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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Cancer

El cancer engloba a un conjunto de enfermedades relacionadas a la division
descontrolada de células anormales, que crecen e invaden las células sanas del
cuerpo. Normalmente, las células, cuando el cuerpo lo requiere, crecen y se dividen
para formar nuevas y células demasiado viejas o dafadas, mueren, tomando las
células nuevas su lugar. Cuando el cancer se desarrolla, este proceso ordenado se
ve alterado y las células comienzan a crecer incontrolablemente generando un
tumor. [1,2].

Un tumor es una masa de tejido que posee un crecimiento anormal de células en
alguna parte del organismo y no tiene ninguna funcién fisioldgica, éste puede ser
inofensivo o maligno [3,4]. En la Figura 1, se ilustra el proceso, de la formacion de
un tumor maligno desde la aparicion de células cancerosas, hasta la formacién de
un tumor maligno. Por otro lado, si los tumores solidos son inofensivos vy
permanecen en su lugar de origen, generalmente pueden ser removidos y no

plantean amenaza a largo plazo, se consideran tumores benignos.

Un tumor canceroso es maligno cuando puede propagarse o invadir tejidos
cercanos; lo que significa que a medida que estos tumores crecen, algunas células
cancerosas pueden separarse y viajar a lugares distantes del cuerpo a través de la
sangre o el sistema linfatico y formar nuevos tumores lejos del tumor original

(metastasis) [3,4].

La mayoria de los tipos de cancer forman tumores soélidos, excepto los tipos de
cancer asociados a sangre, como las leucemias originadas generalmente en los

glébulos blancos [5].



Figura 1. Formacion de un tumor sélido: 1) células sanas, 2) apariciébn de las primeras
células cancerosas, 3) formacion de un cumulo de células dafiadas, 4) acumulacion de

mayor nimero de células cancerosas, 5) Aparicion del tumor maligno.

El cancer es una de las primeras causas de muerte a nivel mundial, segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Este puede desarrollarse por diversos
factores asociados al estilo de vida tales como tabaquismo, consumo de alcohol en
exceso, exposicidn a radiacion ultravioleta, sobrepeso, obesidad o por antecedentes

familiares [6].

En 2015 se le atribuyeron 8,8 millones de muertes a nivel mundial, siendo el cancer
de pulmoén, higado, estdbmago, colon y mama los que causan mayor namero de

decesos, ademas aparecen aproximadamente, 14 millones de casos nuevos [7].

La Figura 2, muestra un estimado de 2012 sobre la incidencia y mortalidad causada
por diferentes tipos de cancer en México, tanto en hombres como en mujeres. Se
observa que entre los tipos de cancer de mayor incidencia se encuentran el de
mama, cervicouterino y préstata; en contraste, los que causan un mayor numero de

decesos son el cancer de colon, pulmén y estdbmago [8].



México: ambos sexos, todas les edades

B Incidencia ) Cz}
B pMortalidad

Figura 2. Estimado de incidencia y mortalidad por diferentes tipos de cancer en México
afo 2012 (tasa por 100 000 habitantes). Figura traducida de la Globocan: Incidencia

estimada del cancer,OMS [8].

Existen diferentes tratamientos contra el cancer, el uso de uno u otro depende del

tipo de cancer y del nivel de avance de éste. Entre ellos se encuentran [9, 10]:

Cirugia. El cancer es eliminado del cuerpo por medio de una intervencion

quirdrgica.

Radioterapia. En ella se utiliza radiaciéon para reducir tumores y destruir células

cancerosas y retrasar el crecimiento del tumor sin dafar tejido sano cercano.

Inmunoterapia. Tipo de tratamiento para el cancer que estimula las defensas

naturales del cuerpo a fin de combatir el cancer. Utiliza sustancias producidas por



el cuerpo o fabricadas en un laboratorio para mejorar o restaurar la funcion del

sistema inmunoldgico.

Terapia dirigida. Actla sobre proteinas o genes especificos asociados a los
cambios en las células cancerosas, que les ayudan a crecer, dividirse y propagarse,

deteniendo la diseminacién de éstas.

