27 - xnem= 0-0.5
<< 0.1 4 ®  Xima= 0.6-1.0
0.0 e e .
b) 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
x Fraccion molar de cisteina.

Grafica 8.- a) Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® lll-ia a diferentes concentraciones (3mM a

1.5mM) con una diferente fraccion molar x = 0.1 a 1.0 (2.7 hasta 1.5 mM) de cys obtenidos en
medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de reaccién en un
sistema cerrado; b) grafica de absorbancia vs fraccién molar de cisteina en 656nm obtenida a partir
de la grafica a.

Con la seguridad de que la Unica reaccion que se lleva a cabo es la
coordinacién de la cisteina a la Casiopeina® para formar la especie
[Cu®™(4,4 -dm-2,2 "-bipi)(acac)(SH-cys)]*, es posible obtener el
coeficiente de absortividad molar calculando el valor de la pendiente en
la grafica absorbancia vs. Concentracion de Casiopeina®. Los valores
obtenidos son: egs6= 296.37 Mlcm™ y €404 =702.09 M cm™.
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8.2.4.- Caracterizacion e identificacion de los producto aislados
en la interaccion entre la Casiopeina® II-gly y Casiopeina®
III-ia con cisteina.

De acuerdo con los estudios espectroscépicos realizados siguiendo
el método de las variaciones continuas, se determind que la formacion
de una nueva especie es completa cuando el coeficiente estequiométrico
(n) de ambos reactivos en la reaccion es igual a 1. Tomando en cuenta
lo anterior, se limitd el estudio de los productos con la estequiometria
Casiopeina®: cisteina 1:1 en cantidades suficientes que permitan la
obtencion de solido suficiente para tener una caracterizacidon completa

en presencia de oxigeno.

8.2.4.1.-Interaccion entre la Casiopeina® IIgly y cisteina.

Los cambios observados al mezclar los reactivos en esta
estequiometria son los mismos que los descritos en el ensayo
espectrofotométrico. La disolucion final se llevd a sequedad
obteniéndose un sélido azul marino. Al lavar este producto con acetona
se obtiene un soélido azul pélido y una disoluciéon naranja. La disolucion
adquiere una tonalidad verde en muy poco tiempo al estar en contacto
con el oxigeno del ambiente. La disolucidén verde se lleva a sequedad

obteniendo un sdlido verde esmeralda palido.

El compuesto azul palido (AS43-1A) es insoluble en disolventes
polares y no polares. Fue caracterizado por analisis elemental,

espectroscopia IR y se determind su momento magnético efectivo.

El andlisis elemental permite sugerir la férmula minima CgH;002N2S,Cu
'2H,0 con peso molecular de 287.8 g/ mol. En el espectro IR se
identificaron bandas de vibracién en 2921, 3301 y 3238, 1618, 476, 667
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cm™, que corresponden a los grupos funcionales -CHs, -NH,, -COO",
S-S y C-S, respectivamente. EI momento magnético efectivo tiene un
valor de 1.45 MB lo que indica que el cobre se encuentra como Cu V),
Estos resultados permiten proponer que el compuesto aislado
corresponde a [Cu(cistinato)]n, como Ilos informados en la
literatura[67].

El sdolido verde esmeralda palido (AS43-1B) tiene una formula
minima Cs37H4209NeCu '3H,0O con peso molecular de 832.35 g/ mol de
acuerdo a los resultados de analisis elemental. Las bandas observadas
en el espectro de IR permiten identificar la presencia de los grupos —CHjs
(2923), -C=C (1521), -C=N (1425) y NOs3(1353), el valor de
conductividad obtenido corresponde a un electrolito 1:2, por lo que se

propone que el compuesto sea [Cu(4,7-dm-1,10-fen),] (NOs)..

Estos mismos compuestos se obtuvieron cuando se realizé la
reaccién Cu P: cisteina: 4,7-dm-1,10-fen (1:1:1). La sintesis anterior
se realizé con la finalidad de obtener el producto [Cu(4,7-dm-1,10-fen)
(cisteinato)],, sin embargo, sélo se obtuvieron el soélido azul palido y el

sOlido verde esmeralda palido antes descritos.

La asignacion de las bandas en los espectros Infrarrojo y los datos
de caracterizacién obtenidos de las reacciones entre la Casiopeina®
IIgly y los productos de la sintesis con cisteina se muestran en la tabla
9y 10.

o
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Tabla 9 .- Espectro Infrarrojo de 4000 a 400cm™ en KBr para los compuestos
aislados de la interaccién entre la Casiopeina® ll-gly y cisteina, ademas de
la sintesis Cu(ll)-(N-N)-cisteina.

Clave Compuesto cisteina fenantrolina NOs
v Vv v \% v v v v v
SH | CH; NH; | (COO) | (SS) | (C-S) | (CHa) | (C=C) | (C=N)
AS43-1A 1 [Cu(cisteinato)]n * 2921 3301 1618 476 667
3238
AS43-1B [ [cu(4,7-dm-1,10- 2923 | 1521 | 1425 | 1353
fen)]NOs
ASO8-A [Cu(cisteinato)]n * | 2924 3301 1618 476 667
3238
AS08-B [Cu(4,7-dm-1,10- 2923 | 1521 | 1425 | 1353
fen)]NOs

Tabla 10.- Datos de caracterizacion de los productos obtenidos entre la
Casiopeina® ll-gly y cisteina.

Clave del
producto
aislado

Compuesto
aislado

AE.
Exp (Cal)
% C; % N;
% H;%S

Formula

PM
g/mol

Ua eff
(MB)

AP
(Sm?/
mol)

c
)“ max

(nm)

AS43-1A

[Cu(cisteinato)],

25.42;(23.87)
9.97;(9.28)
3.94;(3.33)

17.94:(21.24)

C6H 1004N ZSZCU
"2 H,0

287.8

1.45

AS43-1B

[Cu(4,7-dm-1,10-
fen),INO;

57.10;(54.062)
12.29;(13.51)
4.57:(3.86)

C37H42,04N6Cu

832.3

1.62

154

721

AS08-A

[Cu(cisteinato)]n

25.04;(23.87)
9.69;(9.28)
3.46;(3.33)

18.75:(21.24)

CGH 1002N252CU

287.8

1.58

AS08-B

[Cu(4,7-dm-1,10-
fen),]NO;

53.44;(55.67)
9.76;(13.91)

5.55;(3.97)

C37H42,04N6Cu

832.3

1.70

260

721

* compuestos insolubles.

a valores obtenidos en soélido

b valores obtenidos de disoluciones 1mM en metanol.
¢ valores obtenidos de disoluciones 2mM en metanol.

En la figura 17 y figura 18 se representan los diagramas de flujo para

los compuestos identificados en cada una de las reacciones, en donde se puede

ver que las especies de Cu ) propuestas si sufren cambios importantes en la

esfera de coordinacion en el momento de la re oxidacion facilitado porque el

medio de reaccidon es acuoso.
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Disolucion cafe.
- H,O HN _
AS43-1A | = " °
l_ 7'\/“\ N + o
H,
- ‘ SH
Cas ll-gly [Cys]
% AS43-1B
o
NN N pors o 0 N
Y | — b
5/ h R NH;; SN Solidoverde esmeralda palido
- NH; 0 o © © ~ solubleen acetona.
[Cu(cistinato)]n

Solidoazul palido
insoluble en acetona.

[Cu(4,7-dm-1,10-fen)(NOs3):

Figura 18.- Diagrama de flujo de los productos aislados en la reaccion entre la Casiopeina® l-gly
y cisteina.

Disolucion café.

SH
cu” + + NS%O

4,7-dm-1,10-fen [cys]

; AS08-B
\\_ )
o) . o7 NHQ/ &S : 7—0\‘ ) NH, -
Sl | N \_ 7
AN \ Ly
S, ~ . /*J\\ '\‘ A AH T
/ “NFy o Xp NH, e N Solidoverde esmeralda palido
~solubleen acetona.
[Cu(cistinato)]n

Solidoazul palido
insoluble en acetona.

[Cu(4.7-dm-1,10-fen)[{NO3)2

Figura 19.- Diagrama de flujo de los productos aislados en la reaccion entre Cu(”), 4,7-dm-1,10-

fen y cisteina.
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8.2.4.2.- Interaccion entre la Casiopeina® III-ia con cisteina.

Al momento de mezclar la Casiopeina® III-ia con la cisteina, se
observaron los mismos cambios descritos que en el estudio
espectrofotométrico. Una vez mezclados los reactivos, la disolucidon se
filtrd al observar un precipitado. La fase acuosa presenta una coloracion
azul que no presenta modificaciones con el paso del tiempo, al evaporar
el disolvente se obtiene un sdlido de color azul prusia.

El sélido azul proveniente de la fase acuosa (AS47-1A) se
caracterizd encontrando una formula minima de CasgHgs022N12Cu con un
peso de 1342 g/mol asociada al compuesto [Cug
(OH)4(dmbipi)4(H20)2](NO3)4. Las bandas identificadas en IR se asocian
a la presencia de bipiridina en 1620, 1560, 1490 cm™, una banda en
1348 cm™ asociada al contra i6n nitrato y una banda mas en 3442 cm™
correspondiente al grupo -OH. La conductividad que se obtuvo fue de
220 uS correspondiente a un electrolito tipo 1:2 en metanol, lo que
sugiere que en disolucion la especie que se encuentra puede ser [Cu;
(OH)2(dmbipi)2(H20)]1(NO3)2. El pesr = 2.71 MB es tan bajo debido a la
cercania de los cuatro atomos de cobre y al consecuente acoplamiento
antiferromagnético de los electrones desapareados.

El sdlido azul (AS47-1C) obtenido al filtrar la disolucion se
caracterizo obteniendo la formula minima CgH1004N2S>Cu con un peso
molecular de 287.8 g/mol obtenidos mediante analisis elemental. En el
espectro IR se identifican las vibraciones que corresponden a los grupos
funcionales —-CHs, -NH;, -COO, -S-S, -C-S en 2921, 3301 y 3238, 1618,
476, 667 cm™* respectivamente. Corroborando el estado de oxidacién
Cu ™ con el valor de momento magnético obtenido 1.47 MB que
corresponde a un electron desapareado. Concluyendo que el compuesto

corresponde a [Cu (cistinato)]n
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Para identificar los productos propuestos anteriormente se realizo
la reacciéon Cu (NOs3)2: 4,4 -dimetil-2,2 " -bipiridina: cisteina (1:1:1)
esperando que el producto fuera [Cu (4,4 -dimetil-2,2"-
bipi)(cisteinato)]NO3, sin embargo, los productos obtenidos fueron [Cug4
(OH)4(dmbipi)4(H20)2](NO3)s (AS54) y AS54-A la cantidad de polvo
obtenido no fue suficiente para su caracterizacién, sin embargo presenté
las mismas caracteristicas del compuesto [Cu (cistinato)]n, los mismos
que se obtienen de la interaccién entre la Casiopeina® III-ia y cys. Los
datos de asignacion de las bandas en el espectro infrarrojo se muestran

en la tabla 11, en la tabla 12 se muestran los datos de caracterizacion.

