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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Cancer

Céancer es el nombre que se da a un conjunto de enfermedades relacionadas en las que
se observa un proceso descontrolado en la division de las células del cuerpo. En todos los
tipos de cancer, algunas de las células del cuerpo comiezan a dividirse sin detenerse y
estos pueden diseminarse a tejidos cercanos y pueden formar masas que se llaman tumo-
res. [1].

Muchos tipos de cancer forman tumores sélidos, los cuales son masas de tejido. Los
canceres de la sangre, como las leucemias, en general no forman tumores sélidos. Existen
tumores que se pueden extender a los tejidos cercanos o los pueden invadir. Ademés, al
crecer estos tumores, algunas células cancerosas pueden desprenderse y moverse a lugares
distantes del cuerpo por medio del sistema circulatorio o del sistema linfatico y formar

nuevos tumores lejos del tumor original. [1].

1.1.1. Estadistica de la incidencia del cancer

Segtn la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es una de las principales
causas de muertes a nivel mundial (figura 1.1). En 2012, las enfermedades no transmi-
sibles causaron més de 68 % de las muertes en el mundo, lo que representa un aumento
por comparacion con el 60 % registrado en el afio 2000. Las cuatro entidades nosologicas
principales de este grupo son las enfermedades cardiovasculares, el cancer, la diabetes y
las neumopatias cronicas. Las enfermedades transmisibles, maternas, perinatales y rela-
cionadas con la nutricién causaron en conjunto un 23 % de las muertes en el mundo, y

los traumatismos, un 9% [3].



Figura 1.1: Estimado de la incidencia de cancer a nivel mundial en el 2012 (tasa por 100
000) [2].

En la figura 1.2, se muestra la incidencia y mortalidad causada por distintos tipos
de cancer, tanto en hombres como en mujeres, a nivel mundial reportado en 2012. Se
puede observar que los cidnceres que se presentan con mayor incidencia son el de pecho,

prostata, pulmoén, colon rectal, cérvico uterino y estémago.

Figura 1.2: Estimado de la incidencia y mortalidad de cancer a nivel mundial [4].



El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) reporté datos de la mor-
tandad en México en 2015, donde el panorama es similar a las estadisticas presentadas a
nivel mundial. En México el cancer, es la tercera causa de mortandad tanto en hombres
como en mujeres, presentandose en ese ano un total de 79,514 muertes por esta enferme-
dad, del cual, un 48.92 % fue por cancer de prostata, traquea, bronquios y pulmon esto
en hombres y un 51.08 % de muertes a causa de cancer de mama, cuello de utero, higado

y vias biliares intrahepatica en las mujeres [5].

1.1.2. Tratamientos contra el cancer

Expuesto lo anterior, y en busca de prevenir y combatir esta patologia se han desa-
rrollado distintas metodologias para el tratamiento del cancer, entre las mas utilizadas
se encuentran: la radioterapia, cirugia y la quimioterapia. Estos tratamientos pueden
emplearse de manera independiente o pueden combinarse segun el tipo de cancer (loca-
lizacion del tumor) o segun la carcinogénesis (desarrollo del tumor). A continuacion se

describe de manera breve cada tratamiento mencionado.

CIRUGIA: es la forma mas antigua de tratamiento de cancer y de la més exitosa en el
tratamiento de tumores solidos, no debe existir metastasis, esto para lograr retirar
por completo o en mayor parte el tumor del paciente, aumentando un buen margen

de seguridad alrededor del tumor [6].

RADIOTERAPIA: este tratamiento hace uso de radiacion ionizante (en general, lo
més utilizado son fotones de alta energia como rayos X o protones). Se trata de dar
dosis altas de estas radiaciones a células cancerosas y evitar que se propaguen. En
la actualidad se ha comenzado a implementar una fuente de protones, ya que estos
pueden liberar toda su energia en un espacio de tiempo muy concreto con lo que se

puede reducir el dano a células sanas [6].

QUIMIOTERAPIA: es la administracion de medicamentos para el tratamiento de
una enfermedad. Por lo general, para el cancer se utilizan farmacos que puedan
ser citotoxicos, citostaticos y antineoplésicos |7,8]; lo anterior, con el fin de matar,
detener o disminuir el crecimiento acelerado de células anormales, con el objetivo
de curar o tratar el cancer, aunque la seleccion de este tratamiento y de los medi-

camentos depende de la carcinogénesis del tumor.



1.1.3. Quimioterapia

Debido a los resultados obtenidos con la quimioterapia, este es uno de los tratamien-
tos mas utilizados hoy en dia contra el cancer [8]; sin embargo, muchos de los farmacos,
presentan efectos adversos; por lo que de forma paralela, ha aumentado la busqueda,
diseno y generacion de moléculas que sirvan para el tratamiento de estas patologias, de
manera que se aumente la actividad biologica de estos frente al cancer y disminuir sus

efectos toxicos.

Los quimioterapéuticos se pueden clasificar en varias categorias que puede ser: en
funcién de su mecanismo de accién, su estructura quimica, su sitio de accion o por cémo
afectan a las células malignas |7,9,10]. En 2003, un grupo de investigadores propusieron
una clasificacion segin la diana terapéutica donde el faArmaco va a ejercer su funcion [11];
por su lado, otro grupo en 2006, proponen una clasificacion basado en mecanismos bio-

logicos celulares [12].

En cuanto a su clasificacién por estructuras quimicas, ésta puede ser en: compuestos

organicos e inorganicos.

1.1.3.1. Compuestos Organicos

Los primeros farmacos aplicados para el tratamiento de esta enfermedad fueron com-
puestos orgénicos, tal como la actinomicina D y la daunorrubicina (figura 1.3). La actino-
micina D, fue el primer antibi6tico descubierto en 1940 con propiedades anticancerigenas
frentes a sarcomas, tumores de Wilms, cancer de células germinales y melanomas. La
daunorrubicina, fue el primer antibiotico de familia de las antraciclinas, que fue aislada
de la especie Streptomyces (1950) y se encontré que eran activos contra el cancer tales
como neuroblastomas y leucemia mieloide (aguda y cronica). La aparicion de esos com-
puestos y en buisqueda de su modo de accion, condujo ademés a la aparicion de varios
antibioticos antraciclinicos tales como doxorrubicina, idarubicina y pirarubicina (figura
1.3); a los cuales se les realizaron estudios para elucidar su mecanismo de accion y se
propuso que estas acridinas y antraciclinas tenian interaccion con acidos nucleicos [13].
Sin embargo estos farmacos son altamente toxicos y provocan dano al material genético,

ya que no son selectivas.
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Figura 1.3: Estructura de los compuestos orgénicos, 1) actinomicina D, 2) daunorrubicina,
3) doxorrubicina, 4) idarrubicina y 5) pirarubicina.

1.1.3.2. Compuestos Inorganicos

El uso de compuestos inorganicos para el tratamiento del cAncer ha mostrado ser otra
buena alternativa. En 1965 Barnett Rosenberg [14] estudio los efectos sobre la aplicacion
de corriente eléctrica en cultivos bacterianos; observaron que se producia una inhibicién
en el crecimiento de un cultivo de Escherichia Coli pero este no era debido a la corriente
eléctrica aplicada sino a un compuesto de platino disuelto que se generaba in situ en el
medio de cultivo, que fue identificado como Cis-platino (cis-diclorodiamminoplatinoll),
el cual ha mostrado ser efectivo en el tratamiento contra céancer avanzado de colon [15],
pulmon [16], ovario y de testiculos [17], por lo que el platino es el primer elemento meta-
lico cuyo complejo se convirtio en el primer compuesto inorganico de uso clinico frente a
esta enfermedad. Es por lo anterior, que se ha realizado la bisqueda de nuevos compues-
tos que contengan en su estructura metales como atomo central. De este modo se han
sintetizado varios compuestos inorganicos; dentro de los que se encuentran compuestos

que incluyen metales tales como: Ga, Sn, Ti, Fe, Cu, Zn, Ru, Pd, Pt y Au.

Estudios in vivo e in vitro de compuestos inorgénicos han mostrado que éstos, son

efectivos para su uso como quimioterapéuticos, por lo que actualmente algunos se en-



cuentran en fase clinica, como por ejemplo; malonato de galio (III), titanoceno, NAMI-A
(figura 1.4). El malonato de Galio (III) fue el primer compuesto de galio que entro en fase
clinica, éste se administra de forma oral y ha mostrado actividad en cancer de prostata,
mieloma, linfoma, cancer de vejiga ademas de que contribuye considerablemente a la re-
duccion de la degradacion de los huesos en la artritis reumatoide. El titanoceno, es un
compuesto que contiene titanio como atomo central, cuenta con dos cloruros en posicién
cis-, es una molécula neutra, y es un agente antineoplésico. Se encuentra en fase clinica
1, ademas no presenta nefrotoxicidad ni mielotoxicidad. El tercero, es un compuesto de
rutenio (III) que presenta actividad contra metastasis de pulmon en tumores sélidos pero

es ineficaz en la reduccién de tumores primarios [15].

Figura 1.4: Estructura de los compuestos inorganicos, 1) malonato de galio (IIT), 2)
titanoceno, 3) NAMI-A.

Como se mencion6 con anterioridad, el cisplatino es de los compuestos mas usados
en clinica. Sin embargo, pese a su alta efectividad frente a diversos tumores, se sabe que
también causa dano a células normales, lo que conlleva a efectos adversos en el organismo
como mielosupresion, nefrotoxicidad, neuropatias periféricas y ototoxicidad [9]. Pese a lo
anterior, el cisplatino abri6 un nuevo comienzo para el diseno de farmacos antitumora-
les basados en compuestos inorganicos; lo que comenzo6 con la bisqueda de analogos del
cisplatino para mejorar las propiedades de éste y disminuir los efectos adversos. Como
consecuencia surgi6 la segunda generacion con el carboplatino que presenta una menor
toxicidad y que estructuralmente intercambiaron los dos ligantes cloruros en posicion cis-
por un ligante bidentado dicarboxilico (figura 1.5) y una tercera generacién con nedapla-
tino, oxaliplatino, lobaplatino y heptaplatino que ya fueron aprobados para uso clinico

en Japon, Francia, China y Corea del sur, respectivamente.
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Figura 1.5: Estructura de analogos del cisplatino, 1) cisplatino, 2) carboplatino, 3) neda-
platino, 4) oxaliplatino, 5) lobaplatino, 6) heptaplatino.

1.1.3.2.1. Mecanismo de accién del cisplatino

Después del descubrimiento de las propiedades anticancerigenas que presentaba el
cisplatino, varias investigaciones fueron surgiendo para encontrar el mecanismo de acciéon
que enciende este efecto. El cisplatino es administrado por via intravenosa. El compuesto
neutro se difunde a través de la membrana celular, la concentracion mas baja de cloruro
dentro de la célula (~ 2-30 mM) conduce a la formacion de complejos mono- o diaqua-
diaminoplatino (IT) (figura 1.6); estas especies reaccionan facilmente con el ADN, ARN y
proteinas [18]. No obstante, se ha definido que el ADN es el blanco bioldgico del cisplatino
en las células [19,20].

Figura 1.6: Sustituciéon de los ligantes cloruros por moléculas de agua en el cisplatino.



Las moléculas de cisplatino mono- o di-sustituidas por moléculas de agua pueden ser
sustituidas por nucleéfilos mas fuertes como N-donadores, que estan presenten en las ba-
ses puricas y pirimidinicas del ADN. El platino entonces, se une covalentemente al atomo
de Nitrogeno 7 de los nucledtidos, en especial, al N7 de la guanina [21]. Mencionado
lo anterior, se investigaron detalles de las interacciones de uniéon para caracterizar los
tipos de aductos Cisplatino-ADN, dentro de los que se presentan 5 tipos de unién que
pueden ser: aductos bifuncionales que implican entrecruzamiento intra- o inter-cadenas,
aductos monofuncionales y entrecuzamientos de proteina-ADN (figura 1.7). Los princi-
pales aductos fueron los enlaces cruzados 1,2-intracadena que implican bases adyacentes,
con cis-|Pt(NH3)2d(GpG)| (cis-GG) que comprende 47-50 % de los aductos formados y
cis-[Pt(NH3)2d(ApG)| (cis-AG) que comprende otro 23-28 % [22]. Estos aductos han sido
estudiados por varias técnicas bioquimicas y biofisicas como: electroforesis en gel (23],

microscopia de fuerza atomica [24,25], RMN [26] y cristalografia de rayos X [27].

Figura 1.7: Representacion de los modos de unién del cisplatino con el ADN.



1.1.3.3. Compuestos de cobre con actividad antitumoral

A pesar del gran éxito del cisplatino en la clinica, los efectos adversos que produce y la
resistencia tumoral intrinseca o adquirida, limitan el uso del farmaco; esto ha conducido
al disenio de nuevos y mas eficaces medicamentos de platino e incluso una amplia gama
de familias de compuestos que contienen dentro de su estructura dtomos metéalicos, que

pretenden mejorar la terapia actual.

En razon a lo expuesto, la estructura del cisplatino se ha tomado como modelo para
generar nuevos compuesto de coordinaciéon que contengan metales esenciales, ya que por
si mismos, son necesarios para el buen funcionamiento del metabolismo de los seres vivos.
Los metales mas utilizados en el diseno de nuevos compuestos de coordinacién son por

ejemplo: hierro, cobalto, niquel, zinc, paladio, oro, rutenio, cobre entre otros [28].

El diseno y desarrollo de compuestos de coordinacion de cobre (II), surgieron de
implementar un metal esencial dada su presencia en el organismo y ligantes que pu-
dieran modificar las propiedades redox del metal. Estos compuestos estan registrados
y patentados bajo el nombre de Casiopeinas® [29-31]. Estos compuestos tienen una
actividad antineoplasica, que las han colocado como una nueva alternativa para ser uti-
lizado como agentes quimioterapéuticos. La casiopeina I1I-ia [Cu(4,4’-bipiridina)(1,10-

fenantrolina)|NOj se encuentra en fase clinica I en México.