Terapia hormonal. Tratamiento que frena o detiene el crecimiento de los tipos de
cancer mama y prostata que utilizan hormonas para detener su crecimiento y

proliferacion.

Medicina de precision. Se dirige hacia el cuidado del cancer que permite a los
médicos a seleccionar los tratamientos que son mas propensos a ayudar a los

pacientes, basados en una comprension genética de su enfermedad.

Quimioterapia. Tipo de tratamiento sistémico contra el cancer que utiliza

medicamentos para eliminar la poblacion de las células cancerosas.

La Quimioterapia es uno de los tratamientos mayormente utilizados a nivel mundial,
ya que es una opcion para combatir, controlar y aliviar algunos de los sintomas

causados por la enfermedad (tratamiento paliativo) [11].

1.2. Quimioterapia

La quimioterapia es el tratamiento para muchos tipos de cancer; en él, los
medicamentos viajan a través de todo el cuerpo hasta llegar a las células
cancerosas en cualquier lugar en el que se hayan propagado (tratamiento sistémico)
[10].

Los farmacos quimioterapéuticos se clasifican segun: la funcion de su mecanismo
de accion, su estructura quimica, su sitio de accién o el efecto que tienen sobre las

células cancerosas [10, 12, 13, 14].



El estudio del mecanismo de accion de los farmacos requiere el conocimiento de
los procesos quimicos que tienen lugar entre él y su diana biolégica o blanco
molecular que puede definirse como el lugar del organismo en el que el farmaco

ejerce su accion [15].

Las dianas bioldgicas de los fArmacos antineoplasicos pueden ser diversas, siendo
los principales objetivos las biomoléculas tales como: el ADN, proteinas o enzimas
[16].

De acuerdo con su mecanismo de accion se clasifican principalmente en: 1)
inhibidores de angiogénesis, 2) inhibidores de sintesis de acido desoxirribonucleico
(ADN), 3) inhibidores enziméticos, 4) reguladores de genes, 5) reguladores de ciclo
celular y 6) agentes intercalantes e interaccion en los surcos del ADN [14], estos se

describen a continuacion.

1) Inhibidores de la angiogénesis: La angiogénesis es la formacion de vasos
sanguineos nuevos, por la migracion y crecimiento de células endoteliales.
El organismo regula este proceso por medio de sefiales quimicas que
estimulan la formacion o reparacién vasos sanguineos. Las moléculas que
actian a este nivel interfieren con la formacion de éstos, ya que, en
enfermedades como el cancer, provoca que células dafiadas se distribuyan
en el cuerpo, previniendo una metastasis de este [17,18]. Por ejemplo, el
medicamento bevacizumab (Avastin®) es un anticuerpo que reconoce y se
une especificamente a receptores en la superficie de células endoteliales
[19].

2) Inhibidores de sintesis de ADN: La caracteristica principal que define al
cancer es la division incontrolable de células dafiadas. Para inhibir este
proceso, la replicacion del ADN de células afectadas debe detenerse por lo
gue la molécula blanco sera la enzima ADN polimerasa, encargada de la
replicacion del ADN [19]. Algunos compuestos que actlan mediante este

mecanismo son: 5-fluorouracilo, mitomicina C, entre otros [14,16, 20].



3)

4)

5)

6)

Inhibidores enziméticos: Los agentes antineoplasicos que funcionan por
medio de este mecanismo buscan retrasar y prevenir el crecimiento tumoral
a través de la inhibicibn de enzimas. Una de ellas es la topoisomerasa,
enzima responsable del desenrollamiento del ADN durante la replicacion.
Farmacos que actitan por este mecanismo son: actinomicina D,

daunorubicina, doxorrubicina, idarrubicina entre otros [17].