Tabla 11 .- Espectroscopia infrarroja de 4000cm™ a 400cm™ en KBr para la
interaccion de Casiopeina®lll-ia + cisteina y la sintesis Cu® : 4,4"-dm-2,2"-bipi:

CysS.
Cistinato coordinado. bipiridina coordinada I’:gso

Clave Compuesto v v N

—CH —NH -Co0" - - H

CH, 2 COO0, S-S c-S 0] (C=N) (c=0) (c=0)
AS47-1A [Cu, (OH),4(dmbipi)s(H,0),](NOs), 3442 | 1620 | 1560 | 1490 | 1384
AS47-1C [Cu(cisteinato)], 2921 :;g; 1618 476 | 667 [3400
AS54-A [Cu, (OH)4(dmbipi)a(H;0),](NOs), 3442 | 16120 | 1560 | 1490 | 1384

Tabla 12.- Datos de caracterizacion de los compuestos aislados de la interaccion
con Caslll-ia y sintesis con cisteina.

A.E.
a b c
Exp (Cal) p PM A K e X max
Clave Compuesto vied Formula c
% C; % N: g/mol | (Sm?/mol) | (MB) | (nm)
% H;%S
AS47- 41.30;(40.73)
1a | [Cua (OM)(dmbEy) 11153001 87) | CagHegOroNiCus2H;0 | 1415.2 220 2.71 | 607nm
(H20),1(NOs), 4.75;(4.55)
23.80;(23.87)
AS47- o 9.51;(9.28) x x
1c [Cu(cisteinato)], 3.66+(3.33) CeH1004N,S,Cu 287.8 1.47
20.984(21.24)
41.30;(40.73)
assa | [CUa (OM)aldmbpyle | 1153001 87) | CaHegOroN1sCus2H,0 | 1415.2 220 2.72 | 607nm
(Hzo)z] (NO3)4 4_75;(4'55)

a valores obtenidos de disolucion 1mM en metanol.
b valores obtenidos en sdlido.
c valores obtenidos de disoluciones 2mM en metanol.
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Fue posible obtener monocristales adecuados para el estudio de
difraccién de rayos-X del compuesto [Cu4(OH)4(dmbipi)4(H20)2]1(NO3)4

8.2.4.2.1.-Difraccién de Rayos X del producto aislado de la
reaccion Cu(NOsz)2 + 4,4-dm-2,2"-bipi + cys.

La unidad asimétrica de este cristal estda conformada por dos
unidades [Cux(OH)»(dmbipi),(H,0)]?*, donde dmbipi = 4,4'-dimetil-2,2’-
bipiridina, unidas por dos puentes hidroxo ps-OH y p>-OH que ocupan
las posiciones axiales de dos de los atomos de cobre, en los dos dtomos
de cobre restantes las posiciones axiales estan ocupadas por moléculas
de agua, por lo que todos los iones metalicos se encuentran en una
geometria de piramide de base cuadrada ligeramente distorsionada. Las
unidades diméricas estan relacionadas por un eje de rotacidn 2. La
estructura molecular del compuesto [Cus(OH)4(dmbipi)s(H20),]1*" se
muestra en la figura 19, asi como un acercamiento a la conformacién

de silla adoptado por el sistema central Cus(OH)a.

Figura 20.- Estructura molecular del compuesto [Cu4(OH)s(dmbpy)4(H,0)4](NO3),4

El plano ecuatorial de cada atomo de cobre esta constituido por
dos nitrégenos de la 4,4 -dm-2,2 "-bipi con distancias que varian de
1.987 (4) A a 2.006(4) A y dos atomos de oxigeno de los puentes p-OH
con distancias que van de 1.915(3) A a 1.969(3) A. La distancia del

atomo de cobre con la molécula de agua en la posicion apical (Cu;-OH,)

>,
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es de 2.220(4) A, mientras que la distancia del metal con el 4tomo de
oxigeno del puente hidroxo que ocupa la posicidén apical (Cu,-OH) es de
2.346(4) A. Este Ultimo enlace es el responsable de la conformacién
tetranuclear del compuesto estudiado. La distancia Cu;-Cu, es de
2.9401 (9) A y en todos los casos el atomo de cobre estd ligeramente
desplazado del plano definido por (N-N-O-O) con distancias de 0.202 y
0.261 A. Se puede apreciar una diferencia en los dngulos de cada atomo
de cobre relacionada con el desplazamiento del metal respecto al plano
ecuatorial. Los angulos N;-Cu;-O; y N2-Cu;-0O, son 178.63 (16) y 167.73
(17) ° respectivamente, mientras que los angulos para Cu, tienen
valores N3-Cuy-0; = 172.42 (16) ° y N4-Cu,-0; = 157.02 (16) °. Con
estos valores es posible calcular la distorsidn angular que presenta cada
cobre empleando la ecuacién 1= (6-¢)/60, siendo los valores de T para
Cu; y Cuy de 0.181 y 0.256. De estos valores se observa que Cu;
presenta una mayor desviacidn de la geometria piramide de base

cuadrada ideal.

En la figura 21 y figura 22 se muestran los diagramas de los
productos obtenidos en cada una de las reacciones con cisteina, en
ambas reacciones se obtuvo un compuesto identificado como
[Cus(OH)4(dmbpy)4(H20)4](NO3)4. La formacién de este compuesto se
favorecio al adicionar NH4OH a la mezcla de reaccién hasta alcanzar un
pH de 7.4, el mismo comportamiento que se describe al agregar NaOH a
un sistema con Cu™ y dmbpy [68]. La identificacién de este compuesto
comprueba que en la reaccién de reducciéon del centro metalico el
ligante diimina se queda en la esfera de coordinacién de cobre, que al
reoxidarse forma los compuestos mostrados en las figuras citadas

anteriormente.
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Disolucion cafeé.
— ., MO HN on
AS47-1C = | e 2 AS47-1A
U\O N/ + /
o — { 0
SH
[Cas lll-ia] [Cys]
(o]
o o NH, -5 \\" e NHz s y
[. ~ P ( < 3 \_‘. /, r <
cu?’ i ot
s / ) NP NHy Sélido azul palido
NH; © °© © e soluble en agua.
[Cu(cistinato)]. HZO
Precipitadode la fase acuosa. U\OH =
/OH —
““"* o 1%
OH,

[Cua{OH)s(dmbpy)as{H20)l{NO3)4

Figura 21.- Diagrama de flujo de los productos aislados de la reaccién entre la Casiopeina® lil-ia
con cisteina.

Disolucion café.
AS54-A L
Cu2+ + / \ +
. o
4.4°-dm-2,2"-bipi [cys]
o AS54
o o NH, -5 \\"’Q_ NH; ».
. . : 57 3 i \ 57
/[ Gu?* ( \Cué‘ r
S ,- A NH, A Solido azul palido
NH; © © ° © soluble en agua.
[Cu(cistinato)]. H20
Precipitado de fase acuosa. S
LL_‘“‘OH =
__OH "
Eﬁ\ S
= OHj

[Cus{OH)a(dmbpy)s{H20)z](NO3)s
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Figura 22.- Diagrama de flujo de los productos aislados de la reaccién cu™: 4,7para la sintesis con

cisteina.
8.3.-Reactividad de la Casiopeina® II-gly y Casiopeina®
III-ia con GSH.

8.3.1.-Observaciones generales de la reactividad con glutation
reducido (GSH).

De acuerdo con los potenciales de oxidacidn-reduccion mostrados
en el diagrama 4 respecto al electrodo normal de hidréogeno para
Casiopeina® 1II-gly (E°'=147mV), Casiopeina® III-ia (E°'=
119mV)[47] vy glutatidon reducido (E=-240mV) [49], se propone que la
reaccion termodinamicamente favorecida sera la reduccion del centro
metalico, la oxidacion de GSH a GSSG vy la liberacién de dos protones

como se muestra en las ecuaciones 9a y 9b.

T o H20
o " J)
I
o o H O
- .
NH H o [Cas III-|a] [Cas "-Q'Y]
[GSSG] [Cu*2(4,4 " -dm-2,2 " -bipi) [Cu*2(4,7-dm-1,10-fen)
| (ac::lc)I]NO3 (gly)l]NO3 E(V) ENH
-0.24 To.11 To.14
[Cu*(4,4"-dm-2,2 -bipi) [Cu*(4,7-dm-1,10-fen) °
(acac)INO; (9ly)INO5
= 1
— .
S NH,
- |
\
[GSH] [Cas lIa] [Cas Il-gly]

Diagrama 4.- Potenciales redox de la Casiopeina® l-gly, Casiopeina® lll-ia'y GSH.

a) 2[Cu(4,7—dm — 1,10 — fen)(gly)]" + 2GSH + 2 e~
- 2[Cu(4,7 —dm — 1,10 — fen)(gly)] + GSSG + 2H*

b) 2[Cu(4,4” — dm — 2,2" — bipi)(acac)]™ + 2GSH + 2 e~
- 2[Cu(4,4” — dm — 2,2" — bipi)(acac)] + GSSG + 2H™
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Ecuacion 9.- Reacciones propuestas entre la Casiopeina® l-gly, Casiopeina® lll-ia'y GSH.
En las mezclas de reaccidn entre la Casiopeina® II-gly con GSH

y Casiopeina® III-ia con GSH se observd un cambio inmediato en el
color de la disolucidn de azul a amarillo. Después de un equivalente
agregado, la coloracion amarilla se intensific6 en funcion de la
concentracion de GSH permaneciendo por unos minutos en el sistema

abierto y algunas horas cuando se trataba del sistema cerrado.

8.3.2.-Reactividad de la Casiopeina® II-gly-GSH en un sistema
abierto (presencia de Oz atmosférico).

La adicidn de hasta 1.2 equivalentes de GSH a una disolucién de
Casiopeina II-gly® provocd un incremento en la absorbancia del
maximo de 612nm (grafica 9a), ademas de observarse la aparicion de
una nueva sefial en 450nm (grafica 9b).

0.30 q

Casiopeina ll-gly con GSH.

Casllgly2mM
\ Equivalentes

\ de GSH.
\ —0.2
\ 0.4
——06
0.8
—1.0
1.2

0.25

0.20

0.15

Absrbancia

0.10

0.05

0.00 T . . . ' . ;
400 600 800 1000
a) Longitud de onda (nm)

Gréfica 9 a.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® [I-gly (2mM) en la regién visible con 0 hasta 1.2
equivalentes de GSH (0 a 2.4mM); obtenidos en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 alos 30 s
después de las mezclas de reaccion en un sistema abierto
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Gréafica 10b.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® 1l-gly (2mM) en la region ultravioleta con 0 hasta
1.2 equivalentes de GSH (0 a 2.4mM); obtenidos en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30
s después de las mezclas de reaccion en un sistema abierto

En las graficas 10a y 10b, se puede observar la dependencia de
la absorbancia en funcién de la concentracién de GSH agregado al

sistema, tanto en la banda de 612nm como en la nueva senal en

450nm.

Casiopeina Il-gly con GSH. Casiopeina lI-gly con GSH.