Las casiopeinas® son los compuestos de coordinacién més representativos de co-
bre con potencial antitumoral [32], ya que han mostrado actividad biolégica sobre una
gran cantidad de tumores tanto in vitro, asi como in vivo [33|. La férmula general de es-
tos compuestos de coordinacion puede ser [Cu(N-N)(N-O)|NOj3 o [Cu(N-N)(O-O)|NOs,
donde N-N corresponde a bipiridinas o fenantrolinas sustituidas; N-O corresponde a
a—aminoacidato o péptidos, mientras que O-O corresponde a acetilacetonato o salici-
laldehidato (figura 1.8). El primer ligante, lo componen moléculas diminas que son do-
nadores de nitrogeno (N-N) que pueden presentar diferentes sustituyentes; y un segundo
ligante como aminoacidos (N-O) lo que hace que tengan una baja toxicidad o donadores

de oxigeno (O-O) que tienen afinidad por el cobre.
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Figura 1.8: Estructuras de la familia de casiopeinas. A) Cu[(2,2’-bipiridina)
(acetilacetonato)|NOs, B) Cu|(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)|NOs y C) Cul(1,10-
fenantrolina) (glicinato)|NOs.
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Capitulo 2
Antecedentes

La mayoria de los farmacos aludidos con anterioridad contienen blancos terapéuticos
especificos que les otorga la actividad antitumoral. En general, los quimioterapéuticos ac-
tian a nivel de ADN en las células tumorales, mientras que los anticuerpos monoclonales
y las pequenas moléculas interactiian con las proteinas, ya sea en las células tumorales o
en otros elementos. Los oligonucledtidos antisentido son los principales farmacos dirigidos
contra el mRNA [11].

2.1. Diseno racional de farmacos

El diseno racional de faArmacos es una herramienta 1til en el desarrollo actual de nue-
vos medicamentos, contribuyendo a un aumento de las posibilidades de éxito y reduciendo
costos. Sin embargo, uno de los aspectos importantes en el diseno de nuevos farmacos
es buscar un compuesto efectivo que ademas pueda tener selectividad contra las células

cancerigenas y asi minimizar los efectos toxicos en el paciente.

Muchos farmacos ejercen su accion debido a su interaccion con una macromolécula
presente en el organismo [11]. En el disenio racional de farmacos, una de las estrategias
utilizadas es conocer el sitio de accion (biomolécula con la que interactia un ligando),
debido a que la estructura tridimensional de muchas macromoléculas se conocen expe-
rimentalmente [34, 35]. Asi, conociendo la diana terapéutica o la base biologica de una
enfermedad es posible el diseno de una molécula, utilizando un mecanismo de aproxi-
macién al proceso patologico, ya que, con esto podemos definir las caracteristicas que
requiere tener la molécula nueva para que pueda interactuar con el sitio de acciéon de la
biomolécula responsable, de tal forma que modifique y se modifique asi mismo la patolo-
gia [36].
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El diseno y sintesis de diversos compuestos de coordinacion que contienen metales en
su estructura, y que son utilizados como agentes quimioterapéuticos, abri6 camino hacia
una nueva investigacion acerca de la interaccion de moléculas pequenias con el ADN; es-
tos estudios condujeron a la buisqueda de los posibles modos de interaccion de moléculas

nuevas con ADN.

2.2. Modos de interaccion de farmacos con ADN

Se ha visto que el ADN es un blanco vulnerable para la accion de los farmacos cito-
toxicos destinados a bloquear la multiplicacion de células cancerosas; por lo que se han

realizado diversos estudios con el fin de conocer la interacciéon entre el farmaco y el ADN.

Los farmacos pueden interaccionar con el ADN de varias formas, pueden ser interca-
lantes, formar enlaces covalentes, interaccionar con los surcos o romper la propia hélice,
este ultimo puede interferir con proteinas relacionadas con el ADN o modificando la
expresion de genes especificos (figura 2.1). La mayoria de los agentes anticancerigenos

actdan con uno de estos mecanismos de accion.

Figura 2.1: Clases de agentes que pueden interactuar con ADN y sus interacciones mole-
culares con ADN. [37]
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2.2.1. Interacciones covalentes con la doble hélice del ADN

Las interacciones covalentes se dan por a alquilacion del ADN. Un agente alquilante
une grupos alquilo a las bases que compone el ADN, usualmente estos reaccionan con el
N-7 de guanina y N-3 de adenina. Por lo tanto, el emparejamiento de bases del ADN es

inhibido y esto lleva a la codificacion errénea del ADN.

Esa interaccion también resulta en la alteraciéon del ADN y conlleva a la fragmenta-
cion mediante enzimas de reparacion, en sus intentos de reemplazar las bases alquiladas.
También, los alquilantes pueden formar enlaces cruzados con distintas hebras del ADN lo
que provoca una reticulacion y esta a su vez, evita que el ADN se separe para su sintesis
o transcripcion. Se puede provocar el emparejamiento erroneo de los nucledtidos que con-
ducen a mutaciones. Ejemplos de estos alquilantes son las $-haloalquilaminas (mostazas

nitrogenadas) y el cisplatino [38].

2.2.2. Interacciones no covalente con la doble hélice del ADN

El interés por comprender como interactian moléculas o farmacos con el ADN, se ha
convertido en un area de investigacion muy activa y una caracteristica importante en la
farmacologia, ya que tienen un rol importante en la optimizacion del diseno de moléculas
o farmacos mas eficientes y mas especificos hacia las células que se quieren tratar; ademas,
con menores efectos secundarios. Esta interaccion al mismo tiempo de tener importancia
en la actividad terapéutica, tiene también consecuencias sobre la toxicidad y la genoto-

xicidad de los compuestos.

2.2.2.1. Intercalacién clasica

La intercalacion de moléculas pequenas en la hélice del ADN se refiere, a la inserciéon
de la parte cromofora de una molécula que se apila entre las pares de bases adyacentes
del ADN. Este concepto fue expuesto primero por Lerman en 1961 para explicar la uniéon
de aminoacridinas al ADN. Su estudio radicé en analizar los cambios del coeficiente de
sedimentacion (disminucion) y cambios en la viscosidad (aumento). Ademés, observo que
el ADN al ser expuesto con colorantes como acridina, proflavina o naranja de acridina,

dan como resultado un alargamiento de la cadena de ADN [39].
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Numerosos estudios fisicos y quimicos han proporcionado informacién confiable sobre
los requerimientos estructurales que debe contener una molécula para que pueda inter-
calarse. Una caracteristica que se destaca es, poseer una parte planar que cubra una
superficie minima de 28 A (ligantes que tienen de 3 a 4 anillos). En la intercalacion se
observan principalmente, interacciones electrostaticas, de Van der Waals y fuerzas hidro-

fobicas entre la molécula intercalada y el ADN [40].

Entre los criterios aceptados para proponer que se lleva a cabo la intercalaciéon, son

los siguientes [41]:

= La doble hélice del ADN se alarga debido a que el farmaco se inserta entre las pares
de bases que conforman a la molécula de ADN. Esta extension se ha corroborado

mediante microscopias electronicas y de fuerza atomica [24,41,42].

= La interaccion del farmaco con el ADN conduce al desenrrollamiento local de la
doble cadena. Se ha visto que a medida de que aumente la uniéon del farmaco
intercalante, la forma superenrrollada negativa (giro a la derecha) comienza a per-
derse, hasta llegar a una forma circular natural que luego comienza a enrollarse
nuevamente pero hacia el lado contrario (superenrrolado positivo), figura 2.2. Este
comportamiento es posible evaluarlo siguiendo los cambios en el coeficiente de se-

dimentacion [43], viscosidad o movilidad en geles [43-48].

= La parte cromofora aromética del farmaco debe ser paralela a las pares de bases,
(aparentemente més o menos perpendiculares al eje de la hélice), estos estudios

pueden ser medidos mediante dicroismo circular. [49].
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Figura 2.2: Representacion de la eliminacién de la tension, saturacion y regreso a la
forma superenrrollada del ADN. (a) ADN superenrrollado, (b) las moléculas o farmacos
son insertados aleatoriamente entre las pares de bases conduciendo a un desenrrollamiento
parcial, (¢) ADN circular debido al desenrrollamiento total de la cadena, (d) y (e) regreso
hacia la forma superenrrolada opuesta (positivo). [43]

Los intercaladores generalmente causan una distorsion mas significativa de las con-
formaciones naturales del ADN, un factor que contribuye a la disrupcién de la union a
proteinas. Otras consecuencias de este tipo de interacciones son la inhibicién de enzimas,
como la ADN polimerasa, RNA polimerasa y nucleasas, dando como resultado la inhibi-
cion de la replicacion. De igual forma, se puede presentar mutagénicidad y dano al ADN

como rupturas en las cadenas [50].

2.2.2.2. Interaccién en los surcos menor y mayor

La principal diferencia entre el surco menor y el surco mayor, es el promedio del an-
cho de cada surco, con un valor de 6.0 y 11.6 A respectivamente (figura 2.3). Debido a
esta diferencia dimensional, los surcos son los principales sitios para la uniéon de muchas
proteinas que interactian con el ADN. Este tipo de interaccion se da principalmente
entre moléculas que tienen una parte planar aromatica y una parte no aromatica (cadena
lateral) [51].

El mecanismo de union se puede dividir en al menos dos partes. Primero, el agente de

union al surco sufre una transferencia hidrofoba desde el medio hasta el surco menor del
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ADN de doble cadena. Si el aglutinante del surco esta cargado positivamente, este even-
to serd acompanado por la liberacion de contraiones condensados que rodean al ADN.
Una vez en el surco menor, pueden comenzar a formar interacciones moleculares especi-

ficas, electrostaticas, atraccion de Van der Waals y formacion de enlaces de hidrogeno [52]

La formacion de cualquier complejo bimolecular contiene una contribucion de energia
libre desfavorable que resulta de la pérdida de grados de libertad de rotacion y de tras-
lacion, ya que dos reactantes forman un tinico complejo. Se espera que la contribucion
favorable del proceso de transferencia hidrofébica a la energia libre sea grande y pueda
equilibrar en gran medida la pérdida entrépica. Contribuciones favorables mas pequenas,
provienen de la contribucion del polielectrolito, que surge de la liberacion del contraion

y de la formacion de las diversas interacciones moleculares no covalentes [52].

Se han realizado estudios para comprender la interaccién de moléculas neutras y car-
gadas positivamente con los surcos. Se ha visto que estas moléculas son especificas a
algunas secuencias como es el caso de la netropsina y la distamicina, que presentan pre-
ferencia por los pares de bases adenina-timina. Por otra parte, la union al surco menor
suele implicar mayor afinidad de unién y mayor especificidad de secuencias que la uniéon
de un intercalador [52,53].

Figura 2.3: Imagen del surco menor y mayor del ADN.
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Los agentes antitumorales que se dirigen al ADN, son algunos de los agentes més
eficaces en el uso clinico y han producido aumentos significativos en la supervivencia de
pacientes con cancer cuando se usan en combinacién con fairmacos que actiian mediante
diferentes mecanismos de accion. En consecuencia, se ha dedicado mucho esfuerzo a en-
contrar agentes que sean mas selectivos. Es por eso que diversos estudios se centran en
la identificacién de blancos moleculares especificos para el cancer, con el fin de producir

una nueva generaciéon de nuevas moléculas para terapias menos toxicas.

Dentro de las técnicas utilizadas para estudiar la intercalaciéon o interacciéon en los

surcos de moléculas o farmacos con ADN son: electroforesis y espectroscopia UV-vis.

2.3. Electroforesis en gel

Es un método utilizado para separar, identificar y purificar fragmentos de ADN. Se
lleva acabo debido a la migraciéon de particulas cargadas a través de un campo eléctrico
fijo, la migracion depende tanto de la carga, como del tamano de la particula que se
emplea. La carga negativa del ADN y el ARN puede ser sometida a un campo eléctrico,
lo que hara que estos se muevan en direccion al &nodo. Si se fuerza a los acidos nucleicos
a moverse a través de un gel formado por una malla tridimensional de un polimero, como
la agarosa, la friccion hara que las moléculas de mayor tamano migren con mas lentitud,
mientras las de menor tamaifio avanzan més rapido en el gel, permitiendo que las diferen-
tes moléculas se separen en funcién de su tamano y de sus isoformas. Una disminuciéon
de la forma superenrollada que conduzca al aumento de la forma circular, es indicador

de una interaccion de tipo intercalativa entre el ADN y moléculas pequenas [38-42].

2.4. Espectroscopia electronica de UV-vis

La espectroscopia de absorcion UV-visible es una técnica empleada para detectar la
interaccion de moléculas pequenas con ADN. Dicha interaccion y la estabilidad del ADN
se estudia analizando los cambios en las medidas de los maximos de absorcion UV-visible
de la molécula, farmaco o de las moléculas de ADN. Se ha asumido que la magnitud de
estos desplazamientos podria interpretarse como un indicador de la fuerza de interaccion

entre la estructura del ADN y moléculas o farmacos [54,55].
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Dos caracteristicas principales de los espectros del ADN son los efectos "hipercromico
y efecto hipocromico"que surgen debido a un cambio en su estructura de la doble hé-
lice [56]. Cualquier cambio en la conformacion y estructura del ADN que ocurre por la
union de una molécula pequena o farmaco se traduce en cambios en su comportamiento
espectral. En la interacciéon con pequenas moléculas, cualquier desestabilizacion de la es-
tructura del ADN conduce al hipercromismo, mientras que el hipocromismo se origina de
la estabilizacion de la estructura secundaria del ADN ya sea por efectos electrostéaticos o

la intercalacion de pequenas moléculas [57,58].

En general, los espectros de absorcion de las moléculas pequenas muestran un efecto
hipocrémico (disminucion de la absorbancia) sobre la intercalacion en la doble hélice de
ADN, debido a que el modo intercalativo implica una interacciéon de apilamiento entre
el cromoforo aromatico de una molécula y el par de bases de ADN [58]. En el caso de
moléculas que puedan estarse uniendo al surco, o a la superficie externa del ADN, se
observa normalmente un efecto hipercromico, ya que, refleja los cambios correspondien-
tes del ADN en su conformaciéon y estructura después de que se produce la interaccion
complejo-ADN. El efecto hipercromico es entonces, el aumento de la absorbancia del
ADN tras la desnaturalizacion. Ademas, el efecto hipercromico surge principalmente de-
bido a la presencia de cationes cargados que se unen al ADN por atracciéon electrostatica
al grupo fosfato del esqueleto del ADN y causando asi una contracciéon y dano global a
la estructura secundaria del ADN [59].