Reguladores de genes: Las alteraciones epigenéticas en el ADN, estan
involucradas en las primeras etapas donde las células sanas, se transforman
en células tumorales. Se ha propuesto que en las alteraciones genéticas se
producen genes que favorecen la proliferacion celular, diferenciacién y la
pérdida o ganancia de funciones anormales en las células. Los cambios
epigéneticos relevantes para el cancer ocurren en genes que codifican
proteinas y dan como resultado una expresion de estas con una secuencia

erronea [21].

Agentes reguladores del ciclo celular: Las células normales, al presentar
un dafio al ADN, son capaces de detener el ciclo celular con el propésito de
gue se mantenga la integridad de la informacion genética. Cuando los genes
gue regulan el ciclo celular se ven afectados, las células dafiadas proliferan
y producen la enfermedad. Por lo que la busqueda de antineoplasicos

capaces de modular el ciclo celular se mantiene vigente [22].

Agentes alquilantes, intercalantes e interaccién en los surcos del ADN:
Las moléculas pequefas pueden interactuar o unirse con el ADN, alterando
procesos de reconocimiento y funcién asociados a proteinas, entre ellas se
encuentran, las polimerasas, topoisomerasas, factores de transcripcion y

sistemas de reparacion de ADN [16].



1.3. ADN como blanco de agentes antineoplasicos

Desde el desarrollo del cisplatino, el ADN, se convirti6 en uno de los principales
objetivos bioldgicos para los compuestos antitumorales. Asimismo, la interaccion de
los farmacos con el ADN puede darse de manera directa o indirecta con él, ademas

presentan diferentes modos de unién [23].

Las interacciones moleculares del ADN, con los farmacos antineoplasicos se
pueden clasificar en dos modos de union: covalente y no covalente. Este tipo de
uniones ADN-farmaco, puede conducir a una completa inhibiciéon de los procesos

celulares y llevar a una muerte por apoptosis [23].

Dentro de las interacciones covalentes al ADN se encuentra la alquilacién que son
generalmente uniones irreversibles. En las interacciones de tipo no covalente se
encuentran: enlaces enzima topoisomerasa-ADN-farmaco, interacciones en los
surcos, interacciones electrostéticas y enlaces por intercalacion; siendo estas tres
ltimas las mas frecuentes [15,24].

Las uniones de tipo no covalente con el ADN suelen ser reversibles y preferidas
sobre las uniones covalentes, ya que estas Ultimas, pueden unirse a sitios no
deseados quedando los farmacos inamovibles, provocando efectos téxicos en el

organismo [25].



1.3.1. Alquilacion

Los agentes alquilantes, son compuestos fuertemente electrofilicos que forman
enlaces covalentes con los grupos nucleofilicos del ADN. Evitan que la célula se
replique inhibiendo los procesos de transcripcion y traduccion al dafar la doble
hélice, lo que resulta en la muerte de la célula dafiada. Son eficaces durante cada
fase del ciclo de vida de una célula cancerosa [26], lo que significa que pueden

actuar ante una amplia gama de tipos de cancer [27,28].

En la Figura 3 se presentan las estructuras del carboplatino [29], oxaliplatino [30] y

cisplatino [31] estos compuestos se unen de manera covalente al ADN.

Figura 3. Estructuras del 1) carboplatino, 2) oxaliplatino y 3) cisplatino [29,30, 31]



El mecanismo de accion del cisplatino se ilustra en la Figura 4, donde después de
su administracion este atraviesa la membrana celular, sufre una hidrdlisis y pierde
dos atomos de cloro de su estructura, en consecuencia se convierte en una
molécula electrofilica capaz de interaccionar con los grupos nucleofilicos del ADN

(pares de bases) y formar enlaces covalentes que llevan a la muerte celular [31].

Cruce del cisplatino por la membrana celular

&

———
Administracion del cisplatino
~ a | " on [* " On
_ » ] ”
Enlace covalente con el ADN M P | wa @ AL ™
l Proceso de hidrolisis

W Unién del cisplatino con el ADN =t Muerte celular

Figura 4. Mecanismo de accion del cisplatino con el ADN.

La unidn del cisplatino con el ADN se muestra de forma mas clara en la Figura 5.