0.20-
2.0
— 151
© e o
S 0.151 e Q \ » 450nm
® @ 1.0
i: L 13 e
S o -
) 0 0.5 "
2 o101 2 .
< 0. . -
612nm 00{ ="
a) 00 02 04 06 08 00 05 10 15 20
Equivalentes de GSH. Equivalentes de GSH.

Grafica 11.- a) Absorbancia en 612nm vs. Equivalentes de GSH de la mezcla de reaccion
Casiopeina® ll-gly (2mM) con GSH (0 a 3.6mM); b) Absorbancia en 450nm vs. Equivalentes de
GSH de la mezcla de reaccién Casiopeina® ligly (2mM) con GSH (0 a 4.0mM), todos los
espectros se obtuvieron en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las
mezclas de reaccion en un sistema abierto.
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Una vez obtenidos los espectros de las mezclas se realizd el
mismo tratamiento a los espectros que el hecho para las mezclas con
cisteina para conocer el valor de la longitud de onda en donde se
presenta el maximo de absorcion de la nueva especie. El nuevo maximo
de absorcién se encuentra desplazado hacia mayores longitudes de onda
respecto al espectro original de Casiopeina® II-gly hasta 694nm
(grafica 11a). El maximo valor de absorbancia a esta nueva longitud
de onda se alcanza al agregar 1.2 equivalentes de GSH acompanado de
la presencia de un hombro caracteristico de la transferencia de carga
S(o)dCu™ (42,2 en 450nm, ademds de esto, se registraron dos
maximos de absorcién adicionales en 337nm y 356nm asociadas a la
transferencia de carga Cu ¥ 9fenantrolina (d-z) (grafica 11b)[69]. Es
importante mencionar que las bandas de transferencia de carga soélo
pueden apreciarse al hacer el tratamiento de los espectros.
Considerando que la primera reaccién entre la Casiopeina® y GSH es la
coordinacién del dtomo de azufre al Cu ‘™™ y que los potenciales redox
de ambas especies hacen mas favorable la reaccion de reduccion,
tomando en cuenta las absorbancias registradas en 694nm se puede
decir que sdlo una pequefia cantidad de Cu ‘™ se mantiene con la
coordinaciéon del atomo de azufre del GSH (grafica 11a), mientras que
la otra fraccion esta siendo reducida después de que se coordind azufre
del GSH (grafica 11b).
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Casiopeina ligly + GSH
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Gréfica 12.- Espectros obtenidos por la resta de espectros a) Espectro Uv-Vis de la Casiogeina®
lI-gly (2mM) en la regién visible b) Espectro Uv-Vis resultado de la resta de la Casiopeina” ll-gly
(2mM) en la region ultravioleta, ambos espectros con 0 hasta 1.2 equivalentes de GSH (0 a
2.4mM); obtenidos en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de
reaccion en un sistema abierto
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La especie que se propone de acuerdo a lo observado en los

espectros hasta 1.2 equivalentes de GSH se muestra en la figura 23.

[Casll-gly-SH-GSH]

Figura 23.-Especie de Cu" propuesta de acuerdo a los cambios observados en la reaccién entre
la Casiopeina® ll-gly y GSH.

Tomando en cuenta el comportamiento lineal que se presenta en
las graficas 10a y 10b se obtiene un coeficiente de absortividad molar
aproximado en cada una de las sefales registradas asociadas a una
especie: [Cu®-4,7-dm-1,10-fen] €337nm = 825.64 Mt cm™ y e356nm =
1279.00 M1 cm??, [Ccu™(4,7-dm-1,10-fen)(gly)(SH-GSH)] €450nm =
1031.05 M cm™, esto para las transferencias de carga en la regién
ultravioleta, mientras que en la regidn visible el coeficiente es €gganm =
89.35 M* cm™ para la especie [Cu'™P(4,7-dm-1,10-fen)(gly)(SH-cys)]*.

Dado que el valor de los coeficientes de absortividad molar de
ambas especies de Cu P sélo difieren en 30 unidades y que sélo una
pequefia cantidad de especie [Cu™(4,7-dm-1,10-fen)(gly)(SH-cys)]* se
genera, solamente se observa un aparente incremento en la absorbancia
a una longitud de onda de 612 nm y no el desplazamiento hasta 694 nm
como se esperaba. Las transferencias de carga en 337 y 356 nm
asociadas a Cu ‘¥ 93fenantrolina (d-z) [69] tienen un coeficiente de
absortividad molar tan grande que son las responsables de la coloracién

amarilla de la disolucion.
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Cuando se agregaron hasta 2.0 equivalentes de GSH (grafica 12)
la banda en 694nm disminuye hasta perder la forma caracteristica
asociada a la presencia de Cu . Por otro lado, la absorbancia de la
banda entre 337 y 356nm sigue aumentando por el incremento de la
concentracién de Cu ‘¥, Un punto isosbéstico en 544nm, confirma la

presencia de las especies de Cu ™y Cu ¥ en Ia disolucion.

Casiopeina ll-gly con GSH.

2.5 |

I
W
\

Equivalentes
de GSH.
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0.0

400 600 800 1000
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Gréfica 13.- Espectro Uv-Vis resultado de la resta de la Casiopeina® Il-gly (2mM) en la regién
visible con 1.2 hasta 2.0 equivalentes de GSH (2.4 a 4.0 mM); obtenidos en medio amortiguado
con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de reaccion en un sistema abierto

8.3.2.1.-Reactividad de la Casiopeina® II-gly con GSH en un
sistema cerrado (atmosfera de N2).

Al adicionar alicuotas de GSH la absorbancia de la Casiopeina®
II-gly en 612nm disminuye de forma proporcional a la adicién de
reductor hasta alcanzar 0.42 equivalentes, esto es por la reduccién de
Cu @ 3 cu @, La presencia de estas especies provoca la aparicién de un

punto isosbéstico en 552nm (grafica 13). El hombro en 450nm indica
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la formacién de la especie [Cu'™(4,7-dm-1,10-fen)(gly)(SH-GSH)]" vy

sugiere que éste es el primer paso para que se dé el proceso de

reduccion.
[CaslIgly] +[GSH] = 3mM
1.5+ 051,
o — Casligly 3mM
Ml Equivalentes de
© _ 8 o0ad|| GSH
% 10 g | 612 nm — 01
\ 0.25
Q 0.2 \
?} — 042
O 0.5- ]
< oo 552 nm
. 6IfJ(cJ)ngitud de ondia()nm) o
0.0

400 600 800 1000
Longitud de onda (nm)

Grafica 14.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® lI-gly a diferentes concentraciones (3mM a 2.1mM)

con diferente fraccion molar y = 0.1 a 0.42 (0.3 hasta 0.9 mM) de GSH obtenidos en medio
amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de reaccién en un sistema
cerrado.

Cuando se agrega 1.0 equivalente de GSH (grafica 14), la
absorbancia aumenté y se presenta un desplazamiento del maximo
hasta 577nm; hasta este punto se propone que existan varias especies
en la disolucion. Dado el desplazamiento del maximo de absorcién hacia
menores longitudes de onda (577nm) se sugiere la formacién de la
especie [Cu'™(4,7-dm-1,10-fen)(N-O-GSSG)] como producto de la
sustituciéon de la glicina por el glutation oxidado. Ademas, por la
presencia de la sefial en 450 nm debe existir la especie [Cu‘'™®(4,7-dm-
1,10-fen)(gly)(SH-cys)]*, asi como una especie de Cu ‘¥ asociada a la
sefial de 336 y 357 nm [69](grafica 15).
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Grafica 15.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® ll-gly a diferentes concentraciones (2.1mM a

1.5mM) con diferente fraccion molar x = 0.42 a 1.0 (0.9 hasta 1.5 mM) de GSH obtenidos en
medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de reacciébn en un

sistema cerrado.
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Grafica 16.- Espectro Uv-Vis resultado de la resta de espectros de la Casiopeina® ll-gly a
diferentes concentraciones (2.1mM a 1.5mM) con diferente fraccién molar y = 0.42 a 1.0 (0.9 hasta
1.5 mM) de GSH obtenidos en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las
mezclas de reaccion en un sistema cerrado.
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Al agregar mas de 1.0 equivalentes de GSH, la absorbancia
disminuye de manera proporcional a la concentracion de GSH en
612nm, teniendo este mismo espectro una banda intensa en 404nm,
asociada a la transferencia de carga Cu -fenantrolina (d-x)
[69](grafica 16). La grafica 17 muestra la desaparicion de la sefal de
Cu ™ después de 1.0 equivalentes de GSH (0.5 fraccidn molar) hasta

ser practicamente de cero.

[Casligly] +[GSH] = 3mM
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Casligly 3mM
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GSH
— 1.0
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Grafica 17.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® lI-gly a diferentes concentraciones (1.5mM a
0.3mM) con diferente fraccion molar x = 1.0 a 9.0 (1.5 hasta 2.7 mM) de GSH obtenidos en medio
amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de reaccién en un sistema
cerrado.

S



o Resultados y Discusion

AVFNMA DE
MEXICo

1 Casligly + n GSH
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0.054 (x ) de GSH obtenido a partir de los estudios
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0.001 "~ (3mM) y GSH (3mM).
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Las especies propuestas en la mezcla de reaccién son: [Cux™P(4,7-
dm-1,10-fen)>(N-O-GSSG)] (estructura E en la figura 24) y [Cu®)(4,7-
dm-1,10-fen)(gly)(SH-cys)]* mostrada en la figura 23 (sistema

abierto).
En resumen, las reacciones que se presentan en ambos sistemas

se muestran en la figura 24.
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Figura 24.- Propuesta de especies formadas por la reaccion entre la Casiopeina® lI-gly y GSH en
un sistema abierto y cerrado.
En la literatura se reporta el mecanismo de accion propuesto para

la reduccién del Cu™ a Cu'® por el GSH y la formacién de radical
superoxido [54] como se describe en la ecuacion 10, lo que apoya la

propuesta de re oxidacién en la figura 24.

1
GSH + CulL}? —>EGSSG + Cul? + H*

Culy + 0, - Cul}?* + 05 a
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Ecuacion 10.- Mecanismo propuesto para la formacion de radical superéxido [54].

8.3.3.- Reactividad de la Casiopeina® III-ia y GSH en un
sistema abierto (presencia de Oz atmosférico).

El espectro de la Casiopeina® III-ia (2mM) muestra una sola
seflal en 600nm. Cuando se adiciond 1.0 equivalente de GSH la
absorbancia disminuyd (grafica 18) en la misma longitud de onda, por
la transformacién de Cu ™ a cu ¥, la generacién de la especie reducida
provoca la aparicion de un punto isosbéstico en 532nm. En la region Uv
se observa la sefal deformada en 450nm aproximadamente que puede
asociarse a la transferencia de carga S(0)2Cu ™ (4.2, por la
absorbancia registrada, es probable que sélo una pequefia cantidad del
compuesto  [Cu®™(4,4"-dm-2,2 " -bipi)(acac)(SH-GSH)]* permanezca

como Cu ‘™ mientras que el resto ya ha sido reducido.