2.5. Casiopeinas como agentes antineoplasicos

Las Casiopeinas® fueron disefiadas tomando en cuenta diferentes factores que pueden
incrementar su actividad y disminuir su toxicidad. El cobre por su parte, tiene un meca-
nismo de eliminacién natural, lo que lo hace un metal candidato a presentar una menor
toxicidad; una caracteristica méas del cobre es que puede presentar el estado de oxidaciéon
2-+ vy 1+ permitiéndole ser participes en reacciones redox tipo Fenton, que conduzca una
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), los cuales, inducen apoptosis provo-
cando a su vez la peroxidacion lipidica de la membrana celular, que a su vez disminuye la
fluidez de la membrana e inactiva el enlace entre las enzimas estructurales y la membrana,
ocasionando la pérdida de la integridad celular [60]. De forma paralela, los ligantes coor-
dinados a cobre, modulan las propiedades redox del metal; presentan diferentes grados
de hidrofobicidad y sus anillos arométicos fusionados les permiten tener interacciones de
intercalacion con el ADN [61,62].

18



Se han realizado estudios de la interaccion del ADN con compuestos de coordinacion
que contienen fenantrolina como ligante. En 1992 J. K. Barton y colaboradores, repor-
taron que para el compuesto bis (9,10-diiminafenantroquinona)(2,2’-bipirdil) de rodio
(IIT), se observé una intercalacion con el ADN, esto mediante microscopia de efecto ti-
nel (STM, por sus siglas en inglés), dicha propuesta de intercalacon fue debido a que se
present6é un aumento y hubo cambios de angulos de la doble hélice de los oligonucle6tido
implementados [62]. En 1997, este mismo grupo reporté compuestos de rutenio y rodio
con fenantrolina, y propusieron que se llevaba a cabo una intercalacion, esto debido a que
mediante espectroscopia UV-visible, se observé una disminuciéon y un desplazamiento en
la banda de absorcion, debida a la transferencia de carga metal-ligante en el espectro
electronico en la region ultravioleta (efecto hipocrémico), que es un comportamiento ca-

racteristico de la intercalacion [63].

Los ligantes, sustituyentes y el cobre como centro metalico, hacen que las Casiopeinas
sean citotoxicas [64], la cual puede estar relacionada con la actividad antitumoral [65,66].
La actividad que presentan las casiopeinas pueden estar mediadas por varios mecanismos;
como: toxicidad mitocondrial [67], generacion de ROS [68] e interaccion directa con el
ADN a través de la intercalacion [68,69].

2.5.1. Relaciéon cuantitativa de estructura-actividad (QSAR)

Se han sintetizado més de 100 casiopeinas las cuales fueron agrupadas en diez fami-
lias debido a la gran cantidad de variantes estructurales que se pueden generar, ya que
los ligantes diiminas pueden presentar distintos sustituyentes, asi mismo, el cambio en
el ligante secundario, lo que en conjunto genera una amplia gama de posibilidades es-
tructurales para este modelo de compuestos, quienes presentaran diferentes propiedades
fisicoquimicas y biolégicas. Pueden presentar diferentes geometrias siendo la cuadrada
plana 6 pirdmide de base cuadrada distorsionada las mas comunes, ésta iltima, dada la
presencia de una molécula de disolvente en posicion apical; sin embargo, también pueden
presentar geometria octaédrica distorsionada como la casiopeina II-Gly ([Cu(4,7-dimetil-
1,10-fenantrolina)(glicinato)|[NOs) (figura 2.4) que tiene las posiciones axiales ocupadas

por una molécula de disolvente (usualmente agua) y por el ién nitro [70].
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Figura 2.4: Estructura cristalina de Casiopeina Il-gly [Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(glicinato)|NOjs. [70]

Bravo-Goémez realiz6 un estudio cuantitativo de la relacion estructura actividad biolo-
gica de un conjunto de 21 casiopeinas (tabla 2.1), seleccionadas de forma que se mantuvie-
ra contante la mayor parte de la estructura [Cu(N-N)(acac)|NOs, esta serie presenta un
ligante secundario simétrico, por lo cual no existe la posibilidad de isémeros estructurales.
Estos compuestos incluyen la 2,2’bipiridina o 1,10-fenantrolina como ligantes primarios lo
que les permitio evaluar la influencia tanto de los sustituyentes como del tipo de imina.
El segundo grupo de compuestos [Cu(N-N)(gly)|NOs, comparten la fenantrolina como
primer ligante y glicinato como ligante secundario para analizar la influencia que tiene el

cambio de ligante secundario.
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Tabla 2.1: Casiopeinas estudiadas para generar el QSAR.

No. Grupo Clave del Sustituyentes Ligante.
bipiridina compuesto secundario
1 CaslII-Da H Acetilacetonato
2 CasllII-ia 4,4’-dimetil Acetilacetonato
Grupo
fenantrolina
3 CaslII-Ba H Acetilacetonato
4 Cas-4a-Mea 4-metil Acetilacetonato
5 Cas-ba-Mea 5-metil Acetilacetonato
6 CasllII-Ea 4,7-dimetil Acetilacetonato
7 CaslII-La 5,6-dimetil Acetilacetonato
8 CaslIl-Ma 3’4’7’8_. Acetilacetonato
tetrametil
9 Cas-5-Fenil 5-fenil Acetilacetonato
10 CaslII-Ha 4,7-difenil Acetilacetonato
11 CaslII-5a-Cla 5-cloro Acetilacetonato
12 CaslII-5a-NOsa 5-Nitro Acetilacetonato
13 CasVII-gly H Glicinato
14 Cas-4-Megly 4-metil Glicinato
15 Cas-5-Megly 5-metil Glicinato
16 CasllI-gly 4,7-dimetil Glicinato
17 CasVlI-gly 5,6-dimetil Glicinato
3,4,7,8- .
18 CasVII-gly totrametil Glicinato
19 Casl-gly 4,7-difenil Glicinato
20 Cas-5-Clgly 5-cloro Glicinato
21 CasV-NOs-gly 5-Nitro Glicinato

Realizaron dos anélisis principales: (1) el estudio de la influencia de los sustituyentes
en el ligante diimina sobre las propiedades fisicoquimicas como el potencial de media onda
(E12) v su relacion con la dosis letal media (DLsg) o la concentracion minima inhibitoria
(ClIs0) en varias lineas celulares tumorales como: HeLa (cancer cervico), SiHa (cervico;
células escamosas), MCF-7 (cancer de mama) y HCT-7 (células de cancer colon rectal)
v (2) el estudio de la influencia del ligante secundario cuando se cambia acetilacetonato
(acac) por glicinato (gly). Los resultados mostraron que la presencia de los anillos de la
fenatrolina es necesaria para aumentar la actividad biologica respecto a los que contenian
bipiridina como ligante. El cambio del ligante secundario (de acac a gly) tiene menor in-

fluencia sobre la actividad biolégica que los cambios en el ligando de diimina.
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Ademas, se observo que existia una relacion lineal entre la Cls y el potencial de media
onda. Estos efectos pueden deberse a la modificacion de ciertas propiedades fisicoquimi-
cas de los complejos como por ejemplo el comportamiento redox del centro metalico, la
estabilidad de la union de los ligantes secundarios o la liposolubilidad del complejo que

son aportados por los sustituyentes y ligantes de las casiopeinas.

Dada la actividad antiproliferativa in wvitro e in vivo que han presentado las casio-
peinas, se ha tratado de evidenciar los posibles mecanismos de acciéon, los cuales son

presentados a continuacion.

2.5.2. Mecanismos de accion

Entre los mecanismos de accién propuestos para las casiopeinas se encuentran:

1. Generacion de especies reactivas de oxigeno [68-73| con la oxidacion del ADN y
la degradacion del ADN [74]. Diversos ensayos experimentales muestran que cuan-
do se administra un agente reductor como acido ascérbico o [-mercaptoetanol la
degradacion de ADN es maés eficiente. En otros ensayos, se encontrd que las casio-
peinas pueden utilizar al glutation reducido como fuente de electrones para catalizar
la reaccion tipo Fenton. De este modo, el glutatiéon contribuye en la reducciéon de
Cu?* a Cu™!; con lo que se propicia la generaciéon de especies reactivas de oxigeno
tales como radicales hidroxilos (.OH) condiciendo a un dafio mitocondrial (figura
2.5) |75].

Figura 2.5: Mecanismo de accion propuesto para la Casiopeina IIgly. Glutation (GSH),
ADN mitocondrial (mtADN), cadena respiratoria mitocondrial (MCR), superoxido dis-
mutasa (SOD). [75].
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2. Toxicidad mitocondrial; se ha observado que los compuestos afectan varios sitios
mitocondriales, provocando la inhibicion de la respiracion y la sintesis de ATP, lo
que podria comprometer los procesos dependientes de la energia, como la duplica-

cion celular [67].

3. Dafo del ADN a través de la interaccién directa con Casiopeinas® que puede ser por

un mecanismo intercalativo o no intercalante junto con un dafio oxidativo [74-76].

Con el fin de mejorar la comprension del modo de interaccion molecular de las
Casiopeinas® con el ADN, han realizado diversos estudios experimentales utilizando téc-
nicas como como; electroforesis en gel [68, 69|, dicroismo circular [73], microscopia de
fuerza atomica |73, ensayo cometa [74] y fluorescencia [76]. Como resultado global de
estos experimentos se puede observar que las casiopeinas si interaccionan con ADN, y
esta interaccion es més favorable y evidente cuando se da en presencia de algin agente
reductor, ya sea, endogeno o exogeno. Las constantes de asociacion entre los compuestos
de coordinacion y ADN-TB sugieren que existe una fuerte interaccion entre ellos que
oscila entre 3.11 y 7.9x10°> M~ [77]. Ademaés, se ha observado que las casiopeinas pueden
atravesar el nicleo de las células y mantener una interaccién con el material genético

conduciendo a la degradacion de éste y llevandolo a una muerte por apoptosis |74].
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Tovar y colaboradores en 2011 obtuvieron un cristal de la casiopeina IIl-ia con el ami-
noacido adenina [Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina(acetilacetonato) (H,O)|NO3(adenina)s. Hy O]
(Figura 2.6) donde se observé la interaccion intermolecular que puede suceder entre el
compuesto ternario de cobre (II) y adenina. El modo de union que predomina en es una
interacciéon de apilamiento tipo m — 7 * entre los ligantes de la casiopeina® y dos molé-

culas de adeninas |78§].

(a) (b)

Figura 2.6: (a) Empaquetamiento del cristal; (A) moléculas de casiopeina IIl-ia, (B)
moléculas de adenina. (b) aducto entre la casiopeina y dos moléculas de adenina. [78].

Si bien se han realizado aproximaciones del modo de interacciéon de los compuestos
de cobre con el ADN, atn se desconoce, experimentalmente, si los compuestos sufren
realmente una intercalacion entre los pares de bases del ADN. No obstante, se cuenta con
distintos estudios tedricos donde el objetivo principal fue elucidar los modos de unién o

de interaccién que estos compuestos de coordinacién presentan con el ADN.

2.5.3. Estudios tedricos

En 2011 Galindo y colaboradores [79], realizaron un estudio teérico donde busco ana-
lizar como se lleva a cabo la interaccion entre las 21 casiopeinas estudiadas en el QSAR
y los pares de bases adenina, timina, guanina y citosina, para este estudio tomaron como
referencia los datos cristalograficos de la interaccion de la casiopeina® Ill-ia y adeni-
na [78|. Los calculos fueron realizados mediante la obtencion de propiedades de densidad

electronica. Este estudio arrojo que la estabilizacién de los aductos formados entre los
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pares de bases y las casiopeinas se debe a la deficiencia electronica del ligante diimina que
es compensada por la transferencia de electrones de la adenina por interacciones ™ — m,
mientras que el cobre pierde densidad electréonica que es ganada por el atomo de oxigeno
de una molécula de agua (Figura 2.7). Por otro lado, obtuvieron que la afinidad de las

casiopeinas por las bases del ADN tiene el siguiente orden C' > G > A~ T.

Figura 2.7: Grafico molecular de la interacciéon de apilamiento entre las Casiopeina I1l-ia
|Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina) (acetilacetonato)|NO3 y adenina. [79]

En 2012, Galindo [80] mediante optimizaciones de geometrias, seguidas por un analisis
topologico de la densidad electronica de 21 casiopeinas (tabla 2.1), permitieron definir
las interacciones especificas dentro del sitio de reconocimiento. Se observd que las casio-
peinas tienen preferencia por el surco menor debido a que la afinidad del cobre por los
grupos fosfato que impide la insercion adicional de los ligantes de la casiopeina dentro
de la cadena de ADN. Se analiz6 la densidad electronica de los ligantes y se observé que
esta disminuye y aumenta en el metal. Una coordinacion subsiguiente de un grupo fosfato
dentro de una posicion axial del 4&tomo de cobre produce una transferencia de electrones
al centro metélico que compensa la deficiencia electronica de los ligantes, al mismo tiem-
po que la desoxirribosa dona densidad electrénica por los &tomos de hidrégeno y oxigeno

axiales al ligante diiminico (figura 2.8).
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Figura 2.8: Grafico molecular de la interaccion de desoxirribosa-fosfato-casiopeina®. Ma-
pa de contorno de interacciones donador-aceptor (b) O3PO-Cu, (c) O---7 y (d) C-
H--- 7. [80]

En 2015 [81], realizaron una dindmica molecular (DM) con las 21 casiopeinas que fue-
ron estudiadas en el QSAR (tabla 2.1), debido a que se tienen datos electronicos teoricos
por los estudios antes aludidos. Donde utilizaron 10 us de tiempo de simulacion y ADN
dodecéamero (figura 2.9), este tltimo tomado de la base de datos de proteina (PDB, por
sus siglas en inglés). A continuacion, se describe cada una de los tipos de interaccion que

se obtuvieron de la dindmica mencionada.

Figura 2.9: Tipos de interaccién entre las casiopeinas y ADN, como resultados de la
dindmica molecular [81].
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Los resultados arrojados por la dinamica molecular, sugiere que el modo de inter-
accion A, es el que se presenta para la mayoria de las casiopeinas (15 compuestos), sin
embargo, este modo de interaccion no es el mas estable (energéticamente no favorecido);
esta interaccion sucede por el apilamiento de las casiopeinas con los pares de bases finales
del ADN. Al contrario, el modo de interaccién B, es el energéticamente mas favorecido,
y corresponde a una interaccion en el surco menor. Por otro lado el tipo de interaccion
C, result6 en la apertura de pares de bases en el surco menor seguido de la intercalacion
del complejo. La interaccion de tipo D, también se da en el surco menor pero aqui, uno
de los nucle6tidos terminales forma una interacciéon de apilamiento con el compuesto de
coordinacion de cobre (IT). Por tltimo, también puede darse una intercalacion cerca de

los pares de bases finales de la cadena de ADN (interaccion E).
Dados los resultados obtenidos a partir de los estudios teéricos, es de interés elucidar

experimentalmente los modos de interaccion molecular entre los 21 compuestos de coor-

dinacién mixtos de cobre (II) (Casiopeinas ®) y ADN.
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2.6. Hipotesis

Los sustituyentes de ligante primario (imina) y la naturaleza del ligante secundario
(gly, acac) de las casiopeinas influiran en la interaccion que éstas tienen con el ADN, lo
que puede permitir tener una clasificacién segiin su modo de interaccion molecular; ya

sea por intercalacion o interacciéon en los surcos.
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2.7. Objetivos

GENERAL

Evaluar la interaccion de 21 casiopeinas con ADN plasmidico (PBR322) y evaluar su

modo de unién molecular.