Figura 5. Union del cisplatino al ADN. Imagen tomada de Atbio [32].
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1.3.2. Intercalacioén

La intercalacién implica la insercidon de una molécula plana entre los pares de bases
de ADN en el surco mayor o menor (Figura 6), lo que resulta en una disminucién

en el giro helicoidal y el alargamiento de la doble hélice [33].
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Figura 6. Deformacion de la doble hélice del ADN por accién de un agente intercalante.

Para que el agente intercalante se ajuste, el ADN debe abrir un espacio entre sus
pares de bases desenrollandose. El grado de desenrollamiento dependera del
intercalador; en el caso del cisplatino, muestra una preferencia por las regiones de
guanina-citosina del ADN. Esta selectividad se debe principalmente a las
interacciones hidrofébicas y electrostaticas de los sustituyentes unidos al

intercalante hacia las pares bases de la doble hélice [34].
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Los agentes intercalantes se usan en el tratamiento quimioterapéutico para inhibir
la transcripcion, la replicacion y procesos de reparacion del ADN, éste es
considerado su principal modo de accién porque evita que las células afectadas

sigan multiplicAndose [2].

Generalmente, moléculas planas aromaticas o hetroaromaticas pueden unirse de
forma intercalante al ADN. Ejemplos de farmacos antineoplasicos que se intercalan
al ADN son la actinomicina, daunorrubicina y pirarubicina [35] sus estructuras se

presentan en la Figura 7.
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HyC—p" O-Rng e PRing y--Cey
\ HsG \ N 4 CHz /
0 / Q \: /0 o=/ {
D=y )
T =
:b‘s
H,C I
HiC CHy

3)

Figura 7. Estructuras de la 1) actinomicina, 2) daunorrubicina y 3) pirarubicina [35].
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En la Figura 8, se muestra el acomodo de la actinomicina con el ADN.

Figura 8. Acomodo de la actinomicina con el ADN. Imagen tomada de Atbio [32].

1.3.3. Interaccién en los surcos

El modo de unién por interaccion en surcos generalmente es mas especifico ya que
prefieren regiones ricas en adenina y timina, ademas se ha observado que
generalmente las estructuras de los farmacos coinciden con la forma del surco
menor, por lo que facilmente logran acoplarse a €l generando interacciones de tipo
Van der Waals o enlaces de hidrégeno lo que resulta en una menor toxicidad a
comparaciéon de la unién por intercalacion [35]. Las moléculas que en la mayoria
de los casos presentan este tipo de interaccion con el ADN, se constituyen a partir
de una serie de anillos de hidrocarburo heterociclicos o aromaticos que poseen
libertad de rotacioén, por ejemplo la distamicina, netropsina [36] en la Figura 9. se

presentan sus estructuras.
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Figura 9. Estructuras de la 1) distamicina y 2) netropsina [36].

La Figura 10 se muestra la unién de la distamicina al ADN.

Figura 10. Acomodo de la distamicina en el ADN. Imagen tomada de Atbio [32].
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En contraste las interacciones entre moléculas con potencial farmacoldgico al surco
mayor no ha sido ampliamente explorado debido a la necesidad de disefar
moléculas més grandes capaces de unirse al él lo cual se traduce en una

complejidad para sintetizarlos [37].

1.4. Tecnicas para evaluar la interaccion del ADN con

agentes antineoplasicos

En los ultimos afios, se ha tenido un creciente interés en conocer como interactdan
compuestos antineoplasicos con el ADN. Las herramientas analiticas, como son las
técnicas espectroscopicas (UV-vis, fluorescencia y DC) y no espectroscépicas
(voltamperometria ciclica y electroforesis) [38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,46] han
resultado de gran utilidad para la interpretar estas interacciones, gracias a que las
uniones ADN-farmaco, pueden generan una absorcion y/o emision de radiacion
electromagnética, que a su vez se traduce en sefiales que se pueden asociar a una
forma interaccion u otra. Esto puede proporcionar informacion para el mejoramiento
en el disefio de medicamentos y conducir a una mayor comprension del mecanismo

de interaccion entre los medicamentos contra el cancer y el ADN [39].