Casiopeina lll-ia con GSH

10 ] ‘ 0204
0154 ||| 532 nm Caslll-ia 2mM
| oasd |11} Equivalentes
0.8 osed 11 de GSH.
(o] ° | —0.2
.6 | _‘E 0.12 | 04
c 06 N § 0.10 ——0.6
S ‘ 2 oos- 0.8
5 O 4 ‘ 0.06 o —1.0
8 ) ‘ ‘\\ 0.04
<E 0024

0.2+

\
\ 000

T T T
600 800 1000
Longitu de Onda (nm)

0.0

400 600 800 1000 1200
Longitu de Onda (nm)

S



Y
g =]

o Resultados y Discusion

AVFNMA DE
MEXICo

Grafica 19.-Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® lll-ia (2mM) con diferentes concentraciones (0.4 a
1.0mM) de GSH obtenido en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las
mezclas de reaccion en un sistema abierto.

Cuando se agregan hasta 2.0 equivalentes de GSH, la sefal de
Cu I disminuye como se puede ver en la grafica 19, sin embargo,
como se puede observar en la grafica 20 una banda de Cu " aparece
en 794nm. A partir de 1.0 equivalente se observo la formacion de dos
puntos isosbésticos, el primero en 594nm y el segundo en 712nm. EL
primer punto isosbéstico es producto del equilibrio de especies [Cu®®
(4,4"-dm-2,2 "-bipi)(acac)(SH-GSH)1* y [Cu®(4,4"-dm-2,2"-
bipi)(acac)] reducida, el segundo corresponde al equilibrio de dos
especies de Cu M [cu™(4,4 -dm-2,2 -bipi)(acac)(SH-GSH)]* vy
[Cu™(4,4’-dmbipi),]** especie que absorbe en 730nm. Lo anterior es
propuesto en base al incremento que ambas bandas presentan en
funcion de la cantidad de GSH agregado. El incremento observado tanto
en la sefial de 450 nm como en la de 794 nm sugiere que, aunque se
estd consumiendo Cu ) por la generacién de la especie [Cu(4,4'-
dmbipi),]%*, la reaccién entre la especie de Cu ¥’ con oxigeno producira
la regeneracién de Cu ‘™ y radical superéxido, permitiendo asi que
exista Cu ‘¥ disponible para interactuar con el azufre del GSH que aun
no ha sido oxidado (grafica 20). Ademas, se debe de tomar en cuenta
que el radical superdoxido en disolucidn acuosa es capaz de
transformarse a H>O, [66], tal como se propuso en el apartado en

donde se discute la interacciédn de las Casiopeinas® con cisteina.

&



e Resultados y Discusion

AVFNMA DE
MEXICo

Casiopeina lll-ia con GSH.
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Grafica 20.-Absorbancia vs equivalentes de GSH en 600nm, los datos se obtuvieron de las
mezclas de reaccion de la Casiopel'na® [ll-ia (2mM) con diferentes concentraciones (0 a 4.0mM)
de GSH obtenido en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de

reaccion en un sistema abierto.

Casiopeina lll-ia con GSH.
2.0 Dl

— Caslll-ia 2mM
Equivalentes
de GSH.

0.14 |
\

Absorbancia

800 1000
Longitud de onda (nm)

Gréfica 21.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® Ill-ia (2mM) con diferentes concentraciones
(1.0mM a 4.0mM) de GSH obtenido en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después
de las mezclas de reaccion en un sistema abierto.
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8.3.3.1.- Reactividad de la Casiopeina® IlI-ia y GSH en un
sistema cerrado (atmdsfera de N2).

El espectro de la Casiopeina® III-ia (3mM) presenta una sefial
en 600nm que disminuyd de forma proporcional hasta 1.0 equivalentes
de GSH agregada sin mostrar desplazamientos en la longitud de onda
del maximo de absorcion. La disminucidn de la absorbancia es asociada
a la reduccién del centro metalico Cu ‘™ a cu ®(grafica 21), equilibrio
de especies que provocan un punto isosbéstico en 552nm (grafica 22),
mientras que en la regidn Uv se observa una sefial muy parecida a la
transferencia de carga S(o) @ Cu™ (4x2-y2).

Después de 1.0 equivalente de GSH agregado a la disolucién de
Casiopeina® III-ia la absorbancia debida a la presencia de Cu ™ es
practicamente cero. Mientras que la banda en 400nm también

disminuye hasta desaparecer (grafica 23).

1 Caslll-ia + n GSH.

©

[y

(6]
L

Absorbancia
o
H
o

o-oo T T T T T
00 02 04 06 08 10

y Fraccién molar de GSH

Gréafica 22.- absorbancia vs fraccion molar de GSH en 600nm obtenido en medio amortiguado con
MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de reaccién en un sistema cerrado.
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[Caslll-ia] + [GSH]= 3mM
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Grafica 23.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® [ll-ia con diferentes fracciones molares (y) (0.1 a

1.0) de GSH obtenido en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas
de reaccién en un sistema cerrado.

[Caslll-ia] + [GSH]= 3mM

3.0+
| \‘ ‘ 3mM Caslll-ia
2.5 025 | \ Equivalentes de
‘ GSH
(U- ] 0.201 ‘\ —1
'S 2.0+ K] 15
= ] g —— 233
S 154 g 4
5 | — 9.0
8 10 w‘ 3.0mM GSH
< 7
0.54] pa oo oo o0
1 Longitud de Onda (nm)
0-0 T - T T T
400 600 800 1000

Longitud de Onda (nm)

Gréfica 24.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® [ll-ia con diferentes fracciones molares (y) (1.0 a
9.0) de GSH obtenido en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas

de reaccién en un sistema cerrado.
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En resumen, las especies que se presentan en disolucidon se
muestran en la figura 25.

I,
—> [Cas lll-ia-SH-GSH] + A

A [aslhg

[GSSG]

Figura 25.- Ciclo redox en el que participa la Casiopeina® lll-ia en presencia de GSH, para los
sistemas abierto y cerrado.
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8.3.4.-Caracterizacién e identificacion de los productos aislados
en la interaccion entre la Casiopeina® II-gly y Casiopeina® III-
ia con GSH.

8.3.4.1.- Interaccién entre la Casiopeina®II-gly y GSH.

Los cambios observados en las mezclas de reaccion ya fueron
descritos en el estudio espectroscopico. En la disolucién final se observo
un sélido azul marino, el cual se filtr6 y mientras se secdé cambid su
coloracidon a azul claro. Este polvo azul se obtuvo en las reacciones Cas
II-gly + GSH y Cu(NOs3), + 4,7-dm-1,10-fen + GSH, mientras que la
mezcla de Cu(NOs); + 4,7-dm-1,10-fen + GSSG llevd a la obtencion de
un sélido azul mas intenso. Todos los sdlidos aislados de las reacciones

antes descritas son solubles Unicamente en etilenglicol.

En el espectro IR de los tres sdélidos se encontraron las bandas de
vibracion que presentan un desplazamiento importante comparando con
el GSH [70] y GSSG libre. La ausencia de la banda en 2523cm™
asociada a la vibracion v(SH) indica que el grupo -SH, se encuentra
desprotonado y oxidado de acuerdo a la banda que aparece en 539cm™
asociada a la vibracién (S-S)[71]. La banda en 3260 cm™ para la
vibracién v (NH) en el GSSG se desplaza a 3239cm™, ademas de las
frecuencias de vibracién C=0 en 1657 cm™ desplazada a 1643 cm™
asignadas al grupo carboxilato coordinado. Para la 4,7-dimetil-1,10
fenantrolina se observaron las frecuencias v (C=C) en 1523 cm™ vy
v(C=N) en 1425 cm™, lo que permite establecer la coordinaciéon de

ambos ligantes (tabla 13).
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Tabla 13.- Principales bandas de absorcién en el infrarrojo de 4000-a 400cm™ en
KBr para los productos obtenidos de la Casiopeina® Il-gly con GSH.

GSHy GSSG fenantrolina
v Y % v v
SH NH (C=0) s V) ey | (ceny | VEN)
GSH GSH 2523 3340 1657 *
GSSG GSSG * 3260 1635 534
fen 4,7-dm-1,10-fenantrolina 1508 1414 724
GSSG coordinado fenantrolina coordinada.
AS34 Casll gly + GSH * 3239 1642 538 1523 1425 725
AS35 cu™ +4,7-dm-fen+ GSH * 3240 1643 539 1523 1425 726
AS49 cu™ +4,7-dm-fen+ GSSG * 3239 1642 538 1523 1425 725

El analisis elemental para los tres compuestos muestra la formula
minima [Cu; (4,7-dm-1,10-fen),(GSSG)] ajustado con seis moléculas de
agua, con un peso molecular de 1260.3 g/mol. El momento magnético
calculado en 3.0 MB aproximadamente, indicando que se tienen dos
adtomos de Cu ™ en la molécula, al obtener el valor correspondiente
para cada electron desapareado, se encuentra que el valor esta
ligeramente por debajo del valor esperado para Cu "V, es probable que
algunos atomos de Cu ‘¥, se encuentren tan cercanos, que puedan
tener un comportamiento antiferromagnético. La cercania puede
deberse al empaquetamiento en estado sélido que pueden tener las
moléculas orientandose por efecto de las nubes de densidad electronica
de las fenantrolinas, haciendo de esta forma que los Cu @ se
encuentren cercanos, no es posible que los dtomos de Cu ™ de la
misma molécula se encuentren cercanos, pues en la estructura que se
propone, estos atomos estan impedidos estéricamente posicionando a

los d&tomos de Cu ™ en los extremos de la molécula (tabla 14).
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Tablal4 .- Caracterizacion de los productos obtenidos de la reaccion entre la
Casiopeina® Il-gly y la sintesis Cu": 4,7-dm-1,10-fen: GSH y GSSG.
AE. a | Hen(MB) | b
CO(T Ig::;to Exp (Cal) Formula /Pr‘rl\1/(|')| FMg)f por &tomo ?nmma;
% C: % N: % H:%S 9 de cu®
43.64; (45.74)
bAS34.-Casll
10.69; (11.11) CagHsyN105,01,Cu; o
gly + GSH 4.75, (5.11) 6H,0 1260.3 3.24 1.62 598
4.84; (5.08)
As35 cu™: 44.18; (45.74)
4,7'dm' 10.82 (11.11) C48H52N1052012CU2
1,10-fen. 4.72 (5.11) -6H,0 12603 3.05 1.52 598
GSH 4.87 (5.08)
Asa9 cu™: 44.16; (45.74)
4,7'dm' 10.72; (1111) CygH5,N10S,04,Cu,
1,10-fen. 4.23; (5.11) -6H,0 12603 3.11 1.55 598
GSH 4.78; (5.08)

a valores obtenidos en sélido.
b valores obtenidos en etilenglicol 1mM.

El espectro Uv-vis obtenido en etilenglicol, muestra el mismo
espectro para los tres compuestos, obteniendo un maximo de absorcién

en una longitud de onda de 598nm (grafica 24).

0.30- [CU2(4, 7'dm'1 y 1O'fen)2(GSSG)]

0.254 _~— *598nm

©
° 0.20+ —— Casligly
© — AS34
9 0.154
S AS35
8 0.10-
20

0.051

0.00 . . .