PARTICULARES

= Sintetizar y caracterizar las Casiopeinas de acuerdo a la sintesis de las patentes.

= Evaluar la interacciéon de los compuestos con el plasmido mediante electroforesis en

gel y clasificar los tipos de interaccion.

= Evaluar la interaccién de los compuestos con el plasmido y determinar los modos

de uniéon molecular a partir de espectroscopia electronica de UV-visible.

= Determinar si existe una correlacion entre los resultados experimentales y los resul-

tados teoricos de la dindmica molecular.
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Capitulo 3

Metodologia

3.1. Sintesis y caracterizacion

De las 21 casiopeinas a evaluar, fueron sintetizados un total de 10 compuestos de
coordinacion de acuerdo con la metodologia reportada [29-31]. Los otros 11 compuestos,
se encontraban sintetizado, empero, fueron purificados. A los 21 compuestos, se le reali-

zaron estudios de infrarrojo y anélisis elemental.

Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en el equipo Nicolet AVATAR 320 FT-IR

en un intervalo de 4000 a 400 cm ™. Los espectros de IR son presentados en el anexo A.

El anélisis elemental de cada Casiopeina se llevo a cabo determinando el porcentaje
de carbono, hidrégeno, nitrégeno y oxigeno, empleando un analizador elemental EAGER
200; todos estos anélisis se realizaron en la Unidad de Servicios de apoyo a la Investiga-
cion y a la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica, UNAM.

En la tabla (3.1), se presentan los 21 compuestos que fueron sintetizados y caracteri-

zados. Se les asignaron claves para facilitar el anélisis y compresion del trabajo.
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Tabla 3.1: Casiopeinas sinterizadas y purificadas para el uso en este trabajo.

No. Grupo Sustituyentes Ligante' Clave del

bipiridina secundario compuesto
1 H Acetilacetonato CaslIIl-Da
2 4,4’-dimetil Acetilacetonato Caslll-ia

Grupo

fenantrolina
3 H Acetilacetonato CaslII-Ba
4 4-metil Acetilacetonato Cas-4a-Mea
5 5-metil Acetilacetonato Cas-ba-Mea
6 4,7-dimetil Acetilacetonato Caslll-Ea
7 5,6-dimetil Acetilacetonato CaslII-La
8 3,4,7 8-tetrametil Acetilacetonato CaslII-Ma
9 5-fenil Acetilacetonato Cas-5-Fenil
10 4,7-difenil Acetilacetonato CaslIII-Ha
11 5-cloro Acetilacetonato CaslII-5a-Cla
12 5-Nitro Acetilacetonato  CasllI-5a-NOsa
13 H Glicinato CasVIl-gly
14 4-metil Glicinato Cas-4-Megly
15 5-metil Glicinato Cas-5>-Megly
16 4,7-dimetil Glicinato CasllI-gly
17 5,6-dimetil Glicinato CasVlI-gly
18 3,4,7,8-tetrametil Glicinato CasVIII-gly
19 4,7-difenil Glicinato Casl-gly
20 5-cloro Glicinato Cas-5-Clgly
21 5-Nitro Glicinato CasV-NO,-gly

3.2. Tratamiento del plasmido

Para realizar el estudio de electroforesis, se trabajo con ADN plasmidico PBR322 de
E. coli RRI (adquirido en Sigma-Aldrich). Se trata de un ADN de doble cadena (ds, por
sus siglas en ingles) y presenta dos isoformas, ADN superenrollado y circular, su peso
molecular es 2.9X10° Dalton y contiene 4,363 pares de bases. El plasmido fue suspendido
con 1ml de agua estéril; posteriormente, se cuantific6 espectroscopicamente suponiendo
que 1 unidad de Absorbancia a 260 nm equivale a 50 pg/mL. Ademés se empleo la relacion
de absorbancia de UV a 260 y 280 nm (Agg0/Aas0) v se obtuvo el valor de 1.81, lo cual

confirma que el plasmido estaba libre de proteinas. [54]
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3.3. Preparacion del gel de agarosa

El buffer de corrida TBE 1X (Tris, cido borico, EDTA) y el buffer de carga se pre-
pararon de acuerdo a lo descrito en la literatura [54|. La concentracion de agarosa para
todos los geles fue de 1.0 %, se colocod 0.5 g de agarosa grado electroforético en 50 ml de
TBE 0.5X, se calent6 hasta la disoluciéon completa de la agarosa, se dejo enfriar a tempe-
ratura ambiente por 5 minutos, y se anadio 5ul. de bromuro de etidio (de concentracion
10 mg/mL). Se agit6 hasta la disolucion, se vertio el gel en una camara electroforética
previamente limpia y acondicionada con un peine de 8 pozos. Posterior a la solidificacion

del gel (aproximadamente 30 minutos), se retir6 el peine y se cubrié él gel con buffer de
TBE 0.5X.

3.4. Evaluacién de la interaccién de las casiopeinas con

el ADN mediante electroforesis en gel

Los experimentos de interaccion entre las Casiopeinas-ADN se realizaron incubando
300 ng de plasmido PBR322 en ausencia o presencia de diferentes concentracion de ca-
siopeinas a un volumen de reacciéon final de 20 uL, por un tiempo de incubacion de 30
minutos y 20 horas a 37 °C. [73] Las concentraciones de Casiopeinas empleadas para este
estudio fueron 2 mM, 1 mM, 500, 100, 50, 25 y 10 uM; por lo que para la preparacion
de estas disoluciones se tenia como stock una disoluciéon de 6 mM de compuesto. A con-
tinuacion se presenta un esquema de la preparacion para cada carril (figura 3.1) y un

esquema de la metodologia que se llevo acabo para el montaje de las muestras (figura
7.1).

Figura 3.1: Preparacion de cada carril, en cada pozo se coloca 10uL. de ADN-Casiopeina
-+ 1upL de buffer de carga en cada pozo.
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Figura 3.2: Esquema de la metodologia que se llev acabo para el montaje de las muestras.

El tiempo de corrida del gel fue de 2 h 20 minutos, con una corriente constante de 90

Volts. Los acidos nucleicos se visualizaron utilizando un transiliminador de UV.

3.5. Evaluacién de la interaccién de las casiopeinas con

ADN mediante espectroscopia de UV-Vis

La espectroscopia UV-Visible fue usada para evaluar lo modos de interaccion mole-
cular que se pueden dar entre las Casiopeinas®) y el ADN, a una misma concentracion y
diferentes tiempos de incubacion a 37 °C. Para llevar a cabo este estudio, se prepararon
soluciones a las siguientes concentraciones: 20 ng/ul. de ADN + 35 uM de Casiopeina
con un volumen final de 100 ul.. Una vez obtenida la mezcla, se determiné su espectro
electronico de UV-vis a 0, 5, 10, 20, 40, 80 y 120 minutos a 37 °C de incubaciéon. El
analisis se llevo a cabo utilizando un equipo de ultravioleta-visible marca Genesys 10S

ThermoScientfic de 180 a 700 nm empleando una microcelda de cuarzo de 0.050 mL.
La metodologia anterior fue aplicada para estudiar la interaccion entre ADN-cisplatino

(alquilante |20, 24|), Bromuro de etidio (intercalador [34,82]) y Netropsina (surco me-

nor [83|), que se tendran como controles positivos.
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Capitulo 4

Resultados

4.1. Sintesis y caracterizacion de casiopeinas

En la tabla 4.1, se muestran los resultados de anélisis elemental (A.E.), esto nos per-
miti6é sugerir la formula minima y el peso molecular de las 21 casiopeina que se estudiaran

en este trabajo.
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Tabla 4.1: Conjunto de casiopeinas sinterizadas y purificadas para el uso en este trabajo.

Clave del Sustituyentes Ligante °A.E P.M Formula
No. Grupo compuesto secundario  (%C, %H, %N)  (g/mol) condensada
bipiridina
1 CaslII-Da H Acetilacetonato (4487'835.53;67.;11106934) 380.84 C15H15N305Cu
. e o 47.52;4.78;10.3
2 CaslII-ia 4,4-dimetil  Acetilacetonato (46.81:4.97:10.91) 408.89 C15H19N305Cu
Grupo
fenantrolina
3 CaslII-Ba H Acetilacetonato %180354403’;0825’ 42287 CpHyN;06CuH,0
4* Cas-4a-Ma 4-metil Acetilacetonato (44858405'44'2305'1906114) 436.9 C1gH19N306CuH,0
5* Cas-5a-Ma 5-metil Acetilacetonato (jggz’igiggi) 436.9 Ci18H19N306CuH,0O
6* CaslIII-Ea 4,7-dimetil Acetilacetonato %gﬁg’jz;’gég 450.93 C19H21N3OgCuH,0
7 CaslII-La 5,6-dimetil  Acetilacetonato (448536667}445647.;;95062) 46894 CroHyN307Cu2H,0
3,4,7,8- . 52.68;5.32;8.84
8 CaslII-Ma totrametil Acetilacetonato (52.65:5.26:8.77) 478.98 Cy1Hy3N305CuH,0
K. 10- |4
9 Casb-Fenil 5-fenil Acetilacetonato ?g;i;’g;g’g?g; 480.96 Co3H19N305Cu
10 CasITL-Ha 47-difenil  Acetilacetonato (ggigjﬁxg) 57507 CagHysNyOpCul,0
11* CasllII-5a-Cla 5-cloro Acetilacetonato (ﬁgi’ggg’ggg) 457.32 C12H16N306CuCIH,O
. . 44.7:3.23;12.07
* aa _Ra_ . B_ » ac « ’ ’
12 CaslII-5a-NOsa 5-Nitro Acetilacetonato (45.38:3.13;12.45) 449.86 C17H14N4O7Cu
. . 43.01;3.22;14.25
13 CasVII-gly H Glicinato (42.26:3.54:14.08) 397.83 C14H14N4OgCuH,0
14+ Cas-4-Megly Jemetil Glicinato (4433'0715’3'698{.1133663) 41185 CisHigN,OgCuH,0
15 Cas-5-Megly 5-metil Glicinato (442307145?38981??13366?3 411.85 C1sH16N,06CuH,0
L . 43.07:4.32;12.92
16 CasllI-gly 4,7-dimetil Glicinato (43.29;4.5%;12.62) 443.89 C16H29N4O7Cu2H,0
17 CasVl-gly 5,6-dimetil Glicinato é%i%iz%llé%%) 425.88 C16H18N4OCuH,0
_ 3,4,7,8- o 43.75;4.35;12.92
18 CasVIII-gly totrametil Glicinato (45.12:4.26:13.15) 425.88 C16H1sN4OgCu
|4 51 . |4
19 Casl-gly 4,7-difenil Glicinato (gg';;ji"gg’l%i‘;) 550.02 ClH2sN,06CuH,0
20" Cas-5-Cl-gly 5-cloro Glicinato ?5883933055115’82)7 43227 CuHN;O6CuClH,0
14 . 1R
21 CasV-NOya-gly  5-Nitro Glicinato S0 123031513 10 60 04 H13N;OsCul,0

(37.97;2.95;15.81)

°Datos del analisis elemental experimental (datos calculados).

* Casiopeinas que fueron sintetizadas y purificadas.
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4.2. Interaccién de las casiopeinas con ADN mediante

electroforesis en gel de agarosa

Los ensayos de electroforesis en gel, permiten visualizar los cortes al ADN que pueden
ser provocados por la interaccion de moléculas pequenas con los fosfatos presentes en el
esqueleto del ADN; ademas, una disminucion en la intensidad de la banda de ADN super-
enrollado con el subsecuente aumento en la intensidad de la banda de ADN circular, es
indicativo de una interaccion de intercalacion. Con este enfoque, se estudio la interaccion
de 20 casiopeinas con ADN (PBR322 E. coli).

4.2.1. Interaccion de casiopeinas [Cu(bipi)(acac)]NO3 con ADN

Se analizaron los geles de electroforesis segin los ligantes primarios y secundarios de
cada Casiopeina. Se comenzé analizando los compuestos de cobre que contienen bipiridi-

na y acetilacetonato como ligantes.

Figura 4.1: Analisis de la interaccion del plasmido PBR322 con Casiopeinas de tipo
|Cu(bipi)(acac)|NOs. Se incubaron 300 ng de plasmido por 30 min y 20 horas a 37 °C.
Linea 1, control; linea 2, casiopeina 10uM; linea 3, casiopeina 25uM; linea 4, casiopeina
50uM; linea 5, casiopeina 100uM; linea 6, casiopeina 500uM; linea 7, casiopeina 1mM;
linea 8, casiopeina 2mM.
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. Este conjunto de Casiopeinas, independientemente del sustituyente que contengan,
no provocaron una modificacion significativa en la forma e intensidad de las bandas

observadas en el gel a un tiempo de 30 minutos.

. A las 20 horas, la banda correspondiente a la forma superenrollada del ADN es la
que mas se modifico, debido a que disminuy6 la intensidad o desaparecié la banda.

Esto se acentu6 a medida que aumenté la concentracion de la casiopeina.

. Se observo la disminucién o desaparicion de la banda correspondiente a la forma
superenrollada del ADN (a las concentraciones de 500uM, 1 y 2 mM); esta dis-
minuciéon en la intensidad puede deberse a la degradacion del ADN debido a la

interaccion con la Casiopeina; este fenémeno no fue observado en el control.

. Se observé también que estas Casiopeinas indujeron un corte en el ADN, lo ante-

rior, debido a que se aprecié una nueva banda, adjudicada a ADN lineal.

. Conforme se aumento la concentracion de las casiopeinas, la intensidad de la banda

adjudicada a ADN lineal también aumento.