Espectroscopia de UV-vis

La espectroscopia de UV-vis es la técnica mas sencilla para estudiar la estabilidad
del ADN, asi como las interacciones con las moléculas con las que se encuentre en
contacto. El espectro de UV-vis del ADN muestra una amplia banda (200-350 nm),
con una absorcion maxima en 260 nm. Este maximo es consecuencia de
transiciones electronicas debidas a las propiedades croméforas de las pares de

bases del ADN, que ademas nos sirve para cuantificarlo y determinar si se
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encuentra puro o no [40]. Los cambios en la absorcién o el desplazamiento del
maximo de esta banda son consecuencia de la interaccion del ADN y el farmaco y
la magnitud del desplazamiento de la misma puede asociarse también a la fuerza

de la interaccion entre las dos especies [40].

En los espectros de UV-vis del ADN, suelen apreciarse dos efectos: el
hipocromismo y el hipercromismo, resultantes de los cambios conformacionales de

la doble hélice.

El hipocromismo (disminucion de la absorbancia), se presenta por lo general en
moléculas intercalantes debido a la desestabilizacidén de la estructura del ADN, esto
provoca que los orbitales 17 de los ligantes del farmaco se acoplen con los orbitales
T de los pares de bases, debido a esto el orbital T del acoplamiento queda
parcialmente lleno de electrones, lo que provoca la disminucion de las
probabilidades de transicion de los mismos y resulte en un efecto de tipo

hipocrémico [47].

Cuando el ADN interactia con un farmaco, las interacciones entre los pares de
bases que sostienen la estructura de la doble hélice se interrumpen y causa su
separacion en dos cadenas simples, por lo que la interaccion base-base se reduce
y provoca que estas queden libres y cargadas aumentando la absorbancia (efecto
hipercromico) casi un 40 % a comparacion del ADN bicatenario en la misma
concentracion [40].

Espectroscopiade Fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia también se usa para determinar el modo de
unién de farmacos al ADN, basandose en las propiedades fluorescentes que
pueden presentar los farmacos en cuestion [30]. Al existir una interaccion, la
fluorescencia de los espectros de emision del farmaco se ve modificada
dependiendo del tipo de modo de unién presente. Por ejemplo, en presencia de un
agente que interacciona en el surco menor, se tienen una disminucion de la
fluorescencia, mientras que agentes intercalantes suelen incrementarla [40, 41, 43,
44].
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Dicroismo Circular

La espectroscopia de DC es una técnica Optica, que mide la diferencia de absorcién
de un analito de la luz polarizada hacia la izquierda y la luz polarizada hacia la
derecha, que, en conjunto, componen un haz de luz [41]. Estos dos componentes,
tienen la misma magnitud, pero al interactuar con un medio épticamente activo
(quiral), su comportamiento con la muestra sera diferente y su magnitud cambiard,
lo que provocara que el plano de polarizacion circular se distorsione y genere una
elipse. La elipse formada, esta constituida por un eje mayor y un eje menor, tal como
se muestra en la Figura 11. El eje mayor, forma un angulo con la tangente a los dos
ejes, llamado elipticidad, parametro asociado a la diferencia de absorcion de la luz
polarizada hacia la derecha y hacia la izquierda que nos dara la sefial en DC. Los
espectros de DC se obtienen generalmente en las regiones del ultravioleta cercano
(250 a 350 nm) y lejano (180 a 250 nm) [43,45].

Elipticidad

Eje mayor

Eje menor

Figura 11. Representacion gréafica de la definicion de elipticidad.

La instrumentacion de DC, presentada en la Figura 12, esta constituida por un haz

de luz no polarizado, que posteriormente se hace pasar por un monocromador para
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polarizarlo linealmente y finalmente por un polarizador circular, de donde saldran los
dos componentes polarizados de la luz (izquierdo y derecho) que interactuaran con

la muestra 6pticamente activa, para pasar finalmente por el detector [46].