400 600 800 1000

Longitud de Onda (nm).

Gréfica 25.- Espectro Uv-Vis obtenido en etilenglicol del producto [Cu,(4,7-dm-1,10-feni),(GSSG)]
aislado de las reacciones con GSH.
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Los resultados obtenidos en la caracterizacion demuestran que el
producto final de la reaccidon entre la Casiopeina® II-gly y GSH, es la
sustitucion del ligante glicinato, por el extremo glutamil, del glutatién

oxidado como se muestra en la figura 26.

//O §—38

Figura 26.- Estructura que corresponde con el compuesto GSH [Cu,(4,7-dm-1,10-feni),(GSSG)]
aislado de las reacciones con GSH.

En los antecedentes se mencioné que la Casiopeina® II-gly
alteraba los niveles de glutatidon reducido intracelular en células H157 y
células A549 (ambas lineas celulares pertenecen a cancer de pulmoén).
Al agregar al medio glutatién reductasa los niveles de glutation reducido
no se regeneraron por completo[72], por lo que se sugeria una
interacciéon covalente entre un porcentaje de GSH con la Casiopeina®
provocando que el tiol no sea reconocido por la glutation reductasa y a
su vez regenerado. De acuerdo con la caracterizacidon del producto final
de la reaccidon entre Casiopeina® IIgly con GSH, si el producto
[Cu(4,7-dm-1,10-fen),(GSSG)] se forma dentro de la célula puede ser
el responsable de que la glutation reductasa no reconozca al GSSG.
Ademas de evitar la reduccién de GSSG, el compuesto dinuclear puede
excretarse de la célula y posteriormente eliminarse provocando un

desbalance en el sistema de defensa celular [61]. @
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8.3.4.2.- Interaccion entre la Casiopeina® Ill-ia y GSH.

Los cambios observados en la mezcla de reaccidon ya se
describieron anteriormente en el estudio espectroscopico. La mezcla
final de la reaccidon se dejo secar en el vacio obteniendo un liquido azul
rey muy denso, el cual fue lavado con éter para poder tener un sélido
azul claro.

El espectro infrarrojo del sdélido azul muestra las bandas que
pertenecen a las vibraciones v (C=C) y v (C=N) de la bipiridina
coordinada, ademds de la banda para contra ion NOs en 1384 cm™. Las
frecuencias de vibracion se asignaron de acuerdo a los valores
reportados por el grupo de trabajo, los valores se encuentran en la
tabla 15.

Tabla 15.- Principales bandas de vibracién de la Casiopeina® Ill-ia recuperada
después de su reaccion con GSH.

Clave Acetilacetonato Bipiridina coordinada NO;
Coordinado
OH v, COO v(C=N) | v(C=C) | v(C=C) | v(C-H)
AS45 3428 1560 1620 1523 1490 829 1380

Los datos de caracterizacién del polvo aislado se encuentran en la tabla
16.

Tabla 16 .- Datos de caracterizacién de las Casiopeinas® lll-ia recuperada.
AE. a a
Compuesto . PM a A N max
Exp (Cal) Férmula K eff (MB) 2
% C: % N: % H g/mol (Sm*“/mol) (nm)
. 47.48; (47.83)
re%ﬁs':r;a 9.97; (9.84) C17N.3|_|050"'19C“ 426.92 1.82 115 601
P 5.07 ;(4.96) 2

a valores obtenidos de una disoluciéon acuosa 1mM en metanol.

En el espectro de la figura 27 se muestra un comparativo entre
la Casiopeina® III-ia sin reacciéon de reduccién y Casiopeina® III-ia
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recuperada, en ella se puede ver que tienen el mismo maximo

absorcion y la misma forma.

Absorbancia

Caslll-ia + GSH

0.15- |

w

|
0.10! 601nm

—— Caslll-ia

0051 | —— AS45
0.00 : : T T

400 600 800 1000

Longitud de Onda(nm).

de

Figura 27.- Espectro Uv-Vis de la Casiopel'na® lll-ia recuperada en comparacion con una

disolucién sin reaccionar.
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8.4.-Reactividad de la Casiopeina® II-gly y Casiopeina®
III-ia con 2-mercaptoetanol.

8.4.1.-Observaciones generales para la reactividad con
2-mercaptoetanol.

Con apoyo en el los potenciales oxidacion-reduccion referidos
respecto al electrodo normal de hidrégeno reportados en el diagrama 5
para Casiopeina® II-gly (E°'=147m), Casiopeina® III-ia (E°'=
119mV) [47] y BME (E°=-240mV)[50], se encuentra que la reaccién de
reduccidén del centro metdlico es termodinamicamente favorable por la
oxidacion del B-mercaptoetanol a 2,2 -ditio-dietanol y la liberacién de

dos protones, reaccién que se muestra en las ecuaciones 11ay 11b.

\\\%\ W /;%

[Cas lll-ia] [Cas “'gly]
v e [Cu+2(4,4 -dm-2,2 " -bipi) [Cu+2(4,7-dm-1,10-fen)
[2,2"-ditio-dietanol] (acac)]NOs (@inos
i | i (V) ENH
I-0.22 lo.11 lo.14
[Cu*(4,4 -dm-2,2 "-bipi) [Cu+(4,7-dm-1,10-fen) o
H (acac)]NO;

(gly)INO; //

[BME] [Cas lll-ia] [Cas Il-gly]
Diagrama 5.- Potenciales redox de la Casiopeina® l-gly, Casiopeina® lll-ia con BME.

a) 2[Cu(4,7 —dm — 1,10 — fen)(gly)]" + 2BME + 2e~
- 2[Cu(4,7 — dm — 1,10 — fen)(gly)] + 2,2ditio — dietanol + 2H*

b) 2[Cu(4,4" — dm — 2,2" — bipi)(acac)]* + 2BME + 2 e~
- 2[Cu(4,4" — dm — 2,2" — bipi)(acac)] + 2,2ditio — dietanol + 2H™

Ecuacién 11.- Reacciones propuestas entre la Casiopeina® Il-gly, Casiopeina® lll-ia y BME.
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La adicion de BME a las disoluciones de Casiopeina® II-gly y
Casiopeina® III-ia produjo el cambio inmediato en la coloracién azul a
diferentes tonos de naranja traslicido en funcidon de la concentracidon de
BME, obteniendo después de la equivalencia una disolucion naranja
intenso traslicido, la tonalidad naranja permanece por algunos dias en
ausencia de O, de lo contrario, la tonalidad naranja se torna
nuevamente azul en cuestién de segundos. Este cambio de coloracién
muestra la importancia que tiene la presencia del oxigeno en las
mezclas de reaccidén, pues interviene en la auto oxidacién del Cu

generado.

8.4.2.-Reactividad de la Casiopeina® II-gly con
2-mercaptoetanol en un sistema abierto (presencia de O
atmosférico).

La sefal en 612nm con una absorbancia de 0.1090 perteneciente
a la Casiopeina® II-gly (2mM) disminuye su intensidad cuando se
agregan diferentes alicuotas de BME (grafica 25a), este decremento se
presenta en la misma longitud de onda y representa la reduccion del
Cu "™ a cu ® provocando la formacién de un punto isosbéstico en
572nm (grafica 25c). El comportamiento descrito se mantiene hasta
1.8 equivalentes de BME, encontrando que aun existe la sefial asociada
al Cu™ en la disolucién a pesar de estos equivalentes. El Cu'™® existente
forma el intermediario [Cu‘™(4,7-dm-1,10-fen)(gly)(SH-BME)]* que ya
no es posible observar debido a su baja absorbancia en 612 nm pero se
observa la sefial caracteristica de transferencia de carga S(c)Cu‘™ en
432nm, sefial que se intensifica en funcion de la concentracién de BME
agregado (grafica 25b). La presencia de oxigeno regenera el metal en

estado de oxidacion (II) provocando que sea susceptible a una nueva
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coordinaciéon con BME, esta regeneracidén es la que permite explicar el
comportamiento observado en las graficas 25 a, b, c, donde la
absorbancia en 612 nm disminuye en todos los equivalente de BME

agregado, mientras que en 432 nm la absorbancia incrementa.

,, Casiopeina ll-gly con BME. Casiopeina lI-gly con BME.
] 2.0
0.10- _
.§5 0.081 'é 151
S 0,06 S10
2 g
g 004 g I . <ys)
021 nm .
0.02 S| - 432nm |
0.001 , , , , 0.015 , , : ,
0.0 05 1.0 15 20 b) 0.0 0.5 1.0 15 2.0
a) Equivalentes de BME: Equivalentes de BME.

Casiopeina ligly con BME

3.0
] — Casligly 2mM
o Equivalentes
] de BME.
g —0.2
e g o 0.4
@ g ——06
E g oo 08
() \ 432nm —10
2 005 ] \
NN \/
oo —
] 1000
O . 0 I , N p— LongitLIJd de Ondal (nm) I
400 600 800 1000
C) Longitud de Onda (nm)

Grafica 26.- a) Absorbancia vs equivalentes de BME en 612nm; b) Absorbancia vs equivalentes
de BME en 432nm; los datos de las gréaficas a y b fueron obtenidos de la grafica c; c) Espectro Uv-
Vis de la Casiopeina® Il-gly (2mM) con diferentes concentraciones (0 a 2.0mM) de GSH obtenido
en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de reaccion en un
sistema abierto
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8.4.2.1.-Reactividad de la Casiopeina® II-gly con
2-mercaptoetanol en un sistema cerrado (atmédsfera de N2).

En el sistema cerrado la adicion de hasta 1.5 equivalentes de BME
presenta el mismo comportamiento que en el sistema abierto. Se
observa la disminucidon de la absorbancia en 612nm acompafiada de un
incremento en la absorbancia en 432nm (grafica 26). El consumo de
0.5 equivalentes adicionales puede deberse a la preferencia de BME a
coordinarse con la especie de Cu "’ generada que a seguir participando
en el proceso de reduccién. Lo anterior podria ayudar a explicar por qué
la banda en 432 nm aparenta un incremento constante en funcién de los
equivalentes agregados de BME, pues seria la suma de las
contribuciones de Ila transferencia de carga de las especies
Cu ®-fenantrolina (d-z) entre 300nm y 400nm, S (c)2 Cu'™ (442
entre 400nm y 450nm y S(c)= Cu® en 350nm aproximadamente [73].

20- . [Casll-gly]+[BME]= 3mM
“\ 0.5+ \ \
11 \ | Casligly 3mM
I\ \ | Equivalentes
. 159 041 || a de BME.
o \ _ \ W ——o01
(&) g 0.3 \\ | 0.25
% \ 8 ——0.42
o 1.0 N £ oo 0.66
5 \ N\ ——1.0
) | \
R ‘\ \\ 0.1
< o054 | \
\ 600 800 1000
Longitud de onda (nm)
0.0 . = ‘

400 600 800 1000
Longitud de onda (nm)

Gréfica 27.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® lI-gly a diferentes concentraciones (3mM a
1.5mM) con una diferente fraccion molar y = 0.1 a 1.0 (2.7 hasta 1.5 mM) de BME obtenidos en
medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de reaccién en un
sistema cerrado.
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Cuando se agrega una concentracién mayor a 1.0 equivalente de
de BME ambas bandas disminuyen, tanto en 612nm como en 432nm. A
diferencia del sistema abierto, en este sistema no existe O, que pueda
reaccionar con las especies de Cu (!’ para regenerar especies de Cu ‘I
susceptibles a coordinarse con BME y hacer que la banda de 432 nm

siga incrementando (grafica 27).