. Parece ser que la interacciéon menos fuerte es la que se observé con ADN relajado
o circular. Con base en esto, se propone que la primer interaccion que se da entre
las casiopeinas y el ADN es con la forma superenrollada mediante la ruptura de la
cadena del ADN, y posteriormente cuando se aumenta la concentracion o el tiempo

de incubacién, desaparece la banda por completo.
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4.2.2. Interaccién de casiopeinas [Cu(fen)(acac)]NO;3; con ADN

Este grupo de casiopeinas, son compuestos de coordinacion de cobre que estén for-
mados por el ligante acetilacetonato y fenantrolina, que pude estar sustituido por grupos
metilo, fenilo, nitro, cloruro en distintas posiciones del anillo aromatico como se indico
en la tabla 4.1. Dada la presencia de dichos sustituyentes, se investigo si existia una ten-

dencia en funcién de la estructura de las casiopeinas.

Figura 4.2: Analisis de la interaccion del plasmido PBR322 con Casiopeinas de tipo
[Cu(fen)(acac)|NOs. Se incubaron 300 ng de plasmido por 30 min y 20 horas a 37 °C.
Linea 1, control; linea 2, casiopeina 10uM; linea 3, casiopeina 25uM; linea 4, casiopeina
50uM; linea 5, casiopeina 100uM; linea 6, casiopeina 500uM; linea 7, casiopeina 1mM;
linea 8, casiopeina 2mM. A) Cas-III-Ba; B) Cas-4%-Mea; C) Cas-5%-Mea; D) Cas-111-Ea;
E) Cas-11I-La.
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Figura 4.3: Analisis de la interaccion del plasmido PBR322 con Casiopeinas de tipo
|Cu(fen)(acac)|NOs. Se incubaron 300 ng de plasmido por 30 min y 20 horas a 37 °C.
Linea 1, control; linea 2, casiopeina 10uM; linea 3, casiopeina 25uM; linea 4, casiopeina
50uM; linea 5, casiopeina 100uM; linea 6, casiopeina 500uM; linea 7, casiopeina 1mM;
linea 8, casiopeina 2mM. F) Cas-III-Ma; G) Cas-5-fenil; H) Cas-111-5-Cla; I) Cas-III-5a-
NO(2)a

A continuacién se enuncian los resultados obtenidos en los geles 4.2 y 4.3 de la inter-

accion entre los compuestos [Cu(fen)(acac)|NO3 con ADN.

1. A diferencia de las casiopeinas que tienen bipiridinas, las pertenecientes a las casio-
peinas que tienen fenantrolina y acetilacetonato modificaron la forma e intensidad

de las bandas observadas en el gel a un tiempo de 30 minutos.

2. Las casiopeinas II1-Ba, 4°-Mea, 5*-Mea, no tuvieron una interaccion significativa
con el ADN a 30 minutos, ya que no se observaron cambios en las intensidades de
bandas del ADN superenrollado y circular. A este tiempo, la casiopeina cas-11I-Ea

(1 y 2 mM) comenzd a presentar interaccion con la forma superenrollada del ADN.
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3. Las casiopeinas III-Ba, 4*-Mea, 5*-Mea, Cas-III-Ea (A-D) presentaron el mismo
comportamiento, ya que en los geles que se obtuvieron a las 20 horas fueron simi-
lares. Se observo la disminucion y desaparicion de la banda superenrollada, esto se
acentud conforme se aumenté la concentracion de casiopeinas; ademas, se observo
una banda referente a la forma lineal del ADN, lo que indica que estas casiopeinas
pueden estar interaccionando con los fosfatos, de tal forma que rompan los enlaces
fosfodiester y conduzca a rupturas de las cadenas de ADN. Por otro lado, a pesar
de que la casiopeina III-La (E) estd compuesta estructuralmente por los mismos
ligantes y sustituyentes que la casiopeina III-Ea (D), no se observo la banda lineal
de ADN, por lo que se puede proponer que su interaccién es mayor comparada con
su analogo cas-11I-Ea. Esto ultimo sugiere que tener sustituyentes en las posiciones

-5, -6 aumenta la interaccion con ADN.

4. Para las casiopeinas I1I-Ba, 4*-Mea, 5*-Mea, Cas-III-Ea y III-La (A a E) se observo
una disminucién en la intensidad de la banda perteneciente a ADN circular después
de que el ADN superenrollado desaparecio, por lo que se propone que la primera
interaccion de las casiopeinas es con ADN superenrollado, de forma que se rompe
la tension de la hélice que mantienen la forma enrollada y luego rompe los enlaces
fosfodiester que genera ADN lineal. La segunda interaccion se da con ADN circular,
llevandolo a una degradacion (por su rompimiento) y la posible generacion de ADN

lineal.

5. En esta familia las casiopeinas que presentaron una mayor interaccion con el ADN
son: Cas-5-fenil >Cas-I1I-Ma, >Cas-11I-52-NOsa >Cas-111-5*-Cl (F-I), debido a que
a los 30 minutos ya se observaban cambios significativos en el ADN superenrollado,
esto se apreci6 en la disminucion de la intensidad de la banda e incluso la desapa-
ricién de dicha banda a concentraciones de 50, 100, 500 M, 1 y 2 mM. La banda
de ADN circular present6é una movilidad retardada y un aumento en la intensidad
de la banda de los 10 M hasta los 100 puM; a partir de los 500 uM, se aprecia una

disminucion considerable de la intensidad de ADN circular.
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6. A las 20 horas, el ADN superenrollado y circular a las concentraciones de 500 uM, 1
y 2 mM desaparecieron del carril, esto es debido a que se llevo a cabo una degrada-
cion del ADN como consecuencia de la interaccion con la Casiopeina (no observado
en el control). La banda correspondiente a la forma superenrollada del ADN fue la

que sufrié6 una mayor modificacion, debido a que disminuy6 o desparecio la inten-

sidad de su banda.

7. Se observo que las casiopeinas I11-52-Cla y I11-52-NOsa (H e I) indujeron un corte

en el ADN, debido a que se apreci6 una nueva banda, adjudicada a ADN lineal.

8. Conforme la concentracion de las de las casiopeinas aumentaba, la intensidad de la

banda correspondiente al ADN lineal también aumento.

9. Se aprecié que las casiopeinas 5*-Mea, I1I-La, 5-fenil, I1I-5*-Cla, III-5*-NOsa, for-
maron un precipitado que se pudo observar al momento de colocar la muestra a 1
pl de buffer de carga, que ayudo6 a visualizar el precipitado que puede deberse a

algin producto de degradacion del ADN.
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4.2.3. Interaccidn de casiopeinas [Cu(fen)(gly)]NOs con ADN

Este grupo de casiopeinas, son compuestos de coordinaciéon de cobre que estan forma-
dos por el ligante fenantrolina (con diferentes sustituciones) y glicinato. A continuacion
se presentan los comportamientos observados de la interaccion de estos compuestos con
ADN.

Figura 4.4: Analisis de la interaccion del plasmido PBR322 con Casiopeinas de tipo
|Cu(fen)(gly)|NOs. Se incubaron 300 ng de plasmido por 30 min y 20 horas a 37 °C.
Linea 1, control; linea 2, casiopeina 10uM; linea 3, casiopeina 25uM; linea 4, casiopeina
50uM; linea 5, casiopeina 100uM; linea 6, casiopeina 500uM; linea 7, casiopeina 1mM;
linea 8, casiopeina 2mM. A) Cas-VII-gly; B) Cas-4-Megly; C) Cas-5-Megly; D) Cas-I1-gly;
E) Cas-VI-gly
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Figura 4.5: Analisis de la interaccion del plasmido PBR322 con Casiopeinas de tipo
|Cu(fen)(gly)]NOs3. Se incubaron 300 ng de plasmido por 30 min y 20 horas a 37 °C.
Linea 1, control; linea 2, casiopeina 10uM; linea 3, casiopeina 25uM; linea 4, casiopeina
50uM; linea 5, casiopeina 100uM; linea 6, casiopeina 500uM; linea 7, casiopeina 1mM;
linea 8, casiopeina 2mM.F) Cas-VIII-gly; G) Cas-I-gly; H) Cas-5-Cl-gly; I) Cas-V-NO,-
gly.

A continuacién se enuncian los resultados obtenidos en los geles 4.4 y 4.5 de la inter-

accion entre los compuestos [Cu(fen)(gly)|NO; con ADN.

1. La mayoria de las casiopeinas 5-Megly, II-gly, VI-gly, VIII-gly, I-gly, Cas-5-Cl-gly,
V-NO,-gly (C-I) que contienen fenantrolina y glicinato como ligantes, modificaron
la forma e intensidad de las bandas superenrollada y circular a un tiempo corto
(30 minutos) a diferencia de las familias 1 y 2 de casiopeinas, lo que sugiere que el

grupo glicinato aumento la interaccion de estos compuestos con ADN.

2. Las casiopeinas VII-gly, 4-Megly, no tuvieron una interaccion significativa con el
ADN a 30 minutos; ya que no se observaron cambios en las intensidades de las

bandas de ADN superenrollado y circular.
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. Las casiopeinas 5-Megly, II-gly, VI-gly, comenzaron a presentar interacciéon con la

forma superenrollada del ADN a los 30 minutos a 500 M, 1 y 2 mM.

. Las casiopeinas VII-gly, 4-Megly, 5-Megly, VIII-gly, I-gly, (A-C, F-G) presentaron el
mismo comportamiento, ya que en los geles que se obtuvieron a los 20 horas fueron
en general muy similares. Se observo la disminucién de la intensidad de la banda su-
perenrollada, esto se acentué conforme se aumento la concentraciéon de casiopeinas;
ademaés, se observé una nueva banda por encima de la banda correspondiente al
ADN circular, lo que indica que estas casiopeinas pueden estar formando aductos o
aglomerados con el ADN; también se propone que estos compuestos pueden estarse
intercalando en las cadenas de ADN circular lo que conduciria a una forma circular

mas extendida.

. A pesar de que la casiopeina VII-gly muestra la formaciéon de aductos o aglome-
rados, también puede observarse una banda correspondiente a ADN lineal (baja
intensidad). Esto sugiere que esta casiopeina puede estar presentando mas de un

modo de unidén con el ADN.

. Por otro lado, las casiopeinas de esta familia que contienen sustituyentes en las
posiciones -5, -6 del anillo aromatico en la fenantrolina, aumentan la interacciéon
con ADN, ya que a tiempos cortos se observaron més cambios en el ADN super-
enrollado y circular comparado con los cambios que provocan los compuestos que

tienen sustituciones en las posiciones -4, -7.

. Para las casiopeinas que estan -dimetiladas II-gly, VI-gly (D-E) se observo una
desaparicion del ADN superenrollado y una disminucion o desapariciéon de ADN
circular, por lo que se propone que la interaccion de las casiopeinas es fuerte ya que

degradan a las dos isoformas presentes.

. En esta familia las casiopeinas que tuvieron una interacciéon mas fuerte con el ADN
son: Cas-I-gly, Cas-VIII-gly, Cas-VI-gly, Cas-II-gly (C-G) en ese orden, esto de-
bido a que a los 30 minutos ya se observaban cambios significativos en la banda
superenrollada asi como la disminuciéon de la intensidad de la banda e incluso la
desaparicion de esa banda a concentraciones de 1 y 2 mM. En la banda de ADN

circular se observd una movilidad retardada y un aumento en la intensidad de la
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banda de 10 pM hasta 100 uM; a partir de los 500 M, se aprecidé una disminuciéon

considerable de ADN circular.

9. La banda correspondiente a la forma superenrollada del ADN fue la que més se
modifico, debido a que disminuy6 la intensidad o desaparecié su banda por la in-

teraccion de las casiopeinas con ADN.

10. En general a las 20 horas, el ADN superenrollado y circular a las concentraciones
de 100 puM, 500 M, 1 y 2 mM desaparecieron del carril, esto es debido a que se
llev6 una degradacion del ADN provocada por la interaccién con la Casiopeina; ya

que en el control no se observa este fenémeno.

11. Se aprecia también que las casiopeinas 11I-5*-Cla, 5*-NQOsa, II-gly, VI-gly, VIII-gly,
I-gly, formaron un precipitado que se pudo observar desde que se le coloco a la
muestra 1 M de buffer de carga, que ayudd a visualizar el precipitado. Este pre-

cipitado pude deberse algtin producto de degradacion del ADN.

12. Se observo también que las casiopeinas Cas-III-5a-Mea y Cas-I1I-5a-NOsa (H e I)
indujeron un corte en el ADN, esto se puede verificar debido a que se aprecié una

nueva banda, adjudicada a ADN lineal.

13. Conforme se aument6 la concentracion de las casiopeinas se pudo ver que la inten-

sidad de la banda adjudicada a ADN lineal también aumento.

En la siguiente tabla 4.2, se presenta un resumen de las interacciones que se llevo a
cabo entre los compuestos mixtos de cobre (Casiopeinas®) con ADN superenrollado y
circular. Esto permiti6 hacer una primera clasificacion en funcion del modo de interaccion,
a partir de los datos observados en los geles de agarosa esto, mediante la separacion y

cambios en las isoformas del ADN inducidos por las casiopeinas.
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Tabla 4.2: Resumen de las interacciones entre las casiopeinas y ADN superenrollado y
circular.