[Casligly] + [BME] = 3mM

0.254

Casligly 3.0mM
Equivalentes de
2-mercaptoetanol
—10
15

Absorbancia

400 600 800 1000
Longitud de Onda (nm)

Gréfica 28.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® lI-gly a diferentes concentraciones (1.5mM a
0.3mM) con una diferente fraccion molar y = 1.0 a 9.0 (1.5 mM a 3mM) de BME obtenidos en medio
amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de reaccién en un sistema
cerrado.

En la grafica 28a se puede observar la disminucién de Ila
absorbancia en 612 nm asociada a la reduccion del centro metalico
cuando se agregan diferentes fracciones molares de BME, mientras que
en la grafica 28b se observa como incrementa la sefial en 432nm por
la formaciéon de la especie [Cu™(4,7-dm-1,10-fen)(gly)(SH-BME)]*
hasta 2.5 equivalentes de BME agregado. Cuando se agregaron mas de

2.5 equivalentes de BME lo que se observa es la pérdida de la
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absorbancia por la reduccién de la especie [Cu'™(4,7-dm-1,10-

fen)(gly)(SH-BME)]".

[Casli-gly] + [BME] [Casll-gly]+[BME]
0.18- 1.24
1.04 \\
,g’ 0.124 ,gf 0.8+ \
8 S 06- \
£ 2 \\
g 0.064 § 0.4+ \
< < 021 - 432nm
0.04 /™
0.00+—— ; ; : : : : : : : : )
00 02 04 06 08 10 b 00 02 04 06 08 10
a) Fraccion molar y ) Fraccion molar y.

Grafica 29 .- a) absorbancia vs fraccién molar de la Casiopeina® lI-gly con BME desde 0 a 1.0
fraccion mol en 612nm y b) absorbancia vs fraccion molar de la Casiopel'na® lI-gly con BME desde
0 a 1.0 fraccion mol en 432nm; los datos para las gréficas se obtuvieron de las gréaficas 25 y 26.

De acuerdo con los resultados del estudio espectroscépico se
puede decir que una fraccién de la Casiopeina® II-gly es reducida por
el BME, mientras que otra fraccion presenta una reaccion de adicién por

parte del azufre del BME como se muestra en la figura 28.

o

[Casli-gly] [Casli-gly-SH-BME] 2,2 -ditio-dietanol

Figura 28.- Mecanismo propuesto de acuerdo con los cambios observados en el estudio
espectroscopico para la reduccion de la Casll-gly en presencia de BME. E
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8.4.3 Reactividad de la Casiopeina® III-ia con 2-mercaptoetanol
en un sistema abierto (presencia de Oz atmosférico).

El espectro Uv-vis de la Casiopeina® III-ia (2mM) mostré sélo
una sefal en 600nm que incrementa su absorbancia cuando se
adicionaron hasta 0.6 equivalentes de BME, la absorbancia incrementd
con un desplazamiento de la longitud de onda hasta 577nm (grafica
29a). Esto se asoci6 a la formacién de una nueva especie de Cu ‘™ con
un coeficiente de absortividad molar mayor a la Casiopeina® III-ia, lo
que provocod el desplazamiento de la longitud de onda. En la grafica
29b se observo el incremento de la absorbancia en funcion de la

concentracion de BME hasta 0.6 equivalentes de BME agregados.

Casiopeina lll-ia con BME

1.0+
577nm i
0.8 - a5 || - Caslll-ia 2.0mM
P p ‘ Equivalentes
S 5 de BME.
% 0.64 g — 0.2
Qo | 0.4
R 0.4- o
o
<
02 T I‘fz))?\gitud de OndB:‘inm)
OO T T \;\\ — T
400 600 800 1000
a) Longitud de Onda (nm)

Gréafica 30 a.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® lll-ia (2mM)con diferentes concentraciones (0 a
1.2mM) de BME obtenidos en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las
mezclas de reaccion en un sistema abierto.

>,



g

o Resultados y Discusion

AVFNMA DE
MEXICo

Casiopeina lll-ia con BME
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///
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(.E 0.14 //,//
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B 013' /,}//
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/,.//
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b) Equivalentes de BME.

Grafica 31b.-Absorbancia vs equivalentes de BME en 600nm, los datos fueron obtenidos de la
gréfica (a).

La senal que aparece entre 400nm y 450nm incrementa su
absorbancia en funcién de la cantidad de reductor agregado y presenta
la forma caracteristica de la coordinacion de un atomo de azufre al
atomo de Cu ‘D, por lo que esta deformacién en la sefial se asigna a una
transferencia de carga S (c) Cu™ (4x2-0y2).

De acuerdo con las modificaciones observadas en el espectro Uv-
vis, la especie propuesta [Cu V(4,4 "-dm-2,2 " -bipi)(acac)(SH-BME)]* se
dibuja en la figura 29.

[Caslll-ia-SH-BME]

Figura 29.-Especie [Cu (”)(4,4’-dm-2,2’-bipi)(acac)(SH-BME)r propuesta de acuerdo a los cambios
observados en el estudio.
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Después de 0.6 y hasta 1.8 equivalentes de BME, la absorbancia
disminuyd en 577nm de forma proporcional en funcion del BME
agregado (grafica 30a), por la reduccién del centro metalico Cu " a
Cu D, este equilibrio de especies trae como consecuencia la formacion
de un punto isosbéstico en 579nm. Cuando estan presentes 2.0
equivalentes el espectro ya no intersectd el punto isosbéstico, por ser
solamente una especie de Cu ?. Mientras que entre 400nm-450nm la
seflal asignada a la transferencia de carga S(c)=2>Cu (H)(dxz-dyz)
incrementd su absorbancia hasta saturarse, debido a que la presencia
de O, regenera especies de Cu™ en donde se pueden coordinar d&tomos
de azufre de BME. En la grafica 30b se observd la disminucion de la
absorbancia después de 0.6 equivalentes de BME, siendo necesario mas
de 2.0 equivalentes para reducir todo el Cu @ presente en la disolucién,
ya sea como Casiopeina® III-ia o como [Cu®(4,4"-dm-2,2"-
bipi)(acac)(SH-BME)]".

Casiopeina lll-ia con BME.

0259 \ I\ — Caslll-ia2mM
| 1)1} eoonm Equivalentes
de BVE.
— 06
08
© \
‘o
c
I,
2
(@]
(%]
0
<
0.0 T T — T
400 600 800 1000
a) Longitud de onda (nm)

Grafica 32a.- Espectro Uv-Vis de la Casiopeina’ lll-ia (2mM) con 0.6 hasta 2.0 equivalentes de
BME (1.2 a 4.0mM) obtenidos en medio amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las
mezclas de reaccidon en un sistema abierto.
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015, Casiopeina lli-ia con BME.

0.124*

o

o

©
1

Absorbancia.

0.06 - 600nm

0.0 05 1.0 15 2.0
b) Equivalentes de BME.

Grafica 33b.-Absorbancia vs. Concentracién de BME agregado, los datos fueron obtenidos de la
gréfica a.

De forma cualitativa se puede decir que la reaccién entre la
Casiopeina® III-ia y BME es la formacion de la especie [Cu®™(4,4 -
dm-2,2-bipi)(acac)(SH-BME)]" con 0.6 equivalentes de BME vy la
reduccién con 0.8 y hasta 2.0 equivalentes de BME, sin embargo, no es
suficiente para tener todo el Cu®™ reducido. Las reacciones propuestas

se muestran en la figura 30.

OH, o

2H*

—
[CasB-Ha-SH-BME] [CaslHa] [2,2"-ditio-dietanol]

Figura 30.- Mecanismo propuesto de acuerdo a lo observado en el estudio espectroscépico de la
reaccion Casiopeina® lll-iay BME en un sistema abierto.
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8.4.3.1.-Reactividad de la Casiopeina® III-ia con
2-mercaptoetanol en un sistema cerrado (atmédsfera de N2).

La adicidon de hasta 1.0 equivalente de BME provocd la disminucion
proporcional de la absorbancia en la sefial de 600nm en funcion de la
concentracion de BME en la misma longitud de onda por la reduccién de
Cu @ g cu D, equilibrio de especies que provocan la formacién de un
punto isosbéstico en 550nm.

La formacion de un hombro entre 400 y 450nm muestra la
formacion de una especie [Cu®™(4,4 -dm-2,2 -bipi)(acac)(SH-BME)]*
(grafica 31a).

Después de agregar 1.5 equivalentes de BME la absorbancia en
600nm disminuyd hasta ser practicamente cero por la transformacién
completa a Cu P (grafica 31b). Mientras que la sefial en 400nm
también disminuye hasta desaparecer.

La grafica 32 muestra la reduccién del centro metalico en
diferentes fracciones molares de BME, sin embargo el proceso que se

lleva a cabo se muestra en la figura 30.
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Absorbancia

Absorbancia.

[Caslll-ia] +[BME]=3mM

1'5 b 0.5+
—— Caslll-ia 3mM
o Equivalentes
' de BME.
© \ 600nm — 01
1.0+ g 031 \ 0.25
R 042
< 0.66
\\ 10
0.5 ] N
\\\ 550nm\
600 800 1000
Longitud de onda (nm)
0- 0 T T 7| — '7 T
600 800 1000
Longitud de onda (nm)
[CasllI-ia]+[BME]=3mM
3 -
044 “\ —— Casligly
’ Equivalentes
\ de BME.
2 A E \ ——10
g \ 3
5 \ —23
1 £ \ 4.0
\
\‘ Longitud de onda (nm)
0

600 800 1000

Longitud de onda (nm)

Gréfica 34 .- a) Espectro Uv-Vis de la Casiopeina® lll-ia a diferentes concentraciones (3mM a
1.5mM) con una diferente fraccién molar y = 0 a 1.0 (0 hasta 1.5mM) de BME; b) Espectro Uv-Vis
de la Casiopeina® lll-ia a diferentes concentraciones (1.5mM a 0.3mM) con una diferente fraccion
molar ¥ = 1.0 a 9.0 (1.5mM hasta 3mMmM) de BME, los espectros fueron obtenidos en medio
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amortiguado con MOPS pH 7.4 a los 30 s después de las mezclas de reaccién en un sistema
cerrado.

1Caslll-ia + nBME

0.20+
0.16
0.12

0.08 +

Absorbancia

0.04 -

- 600nmMm

00 02 04 06 08 10
Fraccion molar de BME ()

0.00

Grafica 35.- Absorbancia vs fraccién molar de BME en 600nm obtenida a partir de la grafica 31 a 'y
b.

En este punto es importante resaltar que la reactividad de las
Casiopeinas® frente a los tres reductores muestra un comportamiento
diferente en cuanto a la facilidad de reduccién en el sistema abierto.
Para determinar cual reductor transforma mas Casiopeina® se obtiene
la concentracién de Cu®’-SH formada con 1.0 equivalente de reductor a
partir del coeficiente de absortividad molar obtenido en el sistema
cerrado en una longitud de onda de 400 a 450 nm aproximadamente
los datos de coeficiente de absortividad molar para la Casiopeina® II-
gly son : [Cu®™(4,7-dm-1,10-fen)(gly)(SH-cys)]* = 1076.86 M! cm™;
[Cu™(4,7-dm-1,10-fen)(gly)(SH-GSH)]*= 1384.33 M cm™ y [Cu(4,7-
dm-1,10-fen)(gly)(SH-BME)]*= 756 M! cm™ y para la Casiopeina® III-
ia : [Cu™(4,4"-dm-2,2"-bipi)(acac)(SH-cys)]* = 702.09 M*! cm™ ;
[Cu™(4,4"-dm-2,2 " -bipi)(acac)(SH-GSH)]*= 782.66 M' cm™ vy
[Cu™(4,4 -dm-2,2 "-bipi)(acac)(SH-BME)]*=452 M?! cm™ . Para la

Casiopeina® IIgly se obtienen los siguientes valores 9.82 x 10> M con
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BME, 1.24 x 10* M con GSH y 7.62 x 10 M con cys, mientras que para
Casiopeina® III-ia los valores son 1.36 x 10 M con GHS, 2.82 x 10™
M con BME y 8.31 x 10™* M con cys.

Si se comparan las concentraciones de Cu M-SH entre Ia
Casiopeina® II-gly y Casiopeina® III-ia, se puede decir que la
Casiopeina® II-gly presenta una mayor transformacion de Cu‘™® a
cu), Si comparamos las concentraciones para cada Casiopeina®, se
puede ver que la Casiopeina® IIgly tiene una mayor transformacion en
presencia de BME, seguida de GSH y por ultimo con cys, mientras que la
Casiopeina ® III-ia tiene una mayor transformacién con GSH seguida
de BME y por ultimo cys.

La reaccién con cisteina es la que mas Cu™ presenta, este
comportamiento puede deberse a la velocidad de reduccién informada

como lenta en la literatura [61, 74].

8.4.4.-Caracterizacién e identificacion de los productos aislados
en la interaccién entre Casiopeina® II-gly y Casiopeina® Ill-ia
con 2-mercaptoetanol.

Con los resultados obtenidos en el estudio espectroscdpico se
determind que la reduccién de las Casiopeinas® estd en funcién de la
concentracion de BME, por lo cual se prepararon disoluciones para poder
obtener cantidades suficientes de Casiopeina® y confirmar que aunque
se tienen reacciones de adicién del 4tomo de azufre a la Casiopeina® el
producto aislado es la Casiopeina® dada la poca capacidad de
coordinacion de BME.

8.4.4.1.-Interaccion entre la Casiopeina® II-gly y SME.
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Los cambios observados al realizar a mezcla de reaccién fueron los
mismos descritos en el estudio espectroscépico. El disolvente de la
mezcla de reaccion fue evaporado, obteniendo un soélido azul con una
apariencia aceitosa, fue lavado con acetona obteniendo un soélido azul,

soluble en agua y metanol.
8.4.4.2.- Interaccién entre la Casiopeina® Ill-ia y fME.

Los cambios observados al realizar a mezcla de reaccion fueron los
mismos descritos en el estudio espectroscépico. El disolvente de Ia
mezcla de reaccidn se evaporo, obteniendo un sélido azul esmeralda que
se lavd con acetona obteniendo un sélido azul, soluble en agua y

metanol.

8.4.4.3.-Espectroscopia Infrarroja de los productos aislados
entre la Casiopeina® II-gly y Casiopeina® III-ia con SME.

En los espectros IR obtenidos de la Casiopeina® II-gly vy
Casiopeina® III-ia, se identificaron las vibraciones que pertenecen al
glicinato y la fenantrolina coordinados y al COO™ del acetilacetonato vy la
bipiridina coordinados, la sefal para el ion nitrato se encontrdé en 1384 y
1388 cm™ respectivamente. Los valores para las frecuencias de
absorciéon reportadas en la tabla 17, fueron asignados de acuerdo a los

valores reportados por el grupo de trabajo [60, 75].

Tabla 16- Datos obtenidos del andlisis Infrarrojo (4000-400cm™) de la reaccién
AS44) Casll gly + 2-mercaptoetanol y AS48) Caslll-ia + 2-mercaptoetanol.
glicina coordinada fenantrolina coordinada NO;
Compuesto OH v v vas 5 v v v v
NH, NH, COO | NH, | (c=C) (C=N) (c=C) (C=N)
Casﬁl:\'ﬂgE'yJ' 3420 | 3300 | 1650 | 649 | 1580 | 1425 872 727 | 1380
OH acac coordinado bipiridina coordinada
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v, COO v(C=N) | v(C=C) | v(C=C) | v(C-H)

Caslll-ia + BME | 3457 1590 1618 1519 1492 774 1390

Los resultados de analisis elemental confirman la formula minima
C16H1605N4Cu ‘H,0 con un peso molecular de 443.89 g/mol para la
Casiopeina® II-gly, mientras que la férmula minima obtenida para la
Casiopeina® III-ia es C;7H»00sN3;Cu-H,O y 427.91 g/mol peso
molecular. ElI momento magnético corresponde a un electrén
desapareado para la especie de Cu ™ observando la sefial que
provocan las transiciones electrdnicas en un sistema d° obteniendo los
maximos de absorcion en 604nm y 601nm respectivamente,
confirmando que se trata de un electrolito 1:1 por los valores de
conductividad obtenidos y que concuerda con la banda de NO3
observada en el espectro IR. Todos estos valores para ambas

Casiopeinas® se muestran en la tabla 18.

Tabla 17 .- Datos de caracterizacion de las Casiopeinas® después de la reaccion redox.
AE. AP
Exp (Cal) . PM Vi 2 A max
Clave Compuesto % 04 N: Formula g/mol (ME) (Sm?/ (nm)
%H;%S mol)
43.50; (43.29)
As44 Casll-gly 12.75; (12.62) CreH16NaOsCu 44389 | 1.66 | 83.6 604
4.39; (4.54) *2H,0
48.89; (43.29)
AS48 Caslll-ia 10.58; (12.62) C17H20N505Cu 42791 | 1.78 | 91.4 601
5.69; (4.54) *H,0

a valores obtenidos en sélido.
b valores obtenidos de una disolucion 1mM en metanol.
c valores obtenidos de una disolucion 2mM en metanol.

Los datos de caracterizaciéon confirman que la Casiopeina® II gly
y Casiopeina® III-ia participan en un ciclo redox, aun cuando
aparentemente el BME se coordina con la Casiopeina® III-ia (figura
32).
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Ho O
Ness,, T &
2 C / U\LD )

Figura 31.- Ciclo redox para el centro metélico de las Casiopeinas® en presencia de BME y O,
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9.- Conclusiones.

o La reactividad de las Casiopeinas® no sélo depende de su
potencial redox, también depende de la capacidad de coordinacién de
los reductores y de la estabilidad del intermediario [Casiopeina®-SH]

formado.

o La especie que se forma por la presencia de Casiopeina® II-gly y
cisteina en una relacion estequiométrica 1:1 es [Cu‘™(4,7-dm-1,10-
fen)(gly)(SH-cys)]™. Esta especie presenta una reaccion de reduccion
cuando la cisteina excede la equivalencia y la re-oxidacién del metal trae
como consecuencia la obtencion de bis quelato de fenantrolina [Cu (4,7-

dm-1,10-fen);](NOs)2, y [Cu(cistinato)], como productos finales.

. La especie [Cu™(4,4 -dm-2,2 -bipi)(acac)(SH-cys)]* se forma
por la presencia de Casiopeina® III-ia y cisteina en una relacidn
estequiométrica 1:1. Al igual que con Casiopeina® II-gly el exceso de
tiol provoca la reduccién del metal y este sistema en presencia de
oxigeno genera los productos bis quelato de fenantrolina [Cu (4,4 " -dm-
2,2 "-bipi)2]1(NO3),, y [Cu(cistinato)], .

) La formacion del compuesto identificado como [Cuz(4,7-dm-1,10-
fen),(GSSG)], puede ser una de las probables causas de la disminucion

de GSH intracelular.

. El intermediario que se forma entre la Casiopeina® II-gly y el

GSH cuando la relaciéon estequiométrica es 1:1 [Cu‘™(4,7-dm-1,10-
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fen)(gly)(SH-GSH)]* se reduce cuando se excede la relacion 1:1,
obteniendo al final de la reaccién [Cu>(4,7-dm-1,10-fen),(GSSG)].

. La Casiopeina® III-ia presenta una coordinacidn por el &tomo de
azufre de GSH, formando un intermediario [Cu‘™(4,4-dm-2,2 -
bipi)(acac)(SH-GSH)]". El intermediario formado se reduce con un
exceso de GSH. En presencia de O, el producto obtenido es huevamente

la Casiopeina® III-ia.

o La Casiopeina® II-gly al reaccionar con BME forma [Cu(4,7-dm-
1,10-fen)(gly)(SH-BME)] que se reduce al existir un exceso de BME. El
producto al final de la reaccidn en presencia de oxigeno es la

Casiopeina® II-gly.

. La Casiopeina® III-ia presenta la reduccién del centro metalico
una vez que se forma la especie [Cu‘™(4,4 -dm-2,2 -bipi)(acac)(SH-
BME)]* con un exceso de BME. El producto obtenido después de que

reacciona la especie reducida con O; es la Casiopeina® III-ia.

o En todas las reacciones se propone que la oxidacién de Cu @ es

provocada por O, formando radical superéxido (05™).
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10.-Anexo I.

A.- Espectros obtenidos en disolucion acuosa y medio amortiguado con
MOPS.

Cas ll-gly en medio amortiguador

**1 | con MOPS pH 7.4

0.4-

— Casll-gly (H,0)
—— Casll-gly (MOPS)

0.3+

0.2+

0.1+

Absorbancia.

0.0

400 500 600 700 800 900 1000 1100
Longitud de Onda (nm)

Grafica 36.- Espectro UV-vis de la Casiopeina® [I-gly (2mM) obtenido en disoluciéon acuosa y en
medio amortiguado, para comprobar que no hay cambios en el espectro por la presencia del
MOPS.

Caslll-ia en medio amortiguador

05- con MOPS a pH 7.4.
r 0.4
(&) .
% 0.3 — Caslll-ia (H,0)
2 —— Caslll-ia (MOPS)
§ 0.2
<

0.1

0.0

400 500 600 700 800 900 1000 1100
Longitud de Onda (nm)

Gréafica 37.- Espectro UV-vis de la Casiopeina® lll-ia (2mM) obtenido en disolucién acuosa y en
medio amortiguado, para comprobar que no hay cambios en el espectro por la presencia del
MOPS.
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10.1.-Espectroscopia infrarroja.