Cambios en

las .
intensidades .Pltesenma de
distintas formas
de las bandas de ADN
del plasmido ’ )
PBR322
Compuesto Foznmril?;faer_ Forma Circular Forma lineal Aglzrgs;ajc()lo °
1 Cas-II1-Da Poco Poco v
2 Cas-I1I-ia Poco Poco Vv
3 Cas-11I-Ba Poco Poco Vv
4 Cas-4a-Mea Poco Poco v
5 Cas-ba-Mea Poco Poco v
6 Cas-11I-Ea Poco Poco Vv
7 Cas-III-La Poco Mucho e
8 Cas-III-Ma Mucho Mucho
9 Cas-5-Fenil Mucho Mucho e
11 Cas-III-5a-Cla Mucho Poco Vv
12 Cas-111-5a-NO2a Mucho Poco vV e
13 Cas-VII-gly Poco Poco Vv
14 Cas-4-Megly Poco Poco Vv
15 Cas-5-Megly Poco Poco Vv
16 Cas-11-gly Mucho Mucho e
17 Cas-VI-gly Mucho Mucho e
18 Cas-VIII-gly Mucho Mucho 4
19 Cas-I-gly Mucho Mucho e 4
20 Cas-5-Clgly Mucho Poco Vv e
21 Cas-V-NOy-gly Mucho Poco vV
\/: si aparece - - -: no aparece

En general, se observé que las casiopeinas que tienen como ligantes a bipiridinas y
fenantrolinas, este tiltimo con sustituciones como grupos -H, —metilo en posiciéon -4 6 -5,
-dimetilos en posiciones -4,7 con acetilacetonato y por ultimo las que tienen un grupo
-nitro y cloruro en posicion -5 y en presencia de cualquier ligante secundario, presentan
una interaccion ligera con ADN superenrollado o circular en tiempos de incubacion pe-
queno (30 minutos), ya que no se observan cambios significativos en las bandas respecto
al control. Asimismo, presentan una caracteristica en comun, que es la notable aparicion
de una nueva banda que representa a ADN lineal y se acentia con el incremento de la
concentracion de los compuestos. Esta nueva banda sugiere que puede estarse dando una
interaccion entre las casiopeinas con los fosfatos del esqueleto del ADN provocando la
ruptura de los enlaces fosfodiester y como consecuencia la ruptura de la interaccion de
puente de hidrogeno que existe entre los pares de bases del ADN. Este comportamiento

sugiere que la interaccion electrostatica mencionadas puedan darse en el surco menor

(grupo 1).
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En contraste, las casiopeinas que contienen los siguientes sustituyentes: -tetrametiladas,
-fenilados, -difenilado, presentan una interaccién muy fuerte con el ADN ya que se ob-
serva una degradacion tanto de ADN superenrollado como circular, dicha degradacion,
aumenta con el incremento de la concentraciéon de los compuestos y con el tiempo de
incubacion. Se observo una disminucion de ADN superenrollado y un aumento de ADN
circular de 10 a 100 uM, lo que sugiere un comportamiento de intercaladores (grupo 2).
Por otro lado, se observd un tercer comportamiento, el cual presenté una nueva forma
que es de mayor tamano que el ADN circular. Este dltimo comportamiento expone la
formacion de aductos, aglomerados como resultados de la interaccion de las casiopeinas
con ADN o un incremento del tamano del ADN circular debido a la intercalacion de los

compuestos que extienden el tamano del ADN circular (grupo 3).

De acuerdo a las diferencias antes mencionadas, se realizé una clasificaciéon basado en
los cambios sobre las isoformas del ADN que son provocados por la interacciéon molecular
que se lleva a cabo entre de las casiopeinas y ADN (tabla 4.3). Por lo que se puede pensar
en 3 modos de interaccion con el ADN, como: interaccion de intercalacion e interaccion

en el surco menor o mayor del ADN.

Tabla 4.3: Clasificaciéon de las casiopeinas segiin el modo de interaccion con el ADN.

Interaccién en Formacion de

Intercaladores

los surcos aglomerados
(Grupo 1) (Grupo 2) (Grupo 3)
Cas III-Da Cas 5-Fenil Cas III-Ma
Cas Ill-ia Cas II-Gly Cas VII-Gly
Cas I1I-Ba Cas VI-Gly Cas 4-Me-gly
Cas 4*-Mea Cas III-La Cas 5-Me-gly
Compuestos de Coordinacion mixtos , ‘ ]

de cobre II (Casiopeinas®) Cas 5%-Mea Cas VIl-gly
Cas IlI-Ea Cas I-Gly
Cas 52-Cla

Cas 5*-CI-Gly
Cas ITI-5*-NO2a
Cas V-NO2-Gly
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4.3. Estudio del modo de interaccién de las casiopeinas

con ADN mediante espectroscopia de UV-Vis.

La interaccion entre una molécula ligada a un acido nucleico conduce a cambios 6p-
ticos que pueden ser aprovechados para monitorear el proceso de enlace o interaccion.
El analisis de los cambios de absorbancia en los espectros, pueden revelar el tamano de
sitios de enlace, constante de asociacion, constante de equilibrio de enlace, velocidad de
reaccion o interaccion. Un andlisis cualitativo permite el estudio de la interaccién de mo-
léculas pequenas con ADN para determinar si existe interaccion y de qué tipo. En este
trabajo se llevo a cabo un estudio espectroscopico para estudiar el modo de interaccion
que existe entre las casiopeinas y ADN PBR322 a diferentes tiempos de incubacion (0,
5, 10, 20, 40, 80 y 120 minutos).

Se obtuvieron los espectros de absorcion electronica en la regiéon UV-visible para los
siguientes compuestos, (Tabla 4.4). De cada grupo asignado mediante electroforesis, se
eligieron distintas casiopeinas de tal forma que se estudiara la mayoria de compuestos
pertenecientes a cada uno de ellos. Ademas, se evaluaron 3 compuestos control, los cuales
han sido ampliamente estudiados y son de conocido comportamiento frente a ADN, cis-
platino, bromuro de etidio y netropsina, que fungen como agente alquilante, intercalador
e interaccion en el surco menor, respectivamente; esto para tenerlos como control positivo

e identificar los modos de accion que pueden llevar a cabo las casiopeinas con ADN.

Tabla 4.4: Controles positivos y Casiopeinas a evaluar mediante espectroscopia.

Interacciéon en Intercaladores Formaciéon de
Controles los surcos G 0 aglomerados
positivos (Grupo 1) (Grupo 2) (Grupo 3)
. : CasllII-ia Cas 5-Fenil Cas III-Ma
Cisplatino
Bromuro de
otidio Cas III-Ba Cas Il-gly Cas 5-Me-gly
Netropsina Cas 5*-Mea Cas III-La Cas VIII-gly
Cas ba-Cla Cas I-gly
Cas V-NO2-gly Cas III-Ha
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Se analizaron los espectros de absorciéon de los compuestos que se eligieron como con-
trol positivo para establecer las caracteristicas que permitieran clasificar los diferentes
modos de uniéon que presentan con ADN, de este modo, poder determinar el modo de

union molecular entre las casiopeinas y el ADN.

4.3.1. Interacciéon entre ADN y cisplatino

En la figura 4.6 se presenta el espectro electronico de UV de la interaccion de cis-
platino con ADN. Para el cisplatino, se observa una absorbancia de 204 nm; cuando fue
anadido el ADN, apareci6 una nueva banda a 261 nm, debida a las transiciones m — 7w
* que se dan entre las pares de bases apiladas adyacentes del ADN. En este sistema,
el cambio de absorbancia que se sigue, es entonces sobre los cambios en la absorbancia
que ocurre a 261 nm (en el ADN). Ademas, se observo que la intensidad de absorcion se
increment6 gradualmente de manera lenta de los 5 a 80 minutos de tiempo de incubacion
y luego aumenté considerablemente a las 24 horas de incubaciéon. Como ya se menciond,
el aumento en la absorbancia acompanado por un desplazamiento hacia el rojo sugiere

un dafio en la estructura secundaria de la hélice del ADN.

Se observo que a concentraciones de ADN y cisplatino constantes, pero con aumento
en el tiempo de incubacion, se obtuvo un dezplazamiento batocrémico y un efecto hiper-
cromico (11.15%) (figura 4.6), este ultimo debido a que los agentes alquilantes causan
deformaciones en la estructura del ADN que a su vez provoca que las interacciones de
puente de hidrégeno, que se dan naturalmente entre los pares de bases, se pierdan asi-
mismo, existe una perturbacion del apilamiento entre las pares de bases adyacentes, lo

que en conjunto se traduce en un efecto hipercréomico y batocrémico.
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Figura 4.6: Espectro electronico de cisplatino (100 uM) con ADN PBR322 (20 ng/uL).
Los niimeros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de incubacién, menos
para el 24 que significa horas.
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4.3.2. Interacciéon entre ADN y bromuro de etidio

En la figura 4.7 se presenta el espectro electronico de UV de la interaccion del bro-
muro de etidio con ADN. La disolucion de bromuro de etidio (BrEt) sin ADN presenta
una fuerte coloraciéon naranja que pudo ser seguida en la regiéon visible a la longitud de
onda de 478 nm debida a la transferencia de carga y otra a 285 nm correspondiente a las

transiciones electronicas entre los orbitales m — 7 * del anillo.

Figura 4.7: Espectro electronico de bromuro de etidio (35 uM) con ADN PBR322 (20
ng/pl). Los niimeros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de incubacion.

Cuando se llevo a cabo la incubacion de BrEt con ADN se observd que a concen-
traciones constantes, pero con aumento en el tiempo de incubacién, se aprecié un efecto
batocromico (20 nm) en la banda de 478 nm y un efecto hipocréomico del 27.52 en la
banda de 285.96 nm (figura 4.7), ambos desplazamientos son debido a que los agentes
intercalantes llevan a cabo interacciones entre el cromoéforo aromatico del ligante y los
pares de bases de ADN causando una mayor estabilidad en la estructura del ADN; ade-
méas se ha encontrado que el grado de hipocromismo es comtnmente consistente con la

fuerza de la interaccion intercalativa [84].
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4.3.3. Interacciéon entre ADN y netropsina

Como ultimo control positivo, se evalué la interaccion de netropsina con ADN. Para
la disolucién de Netropsina sin ADN se observan dos maximos a las longitudes de onda de
240 y 297 nm correspondiente a las transiciones electronicas entre los orbitales 7 — 7 * de
los anillos con heteroatomos (figura 4.8). Cuando se llevo a cabo la interaccion de ADN
y netropsina a concentraciones constantes pero con aumento en el tiempo de incubacion,
se observaron dos bandas, la primera que es més intensa se encuentra a 253 nm y una

segunda banda (menos intensa) a 311 nm.

Figura 4.8: Espectro electronico de netropsina (35 uM) con ADN PBR322 (20 ng/uL).
Los niimeros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de incubacion.

Las bandas mencionadas, presentaron un efecto hipercromico (20.29 %) (figuras 4.8
y 4.9). Este efecto puede deberse a que los agentes que interaccionan en el surco menor
usualmente rompen las cadenas de ADN, que provocan cambios en la cadena de doble
hélice donde los pares de bases pierden la interaccion de apilamiento entre los pares adya-
cente lo que conduce al aumento de la absorbancia por la mayor exposicion de los pares
de bases. También se observd que la absorbancia aument6 de manera gradual de 0 a 120

minutos de tiempo de incubacién.
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Figura 4.9: Espectro electronico de netropsina (35 pM) con ADN PBR322 (20 ng/uL).
Efecto hipercrémico debido a la interaccién de netropsina con ADN. Los nimeros en las
acotaciones representan los minutos del tiempo de incubacion.

Con base en los resultados obtenidos por UV-visible, se describiran las caracteristicas
generales que presentaron los compuestos empleados como controles positivos de: inter-
accion covalente, intercalacion e interaccion en el surco menor, cuando son expuestos con

ADN con un aumento en el tiempo de incubacion a 37°C.

1. Cuando se llevo a cabo la interaccion de cisplatino con ADN, se observd un efecto
hipercromico, este puede deberse a la deformacion en las cadenas del ADN como
resultado de la formacion de enlaces covalentes entre el metal platino y el N7 de los
nucledtidos, en especial, al N7 de la guanina (20). La mayor exposicion de las pares
de bases del ADN, se traduce en el aumento de la absorbancia de la banda adjudi-
cada a los anillos heterociclicos de los nucledtidos, que absorben la luz UV con un
maximo cercano a 260 nm. También se observé un desplazamiento batocrémico de
20 nm, debido a la interaccién covalente entre el platino y las bases que provoca
perturbaciones en los enlaces de hidrogeno que se dan naturalmente en el ADN de
doble cadena. Entonces, un efecto hipercréomico acompanado de un desplazamiento
batocrémico son evidencia de una interaccién covalente entre una molécula y ADN

de doble cadena.
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2. En la interaccion entre el bromuro de etidio y ADN se observo un efecto hipocrémi-
co que puede ser por la interaccion de apilamiento entre los pares de bases del ADN
y el croméforo aromatico del ligante. Las transiciones m — * fueron menores, lo que
se traduce en la disminucion de la absorbancia ya que se requiere menor energia
para lograr la transicion. Estas caracteristicas pueden sugerir una interaccion de

intercalaciéon entre una molécula y los pares de bases del ADN de doble cadena.

3. El efecto hipercrémico observado de la interaccién entre la netropsina y ADN; sur-
ge principalmente debido a la presencia de cationes cargados que se unen al ADN
mediante atraccion electrostatica con el grupo fosfato del esqueleto de ADN (prin-
cipalmente con los oxigenos), provocando asi una contraccion y un dano global a la
estructura secundaria del ADN. Estas particularidades pueden ser aludidas a una

interaccion en el surco menor entre una molécula y ADN de doble cadena.

4.3.4. Interaccién entre ADN con casiopeinas

Basado en a las caracteristicas antes mencionadas, se estudié a un conjunto de ca-
siopeinas con el objeto de obtener informacion acerca del modo de uniéon molecular que
presentan frente a ADN de doble cadena. La concentracion que se empled de Casiopeina-
ADN (1:1; moles de casiopeina: moles de pares de bases), se eligi6 para evitar tener la
degradacion que se observo en los geles de agarosa con lo que se redujo las variables que

pueden afectar las lecturas Opticas sobre el sistema.

En este estudio, los cambios 6pticos que se analizaron fueron sobre las bandas adju-
dicadas a las transiciones m — 7 * del complejo (271-286 nm), debido a la premisa de que
la fenantrolina, que forma parte de la estructura de las casiopeinas, se intercala entre
los pares de bases del ADN. Los cambios observados en esta banda, fueron usados para

observar el modo de union de las casiopeinas-ADN.

Los resultados obtenidos por UV-Vis de las interacciones de Casiopeina-ADN, mues-
tran dos comportamientos diferentes. El primer comportamiento es un efecto hipercroémi-
co y el segundo es un efecto hipocrémico, todos ellos acompafiados de un desplazamiento
hipsocréomico referente a las bandas (7-7m * del compuesto de coordinacion de cobre (II)
libre. Mencionado lo anterior, se analizaron los dos grupos obtenidos para explicar su
posible modo de unién molecular con ADN y observar las caracteristicas estructurales

que tienen en comun los compuestos de cobre (II), que inducen a dichos efectos.
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A continuacion, se describird una casiopeina por cada comportamiento observado, ya
que en general, cada grupo presentan la misma forma de interacciéon con ADN. Todas
las interacciones que fueron estudiadas entre las casiopeinas-ADN, se encuentran en el
anexo B. En la figura 4.10, se muestra el espectro de UV de la casiopeina I1I-Ba (|Cu(1,10-
fenantrolina) (acetilacetonato)NQOs|) en forma libre y cuando interacciona con ADN. Estos
resultados mostraron un efecto hipercréomico de 7.42 %, se pudo apreciar que este efecto
rebasa la banda de las interacciones m — 7 * del apilamiento de la fenantrolina contenida
en la casiopeina libre, posiblemente a la contribuciéon de las transiciones m — 7 * de los
pares de bases del ADN que estan en forma mas libre, provocado por la interaccion de las
casiopeinas con los fosfatos del ADN que induce a la perdida de los puentes de hidrogeno
entre pares de bases complementarias y la distorsiéon de la doble hélice. Ademas, se
observa un efecto hipsocromico, este hecho, nos permite decir que la interaccién es de
forma electrostatica ya que de haber interaccionado de forma covalente se podria observar

un efecto batocrémico significativo.
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(b)

Figura 4.10: Espectro electronico de Casiopeina-III-Ba (35 puM) con ADN PBR322
(20ng/uL). A) Efecto hipercromico debido a la interaccion de I1I-Ba con ADN. B) segui-
miento de los cambios en las transiciones 7 — 7 * de la interaccion Cas-I11-Ba-ADN. Los
nimeros en las acotaciones representan los gpinutos del tiempo de incubacion.