Casiopeina® II-gly preparada.
glicinato coordinado fenantrolina coordinada NO5
idnico
OH | vNH, | vNH, vas ONH, | v(C=C) | v(C=N) | v(C=C) | v(C=N)
CoO°
3414 | 3446 | 3255 | 1602 | 637 1525 1429 871 727 1384
—
X
— Cas Il-glz ' 1380
o T T T
4000 3000 2000 1000
cm™
Figura 32.-Espectro infrarrojo de la Casiopeina® lI-gly preparada.
Casiopeinas® IlI-ia preparada.
acac coordinado bipiridina coordinada NO;5™ idnico
OH Vas COO° v(C=C) | v(C=N) | v(C=C) | v(C-H)
3463 1587 1616 1525 1490 730 1384

%T

20

—— Cas lll-ia J

1380

4000

3000

cm’

Figura 33.- Espectro infrarrojo de la Casiopeina® Ill-ia preparada.

1000
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[Cu(cisteinato)]n aislados de la interaccion entre la Casiopeina® II-gly y cisteina.

cisteina
\" A% A\ A% A% A%
SH CHs NH, (CO0) (S-S) (C-S)
3301
2921 3238 1618 476 667

%T

Figura 34.- Espectro Infrarrojo del polvo azul palido (AS43-1A) obtenido de la reaccion entre
Casiopeina® ligly y cisteina.

100 -~

80 -

60 -

40

20 -

—— [Cu(cistinato)]n i

1618

4000

T T
3500 3000

T
2500

cm™

T
2000

T
1500

T
1000

[Cu(4,7-dm-1,10-fen)]NO5 aislado de la interaccién entre la Casiopeina® II-gly y
cisteina.
fenantrolina NO5
Y v v
(CHs) (C=0) (C=N)
2923 1521 1425 1353

%T

Figura 35.- Espectro Infrarrojo del polvo verde esmeralda palido (AS43-1B) obtenido de la reaccion

80 —

60 —

40

3413.555

20 +

—— [Cu(4,7-dm-1,10-fen) J(NO,), I

1353.85

4000

T
3000

entre Casiopeina® ligly y cisteina.

T
2000

cm™

T
1000
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[Cu(cisteinato)]n aislado de la sintesis Cu'’¥ 4,7-dm-1,10-fen vy cisteina.
cisteina
\" A% A% A% A% v
SH CH; NH, (CO0) (5-9) (C-95)
3301
2921 3238 1618 476 667

100 —

80 —

60 -

%NT

40 -

207 — (Cu(cisteinato)[n

1618

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm™

Figura 36.- Espectro Infrarrojo de del polvo azul pélido (AS08-A) obtenido de la reaccion entre
cu™ 4,7-dm-1,10-fen y cisteina.

Compuesto obtenido de la sintesis de Cu™ 4,7-dm-1,10-fen vy cisteina.
Clave Compuesto fenantrolina NO5
\Y v \Y
(CH3) | (C=C) | (C=N)
AS08-B | [Cu(4,7-dm-1,10-fen)]NO; | 2923 | 1521 1425 | 1353

100 ~

80

60 —

%T

40 —

— [Cu(4,7-dm-1,10-fen) J(NO,), .

20

837

o T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
cm

Figura 37.- Espectro Infrarrojo del polvo azul esmeralda palido (AS08-B) obtenido de la reaccion
entre Cu® 4,7-dm-1,10-fen y cisteina.
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[Cu,s (OH)4(dmbipi)4(H20)>1(NO5)4 obtenido de la sintesis Cu® : 4,4 -dm-2,2 "-bipi: cys.
bipiridina coordinada NO3™ ionico
_ \% N
OH v (C=N) (C=C) (C=C)
3442 1620 1560 1490 1384

[ —— [Cu,(4,4"-dm-2,2"-bipi) ,(OH) (H,0) I(NO,), .

100 +

80 —

60 —

%T

40 -

20 -

1380

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm™

Figura 38.- Espectro Infrarrojo del polvo azul palido (AS47-1A) obtenido de la reaccion entre
Casiopeina® lll-ia y cisteina.

[Cu, (OH)4(dmbipi)4(H>0),]1(NO3)4 aislado de la interaccidn de CaslII-ia + cisteina
bipiridina coordinada NOs  ionico
OH v (C=N) v(C=0C) v (C=0)
3410 1620 1560 1490 1390

%T

1390

40 -

——— [Cu(OH), (4,4 -dm-2,2"-bipi) (H,0)_1(NO_), |

20 -

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm™

Figura 39.- Espectro Infrarrojo del polvo azul pélido (AS47-1A) obtenido de la reaccion entre
Casiopeina® lll-iay cisteina.
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%T

Figura 40.- Espectro Infrarrojo del polvo azul palido (AS47-1C) obtenido de la reaccion entre

[Cu(cisteinato)], aislado de la interaccién de Caslll-ia + cisteina

Cistinato coordinado.

—CH; —NH, -C00" 5-S cS
3301
2921 2938 1618 474 667

100 —

—— [Cu(cistinato)]n Ji

1618

4000

Casiopeina® lll-iay cisteina.

T T T T
3500 3000 2500 2000

cm™

T
1500

T
1000

T
500

[Cu, (OH)4(dmbipi)a(H20)>]1(NO5)4 aislado de la sintesis Cu'™ : 4,4 -dm-2,2 "-bipi: cys.
bipiridina coordinada NOs™ ionico
_ v v
OH v (C=N) (ca0) (ca0)
3442 1620 1560 1490 1384

—— [Cu,(4,4"-dm-2,2"-bipi) (OH),(H,0) I(NO)), |

100 +

80 —

60 —

%T

40 -

20

1380

o T T T

T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
-1

cm

Figura 41.- Espectro Infrarrojo del polvo azul palido (AS54-A) obtenido de la reaccioén entre Cu (”)

4,4"-dm-2,2"-bipi y cisteina.
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[Cuy(4,7-dm-1,10-fen),(GSSG)] aislado de la sintesis e interaccién entre la CaslI-gly
y GSH.

GSSG coordinado fenanFroIma
coordinada.
AS34 Casll gly + GSH 3239 1642 538 | 1523 | 1425 | 725
AS35 Cu*? +4,7-dm-fen+ GSH 3240 1643 539 | 1523 | 1425 | 726
AS49 Cu*? +4,7-dm-fen+ GSSG 3239 1642 538 | 1523 | 1425 | 725

\ [Cu,(4,7-dm-1,10-fen), (GSSG)] I

o

100

80 -
——As34

AS35
60 f—— Asao

40 +

9% Transmitancia.

20 H

T
2000 1000

-1

cm

Figura 42.- Espectro Infrarrojo de los polvos azules obtenido de la reaccién entre: Casiopel’na® -
gly y GSH (AS34), cu®, 4,7-dm-1,10-fen, GSH (AS35) y Cu"”, 4,7-dm-1,10-fen, GSSG (AS49).

Casiopeina® III-ia recuperada después de su reaccién con GSH.
Acetilacetonato Bipiridina coordinada NO5
Coordinado idnico.
OH V,s COO v (C=N) [ v (C=C) | v (C=C) | v (C-H)
3428 1560 1620 1523 1490 829 1380

100 —

| ——— Caslll-ia recuperada |

%T

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
cm

Figura 43.- Espectro Infrarrojo del polvo azul obtenido de la reaccién entre: Casiopeina® lll-ia y
GSH (AS45).
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Casiopeina® IIgly recuperada de la reaccidn con BME

NO5”

glicina coordinada fenantrolina coordinada L -
Ionico.

\Y; \% vas 0 \% \% \% \Y;
NH, NH, | COO | NH; | (C=C) | (C=N) | (C=0) | (C=N)
3420 | 3300 | 1650 | 649 | 1580 1425 872 727 1380

100 ~

| ——— Casll-gly recuperada |

80

60 —

%T

40 4

20

o T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm™

Figura 44.- Espectro Infrarrojo la Casiopeina® lI-gly recuperada de la reaccién con BME (AS44).

Casiopeina® III-ia recuperada de la reaccién con BME.

OH acac” coordinado NO3
Vas COO° v (C=N) | v (C=C) | v (C=C) | v (C-H)

3457 1590 1618 1519 1492 774 1390

100 —

80 —

60 —

%T

40 -

20 -

—— Caslll-ia recuperada J

o T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
cm

Figura 45.- Espectro Infrarrojo de la Casiopeina® [ll-ia recuperada de la reaccion con BME (AS48).
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Los resultados aqui presentados se divulgaron parcialmente o en

su totalidad en los siguientes congresos y reunion de trabajo:

e 45° Congreso mexicano de quimica y 29° Congreso nacional
de educaciéon quimica, 18 al 22 de septiembre de 2010 en
Rivera Maya en Quintana Roo.

e II Congreso Nacional de Innovacion en Salud y Quimica
Médica, 13 al 16 de Abril de 2011 en San Miguel de Allende.

e Reunidén anual del grupo de investigacién en Casiopeinas®,

25 a 28 de noviembre de 2012, Taxco Guerrero.
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Abreviaturas

11.-Abreviaturas.

Casll-gly o Casiopeina’ ll-gly [nitrato de 4,7-
dimetil-1,10-fenantrolina glicinato de cobre

(11)]

Caslll-ia o Casiopeina® lll-ia [nitrato de 4,4-
dimetil-2,2"-bipiridina acetilacetonato de
cobre (I1)]

GSH glutation reducido
Cys cisteina.

BME B-mercaptoetanol.
GSSG glutatidn oxidado.

[Casll-gly-SH-cys] [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(glicinato)(S-cistinato)]

[Caslll-ia-SH-cys] [Cu(4,4 -dimetil-2,2"-
bipiridina)(acetilacetonato)(S-cistinato)]

[Cu (N-N),](NO3), nitrato de bis-4,7"-dimetil-
1,10-fenantrolina de cobre (II)

[Cu(cistinato)]n.
cisteinato

polimero de cobre(ll)

[Casll-gly-SH-GSH] [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(S-glutation reducido)]

OMS Organizacién mundial de la salud.
ERO Especies reactivas de oxigeno.

cis-DDP cis-diamino-dicloro-platino (ll) 6 cis-
platino

FDA Administracién de Alimentos y
Medicamentos por sus siglas en inglés.

ADN acido desoxirribonucleico.

QSAR estudios de correlacién cuantitativa
estructura-actividad

Fen 1,10-fenantrolina.

Bipi 2,2 -bipiridina

Gly glicinato

Acac acetilacetonato

Ei1/, potenciales de media onda
Fc/Fc' par ferroceno/ ferrocinio
Hela cancer cérvico-uterino humano
CHP-212 neuroblastoma
SK-N-SH neuroblastoma
HCT-15 (carcinoma de colon)
C6 glioma murino

EDTA etilediamin tetra acetato
SOD superdxido dismutasa.
DMSO dimetilsulfoxido

H157 y A549 lineas celulares de cancer de
pulmén

B16 melanoma de ratén

MB magnetones de Born.

JOB método de las variaciones continuas.
MOPS acido morfolin propanosulfénico.

u.a unidades arbitrarias.
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