En la grafica 4.11, se muestra el espectro de UV de la casiopeina I1l-ia (|Cu(4,4’-
dimetil-2,2’bipiridina) (acetilacetonato)NOs]| ) en forma libre y cuando interacciona con
ADN. Cabe mencionar, que este compuesto se encuentra en fase clinica 1. Estos resultados
mostraron un efecto hipercromico de 12.20 %, se observo que este efecto rebasa la banda
de las interacciones m — m * del apilamiento de la fenantrolina contenida en la casiopeina
libre, posiblemente dada la contribucion de las transiciones m — 7 * de los pares de bases
del ADN que estan en forma mas libre, provocado por la interaccion de las casiopeinas
con los fosfatos del ADN que induce a la perdida de los puentes de hidrogeno entre pares
de bases complementarias y la distorsion de la doble hélice. Sin embargo, la primera
interaccion que esta casiopeina tiene con ADN (tiempo 0), provoca una disminucion
en la absorbancia referente a la banda de la casiopeina libre, esto puede atribuirse a
la perdida de las interacciones intermoleculares que se dan entre las moléculas de las
casiopeinas. Esta casiopeina presenta efecto hipercromico del tiempo 0 a los 40 minutos
de incubacion; sin embargo, a partir de los 80 minutos se aprecia una disminucion en la
absorbancia, lo que puede sugerir un modo de intercalacién para estos tiempos. Ademaés
se observa un efecto hipsocréomico, este hecho, nos permite decir que la interacciéon es
de forma electrostatica ya que de haber interaccionado de forma covalente, se podria

observar un efecto batocrémico significante.
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(b)

Figura 4.11: Espectro electronico de Casiopeina-Ill-ia (35 uM) con ADN PBR322
(20ng/uL). A) Efecto hipercromico debido a la interaccion de IlI-ia con ADN. B) se-
guimiento de los cambios en las transiciones 7 — 7w * de la interacciéon Cas-II1-ia-ADN.
Los numeros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de incubacién.
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A continuacion, se describiran dos compuestos de coordinacion de cobre, que presenta
comportamiento contrario a las casiopeinas antes expuestas. En la figura 4.12, se muestra
el espectro de UV de la casiopeina I1-gly (|Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)NOj3])
en forma libre y cuando interacciona con ADN. Estos resultados mostraron un efecto hipo-
cromico de 19.65 %. Se observo, que al momento de llevarse a cabo la primera interaccion,
la absorbancia de la banda a 274 nm de las transiciones m — m * de la casiopeina, dis-
minuye gradualmente conforme aumenta el tiempo de incubacion hasta 268 nm; ademéas
de presentar un desplazamiento hacia el azul. El efecto espectral observado se atribuyo
al orbital m * de la fenantrolina intercalada que puede estarse acoplando con el orbital

*

7 de los pares de bases, disminuyendo asi las energias de transicion m — 7 *. Por otro
lado, el acoplamiento de los orbitales m * estan parcialmente llenos, disminuyendo asi las

probabilidades de transicién.
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(b)

Figura 4.12: Espectro electronico de Casiopeina-II-gly (35 puM) con ADN PBR322
(20ng/uL). A) Efecto hipercromico debido a la interaccion de II-gly con ADN. B) se-
guimiento de los cambios en las transiciones m# — 7 * de la interaccion Cas-1I-gly-ADN.
Los nimeros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de incubacion.
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En la grafica 4.13, se presenta el espectro electronico de UV de la interaccion de
la Cas-I-gly (|Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(glicinato)NOs| ) en forma libre y cuando
interacciona con ADN. Cuando se llevo a cabo la interaccion se observo un efecto hipocro-
mico del 40.18 % (figura 4.13) referente a la banda de 285 nm, y un efecto hipsocromico
de 7 nm. El efecto espectral observado al igual que para la casiopeina Il-gly, se atribuyo
a que la fenantrolina puede intercalarse con los pares de bases del ADN, disminuyendo

asi las energias de transicion m — 7 *, que causa una mayor estabilidad en la estructura

del ADN.
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(b)

Figura 4.13: Espectro electronico de Casiopeina-I-gly (35 pM) con ADN PBR322
(20ng/uL). A) Efecto hipercromico debido a la interaccion de I-gly con ADN. B) se-
guimiento de los cambios en las transiciones 7 —m * de la interaccion Cas-I-gly-ADN. Los
nimeros en las acotaciones representan losgginutos del tiempo de incubacion.



A manera de resumen, en las figuras 4.14 y 4.15, se muestran las graficas obtenidas al
evaluar los cambios en los maximos de las longitudes de onda de las transiciones m — 7 *
de las casiopeinas a diferentes tiempos de incubaciéon, que se obtuvieron de la interaccion
con ADN. Como ya hemos expuesto, un efecto hipercromico puede ser resultado de una
interaccion en el surco menor entre las casiopeinas con los fosfatos del ADN; mientras
que un efecto hipocromico, puede ser consecuencia de la intercalacion del ligante de
las casiopeinas entre los pares de bases del ADN. En estas graficas, se agruparon las
casiopeinas que mostraron efecto hipercrémico e hipocrémico, para observar si existen
caracteristicas estructurales en comun entre los compuestos de coordinacién que permitan
predecir el modo de interaccion frente ADN. En la tabla 4.5 se muestra el porcentaje

hipercréomico e hipocrémico.
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Figura 4.14: Grafica de los maximos de absorbancia de las transiciones 7 — 7 * vs tiem-
po de incubacion Casiopeinas-ADN (1:1). Grupo de casiopeinas que presentan efecto
hipercrémico.
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Figura 4.15: Grafica de los maximos de absorbancia de las transiciones 7 — 7 * vs tiem-
po de incubacion Casiopeinas-ADN (1:1). Grupo de casiopeinas que presentan efecto
hipocrémico.
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Tabla 4.5: Resumen de los resultados observados por UV de las interacciones entre las
casiopeinas con ADN.

Grupo de A (nm) de la A (nm

Compuesto electroforesis cz(isiogeina Casiopéina-)ADN Efecto observado
Cas ITl-ia 1 295.91 271.27 12.2 1
Cas III-Ba 1 271.71 266.17 7.42 1
Cas 5-Mea 1 276.77 269.19 9.85 1
Cas III-La 2 281.43 270.37 23.01 1
Cas 5*-Cla 1 276.01 267.15 10.97 1
Cas V-NO2-gly 1 275.13 263.14 17.47 1
Cas 5Me-gly 3 277.10 269.22 11.26 |
Cas II-gly 2 274.00 268.00 19.65 |
Cas III-Ma 3 277.72 269.47 20.87 |
Cas VIII-gly 3 979.32 971.46 31.38 |
Cas V-Fe 2 281.46 268.83 16.16 |
Cas ITI-Ha 285.96 278.25 34.18 |
Cas I-gly 3 285.35 278.50 40.18 |
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Capitulo 5
Discusion de resultados

En busca de comprender el modo de interacciéon de las casiopeinas, en el presente
trabajo se utilizaron dos técnicas con el fin de evaluar si las diferencias estructurales de
los compuestos de coordinacion de cobre (II) (tabla 2.1) influyen en su modo de unién
con ADN. Para esto se utilizo electroforesis en gel de agarosa y espectroscopia de UV-Vis.
Los resultados revelaron que todas las casiopeinas interaccionan de menor o mayor medi-
da con ADN dependiendo de su estructura. Ademas, estos compuestos interaccionan de

varios modos y la forma e intensidad estan influenciadas por sus ligantes y sustituyentes.

Los resultados de electroforesis observados para las casiopeinas con fenantrolina, mues-
tran que la forma e intensidad de interaccién depende también de sus sustituciones en
el anillo; por ejemplo, se observo que las sustituciones con grupo —metilo en las posi-
ciones -5, -5,6 son mayor o mas intensa respecto a las casiopeinas con fenantrolina que
presentan sustituciones por —metilos en las posiciones -4, -4,7. Este efecto también fue
observado por Chikira (52-53) ya que las sustituciones en las posiciones 4 y 7 de la fenan-
trolina, disminuia la asociacion entre el compuesto de Cobre (II) y ADN, mientras que
las sustituciones en las posiciones 5 y 6 ayudan a estabilizar la interaccion. En el grupo
de trabajo se tienen datos de la constante de asociacion las casiopeinas Il-gly y VI-gly
(sustituciones en 4,7 y 5,6, respectivamente) con ADN-TB, donde la Kb para el primero
es de 7.15x10° M~!, mientras que para el segundo es ligeramente mayor 7.89x10° M~
Estos datos apoyan los resultados obtenidos en electroforesis ya que se observé un mayor

efecto en cuanto a la velocidad de interaccién.

Con este perfil, se observo que las casiopeinas con fenantrolinas que tiene sustituyentes
como: -5-Cl, -5-NO2), -3,4,7,8-tetrametil, 5-fenil, 4,7-difenil presentan mayor interaccién
con ADN, en ese orden. A los 30 minutos de incubacion ya tenian una interaccion signifi-

cativa con ADN superenrrollado incluso con ADN circular a concentraciones de 500uL, 1
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y 2 mM, provocando su degradacion. Esta tendencia también se observa en la actividad
biologica de diversas pruebas in vitro en varias lineas celulares, expuestas en un estudio

QSAR (63) sobre las mismas 21 casiopeinas que se tienen como estudio en este trabajo.

Ademas existe una mayor influencia del ligante glicinato sobre el modo y afinidad
de la interaccién con ADN en comparacion del ligante acetilacetonato. Este dato no se
observa en el estudio QSAR, ya que mencionan que el ligante glicinato no tiene influencia

en la actividad biologica como la que aporta el acetilacetonato.

Los compuestos de coordinaciéon que causan cortes en el ADN, son en general com-
puestos que tienen bipiridina y fenantrolinas, este ultimo con las siguientes sustituciones
—H, -metil, -dimetil, -Cl, -NO2. Lueth, report6 que los ligantes bipiridinas o fenantrolinas
que forman parte de unos complejos de cobre (IT) tienen interacciones de apilamiento

intramolecular con la 2’desoxiguanosina-5’-monofosfato.

En general, podemos confirmar cada sustituyente afecta en el modo de interaccion de
las casiopeinas con ADN. Parece ser que la interaccion de las casiopeinas se lleva acabo

entre el ligante diimina y los pares de bases del ADN.

En la literatura sugieren que el modo de unién al ADN de complejos con fenatrolinas
es intercalacion o intercalacion parcial, basada en el hipocromismo en los espectros UV.
Sin embargo, algunos complejos de cobre, niquel y zinc presentan hipercromismo que son
mucho méas bajos que los de los andlogos de 2,2’dipiridilamina, lo que sugiere la inser-
cién parcial del anillo fenantrolina coordinado en los pares de bases de ADN (84). En
este trabajo se observaron dos tipos de comportamientos, el primero presenta un efecto

hipercromico y el segundo un efecto hipocrémico.

El efecto hipercréomico que se observé en algunas de las casiopeinas estudiadas, puede
atribuirse al modo de union electrostatico. Sin embargo, se propone que el efecto hiper-
cromico observado puede deberse principalmente a la presencia de ion Cu (II) que se une
al ADN por atraccion electrostatica a los oxigenos de los fosfato de la cadena principal

del ADN, causando asi una contraccién y un dano global a la estructura secundaria del
ADN (85).

Las casiopeinas que presentan dentro de su estructura el ligante bipiridina, fenan-
trolinas con los siguientes sustituyentes: -H, -metilos, -dimetilos, -cloruro junto con el
ligante acetilacetonato. Y la que contiene al grupo —nitro con fenantrolina y glicianto,

presentaron hipercromismo a los tiempos de estudio. Por otro lado, la casiopeina IIl-ia
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durante los 40 minutos de incubacion presento un efecto hipercromico, los que indica que
posiblemente tiene una interaccién en el surco menor empero, de los 80 a los 120 minutos
se observé un efecto batocrémico, esto sugiere que podria estarse intercalando después

de estar interaccionando en el surco.

El efecto hipocromico se observé en las casiopeinas de mayor tamano, comparadas
con las que presentarén efecto hipercrémico. Las casiopeinas con fenatrolinas que cuen-
tan con 3,4,7,8-tetrametil, -5-fenil, 5,6-difenil con acetilacetonato como ligante. Ademéas
las casiopeinas que tienen los siguientes sustituyentes sobre la fenantrolina 4 o 5-metil,
4,7 o 5,6-dimetil, 3,4,7.8-tetrametil, 5,6-difenil con glicinato también presentan efecto
hipocréomico. Este efecto lo han observado otros grupos que estudiaréon compuesto de
coordinacién con diversos metales como cobre, niquel, zinc y Holmio con fenantrolina co-
mo uno de los ligantes (86-88). La intercalacién da como resultado un efecto hipocréomico.
El porcentaje de hipocrémismo es cominmente consistente con la fuerza de la interaccion

intercalativa.

Tamilarasan expuso que compuestos que cuentan con sustituyentes voluminosos co-
mo fenilos, disminuye la interacciéon de estos con los pares de bases del ADN evitando
la intercalacion, sin embargo sus experimentos de UV-vis y fluorescencia sugirieron que
estos compuestos pueden estarse intercalando mediante la insercién por el surco mayor.
Puede ser posible si la energia de union es suficiente para superar la barrera contra la

rotacion del grupo fenilo en el plano (89).

El grupo 1 que se obtuvo a partir de electroforesis coincide con los compuestos que
presentaron efecto hipercréomico en UV-vis. Y las casiopeinas que se encuentran en el gru-
po 2 y 3 en la clasificaciéon por electroforesis coinciden con los compuestos que mostraron
efecto hipocromico. Dada esta situacion, podemos decir que las casiopeinas que mostra-
ron actividad nucleasa en los geles (aparicion de ADN lineal) pueden estar cortando al
ADN de forma que el cobre de las casiopeinas interacciona con los oxigenos de los fosfatos
rompiendo las interacciones puente de hidrégeno que se da naturalmente entre las pb de
tal forma que queden expuestas y contribuyan a un aumento de absorbancia. Por otro
lado, las casiopeinas que presentaron una disminucién en la forma superenrrollada con
un aumento en la forma circular del ADN presentaron un efecto hipocrémico que sugiere

que el modo de unién de estas casiopeinas es de forma intercalativa.

Los grupos obtenidos por las dos técnicas no coincide con la clasificacion realizada por
Cortés |81], esto puede ser debido a que la simulacion se realizo con un fragmento de ADN

(dodecamero) y la interaccion no se restringié a un solo sitio, lo que condujo a que las
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casiopeinas tuvieran interacciones con los pares finales del ADN, estas interacciones no
son reales en un sistema biologico. Sin embargo, la casiopeina I1I-Ha ([Cu(4,7-difenil,1,10-
fenantrolina) (acetilacetonato)|NO3) tanto en el estudio tedrico como en el experimental,

se propone que su modo de interaccion con el ADN es por intercalacion.
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Capitulo 6
Conclusiones

El mecanismo y la intensidad de interaccion de las casiopeinas y el ADN estan in-
fluenciados por ambos ligantes coordinados al cobre (ligantes primarios y secundarios),

los sustituyentes de los ligantes primarios tienen un rol importante en el modo de union.

El anillo aromatico extendido del ligante fenantrolina favorece la interaccion con ADN

por cualquier modo de unién ya sea, intercalaciéon o interacciéon en el surco menor o mayor.

Para los tres grupos de Casiopeinas obtenidos por electroforesis, la cantidad de ADN
superenrollado disminuye a medida que aumenta la concentracion del complejo de cobre.
Mientras que para los grupos 2 y 3 se observa un aumento en la intensidad de ADN

circular, que sugiere que su modo de unién molecular sea por intercalacion.

Los perfiles obtenidos sugieren que la interaccion de las casiopeinas ensayadas con
ADN plasmidico desencaden6é un mecanismo molecular de escision sin emplear agentes
reductores endogenos o exégenos. Dada esta situacion, podemos decir que las casiopeinas
interaccionan de forma directa con ADN. De acuerdo a los resultados de UV-vis se ob-
tuvieron dos comportamientos diferentes: efecto hipercrémico y un efecto hipocrémico,
los cuales sugieren que las casiopeinas pueden unirse al ADN mediante interaccién en los

surcos o intercalacion, respectivamente.

Parece ser que el modo de unién entre las casiopeinas y el ADN, es entre el ligante
aromatico y las pares de bases. Las casiopeinas que contienen bipiridinas y fenantrolinas
con los siguientes sustituyentes, -H, -Cl, -NO2) y acetilacetonato o glicinato como ligan-
te secundario, presentan interaccion con el surco menor. Por otro lado, las casiopeinas
con fenantrolinas que estan metiladas o -dimetiladas y que cuentan con el ligante ace-

tilacetonato también presentan este comportamiento. Al contrario de esta situacion, las
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casiopeinas que estan -metiladas o —dimetiladas, pero que contienen al ligante secundario

glicinato tienen un modo de unién de intercalaciéon entre las pb del ADN.

El modo de union para las casiopeinas que contienen méas sustituyentes (-3,4,7,8-
terametil) o sustituyentes voluminosos (5-fenil, 4,7-difenil), presentan un modo de unién
molecular de intercalacion. En este trabajo proponemos, que el modo de union que se
lleva a cabo entre las casiopeinas que contienen sustituyentes fenilos y el ADN es por la

intercalaciéon o intercalacion parcial via surco mayor.
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Capitulo 7

Graficas de los espectros de infrarrojo

de las casiopeinas
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Cas-I1I-Da

Acetilacetonato Bipiridina
OH Vas COO- v(C=C) v(C=N) v(C-C) v(C-H)  NOs-iénico
3477 1585 1616 1525 1448 731 1384.76

Figura 7.1: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(2,2’bipiridina)(acetilacetonato)|NOs.
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Cas-4-Mea

Acetilacetonato Fenantrolina
OH Vs COO- v(C=C) v(C=N) v(C-C) v(C-H) NOj3-i6nico
3444 1578 1519 1428 837 727 1384.71

Figura 7.2: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(4-metil,1,10-fenantrolina)
(acetilacetonato)|NOg HyO
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Cas-5-Mea

Acetilacetonato Fenantrolina
OH Vs COO- v(C=C) v(C=N) v(C-C) v(C-H) NOj3-i6nico
3442 1579 1518 1427 810 729 1384.71

Figura 7.3: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(5-metil,1,10-fenantrolina)
(acetilacetonato)|NOg HyO
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Cas-I11I-Ea

Acetilacetonato Fenantrolina
OH Vs COO- v(C=C) v(C=N) v(C-C) v(C-H) NOj3-i6nico
3427 1578 1522 1425 820 725 1384.71

Figura 7.4: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(4,7-dimetil,1,10-fenantrolina)
(acetilacetonato)|NO3 HyO
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Cas-I1I-La

Acetilacetonato Fenantrolina
OH Vs COO- v(C=C) v(C=N) v(C-C) v(C-H) NOj3-i6nico
3400 1579 1520 1431 820 729 1384.71

Figura 7.5: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(5,6-dimetil,1,10-fenantrolina)
(acetilacetonato)|NOs 2H,O
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Cas-I1I-Ma

Acetilacetonato Fenantrolina
OH Vs COO- v(C=C) v(C=N) v(C-C) v(C-H) NOj3-i6nico
3415 1585 1518 1431 833 727 1384.71

Figura 7.6: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(3,4,7,8-tetrametil,1,10-fenantrolina)
(acetilacetonato)|NOg HyO
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Cas-5-Fenil

Acetilacetonato Fenantrolina
OH Vs COO- v(C=C) v(C=N) v(C-C) v(C-H) NOj3-i6nico
3429 1583 1524 1429 833 731 1384.71

Figura 7.7: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(5-fenil,1,10-fenantrolina)
(acetilacetonato)|NO;
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Cas-I1I-Ha

Acetilacetonato Fenantrolina
OH Vs COO- v(C=C) v(C=N) v(C-C) v(C-H) NOj3-i6nico
3425 1585 1518 1428 831 731 1384.71

Figura 7.8: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(4,7-fenil,1,10-fenantrolina)
(acetilacetonato)|NOsH,O
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Cas-I11I-5a-Cla

Acetilacetonato Fenantrolina
OH Vs COO- v(C=C) v(C=N) v(C-C) v(C-H) NOj3-i6nico
3432 1578 1518 1421 813 729 1384.71

Figura 7.9: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(5-cloro,l,10-fenantrolina)
(acetilacetonato)|NO3H,O
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Cas-111I-5-INO-sa

Acetilacetonato Fenantrolina
OH Vs COO- v(C=C) v(C=N) v(C-C) v(C-H)  NOg-iénico
3446 1578 151 1419 824 723 1384.71

Figura 7.10: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(5-nitro,l,10-fenantrolina)
(acetilacetonato)|NOs
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Cas-VII-gly

Glicinato Fenantrolina
v NH2 v NH2 V,s COO- 0 NH, v(C=C) v(C=N) v(C=C) v(C=N)  NOjg-iénico
3419 3244 1641 546 1524 1429 860 725 1384.71

Figura 7.11: Espectro infrarrojo de la casiopeina |[Cu(4-metil,1,10-fenantrolina)
(glicinato)|NO3H,O
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Cas-4-Me-gly

Glicinato Fenantrolina
v NH2 v NH2 V,s COO- 0 NH, v(C=C) v(C=N) v(C=C) v(C=N)  NOjg-iénico
3419 3244 1641 546 1524 1429 860 725 1384.71

Figura 7.12: Espectro infrarrojo de la casiopeina |[Cu(4-metil,1,10-fenantrolina)
(glicinato)|NO3H,O
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Cas-5-Me-gly

Glicinato Fenantrolina
v NH2 v NH2 V,s COO- 0 NH, v(C=C) v(C=N) v(C=C) v(C=N)  NOjg-iénico
3427 3253 1637 633 1524 1431 818 729 1384.71

Figura 7.13: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(5-metil,1,10-fenantrolina)
(glicinato)|NO3H,O
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Cas-II-gly

Glicinato Fenantrolina
v NH2 v NH2 V,s COO- 0 NH, v(C=C) v(C=N) v(C=C) v(C=N)  NOjg-iénico
3416 3253 1622 638 1525 1429 872 727 1384.71

Figura 7.14: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(4,7-dimetil,1,10-fenantrolina)
(glicinato)|NO3H,O
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Cas-VI-gly

Glicinato Fenantrolina
v NH2 v NH2 V,s COO- 0 NH, v(C=C) v(C=N) v(C=C) v(C=N)  NOjg-iénico
3439 3196 1607 639 1524 1431 872 731 1384.71

Figura 7.15: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(5,6-dimetil,1,10-fenantrolina)
(glicinato)|NO3H,O
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Cas-VIII-gly

Glicinato Fenantrolina
v NH2 v NH2 V,s COO- 0 NH, v(C=C) v(C=N) v(C=C) v(C=N)  NOjg-iénico
3416 3257 1630 1533 1435 898 727 1384.71

Figura 7.16: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Espectro infrarrojo de la casiopeina
|Cu(3,4,7,8-tetrametil,1,10-fenantrolina) (glicinato)|NO3
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Cas-I-gly

Glicinato Fenantrolina
v NH2 v NH2 V,s COO- 0 NH, v(C=C) v(C=N) v(C=C) v(C=N)  NOjg-iénico
3458 3248 1605 635 1524 1429 864 745 1384.71

Figura 7.17: Espectro infrarrojo de la casiopeina |[Cu(4,7-difenil,1,10-fenantrolina)
(glicinato)|NO3H,O
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Cas-5Cl-gly

Glicinato Fenantrolina
v NH2 v NH2 V,s COO- 0 NH, v(C=C) v(C=N) v(C=C) v(C=N)  NOjg-iénico
3421 3234 1614 1514 1425 897 729 1384.71

Figura 7.18: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(5-cloro,1,10-fenantrolina)
(glicinato)|NO3H,O
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Cas-VNO,-gly

Glicinato Fenantrolina
v NH2 v NH2 V,s COO- 0 NH, v(C=C) v(C=N) v(C=C) v(C=N)  NOjg-iénico
3340 3144 1632 617 1520 1427 841 723 1384.71

Figura 7.19: Espectro infrarrojo de la casiopeina [Cu(b-nitro,1,10-fenantrolina)
(glicinato)|NO3H,O
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Capitulo 8

Graficas de los espectros de absorcion
electronica en la region de UV-vis de la

interaccion de las casiopeinas con ADN
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Cas-5-Mea

(b)

Figura 8.1: Espectro electronico de Casiopeina-5a-Mea (35uM) con ADN PBR322
(20ng/pl). a) Efecto hipercrémico debido a la interaccion de casiopeina-5a-Mea con ADN.
b) Seguimiento de los cambios en las transiciones m — 7* de la interaccién Cas-5a-Mea-
ADN. Los nimeros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de incubacion.
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Cas-III-La

(b)

Figura 8.2: Espectro electronico de Casiopeina-I1I-La (35uM) con ADN PBR322
(20ng/pl). a) Efecto hipercromico debido a la interaccion de casiopeina-I11-La con ADN.
b) Seguimiento de los cambios en las transiciones 7 —7* de la interaccion Cas-111-La-ADN.
Los numeros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de incubacién.
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Cas-5%-Cla

(b)

Figura 8.3: Espectro electronico de Casiopeina-5a-Cla (35uM) con ADN PBR322
(20ng/pl). a) Efecto hipercromico debido a la interaccion de casiopeina-5a-Cla con ADN.
b) Seguimiento de los cambios en las transiciones m—7* de la interaccion Cas-5a-Cl-ADN.
Los niimeros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de incubacion.
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Cas-V-NO2-gly

(b)

Figura 8.4: Espectro electronico de Casiopeina-V-NO2-gly (35uM) con ADN PBR322
(20ng/ul). a) Efecto hipercromico debido a la interaccion de casiopeina-V-NO2-gly con
ADN. b) Seguimiento de los cambios en las transiciones m — 7* de la interaccion Cas-V
NO2-gly-ADN. Los nimeros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de
incubacion.
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Cas-5Me-gly

(b)

Figura 8.5: Espectro electronico de Casiopeina-5-Me-gly (35uM) con ADN PBR322
(20ng/ul). a) Efecto hipocromico debido a la interaccion de casiopeina-5-Me-gly con
ADN. b) Seguimiento de los cambios en las transiciones m — 7* de la interaccion Cas-
5-Me-gly-ADN. Los ntmeros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de
incubacion.
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Cas-III-Ma

(b)

Figura 8.6: Espectro electronico de Casiopeina-11I-Ma (35uM) con ADN PBR322
(20ng/pl). a) Efecto hipocromico debido a la interaccion de casiopeina-I1TI-Ma con ADN.
b) Seguimiento de los cambios en las transiciones 7 — 7* de la interaccion Cas-I11-Ma-
ADN. Los nameros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de incubacion.
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Cas-VIII-gly

(b)

Figura 8.7: Espectro electronico de Casiopeina-VIII-gly (35uM) con ADN PBR322
(20ng/ul). a) Efecto hipocromico debido a la interaccion de casiopeina-VIII-gly con ADN.
b) Seguimiento de los cambios en las transiciones m — 7* de la interaccion Cas-VIII-gly-
ADN. Los ntimeros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de incubacion.
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Cas-V-Fe

(b)

Figura 8.8: Espectro electronico de Casiopeina-5-fen (35uM) con ADN PBR322
(20ng/pl). a) Efecto hipocromico debido a la interaccion de casiopeina-5-fen con ADN.
b) Seguimiento de los cambios en las transiciones m —7* de la interaccion Cas-5-fen-ADN.
Los ntumeros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de incubacién.
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Cas-I1I-Ha

(b)

Figura 8.9: Espectro electronico de Casiopeina-III-Ha (35uM) con ADN PBR322
(20ng/ul). a) Efecto hipocromico debido a la interaccion de casiopeina-III-Ha con ADN.
b) Seguimiento de los cambios en las transiciones 7—7* de la interaccion Cas-111-Ha-ADN.
Los ntimeros en las acotaciones representan los minutos del tiempo de incubacion.
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