Luz
polarizada a
la derecha

- fotoelastico

.""_\“.
-
polarizada

Muestra

activa en
DC

Llfl polarizada Wi
linealmente
polarizada a

la izquierda

Figura 12. Instrumentacion del equipo de DC.

El DC es una técnica muy sensible, que requiere de cantidades de muestra
relativamente pequefias y es utilizada para detectar cualquier cambio en la
estructura secundaria del ADN y el modo de uniéon de moléculas al mismo [24].
Como se menciong, para que una molécula sea activa mediante esta técnica, deben
presentar quiralidad, generalmente, las moléculas que se enlazan al ADN, no la
presentan y como tales, son Opticamente inactivas, pero al interactuar con la doble
hélice del ADN pueden adquirir una sefial en dicroismo circular [45,46], por lo que

se pueden obtener espectros de DC inducido [46].

En los espectros de DC se presentan dos bandas asociadas a la forma B del ADN,
una positiva en 275 nm y una negativa en 245 nm, que se atribuyen al apilamiento
de los pares de bases del ADN y a la helicidad del mismo, concepto que hace
referencia a la torsion de la doble hélice del ADN. [46]
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El cambio en la intensidad de las bandas o el desplazamiento de estas, aporta
informacién acerca de la forma de interaccién del farmaco con el ADN y de los
cambios conformacionales del mismo [48]. Se ha observado que agentes que
interactuan en el surco menor del ADN, suelen aumentar considerablemente la
intensidad de la banda de 275 nm, asociada al apilamiento de los pares de bases
del ADN, mientras que la banda de 245 nm asociada a la helicidad, disminuye su
intensidad [49, 50]. Esta disminucion es provocada por el rompimiento local del
apilamiento de las bases de la doble hélice por la union del farmaco [49]. En el caso
de agentes intercalantes, la intensidad de ambas bandas presenta un efecto
hipercrémico; cambios que se asocian a un desenrollamiento del ADN vy, por lo
tanto, una disminucién en el giro helicoidal por accion de la molécula [49, 50].

Voltamperometriaciclica

La voltamperometria ciclica se utiliza principalmente en compuestos a base de

metales con distintos estados de oxidacion, que pueden sufrir reacciones redox.

En general, el cambio en el potencial maximo es util para decidir el modo de
interaccion. En caso de unién covalente se produce un cambio en el nUmero de
picos y en el caso de interaccion no covalente, el nimero de picos permanece sin
cambios y el potencial maximo se desplaza. En una unién de tipo intercalante, el
potencial redox normalmente aumenta debido a la insercion de moléculas en el ADN
por lo que se vuelve dificil la transferencia de electrones entre el electrodo y el
farmaco, en consecuencia, el potencial aumenta. En caso de interacciones
electrostaticas con el ADN al tener especies ricas en electrones proporciona una
carga negativa al farmaco y ocasiona que el potencial redox disminuya [51].
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Electroforesis

La electroforesis en gel de agarosa ha demostrado ser una forma eficiente y efectiva
de separar los acidos nucleicos, ademas, es de utilidad para monitorear la

degradacion del ADN, por la presencia de compuestos externos [52].

El principio basico de la electroforesis consiste en la migracion de las moléculas a
través de un gel u otro tipo de material poroso, en el cual, por accion de un campo
eléctrico, las moléculas seran separadas de acuerdo con su tamafo y carga. La
separacion de la muestra en moléculas mas pequefas se visualiza gracias a la
tincion con BrET. Adicionalmente se puede conocer la concentracion de ADN
presente en cualquiera de las bandas en el gel debido a que el BrET se intercala al

ADN de una manera dependiente de la concentracién [53].

Algunos estudios emplean ADN plasmidico, para el estudio de su degradacion en
presencia de farmacos. Un plasmido es una molécula circular de ADN de doble
cadena que se encuentra superenrollada debido a la accidn de la enzima girasa que
la compacta hasta que el ADN no puede sufrir mas giros de superenrollamiento.
Cuando el plasmido superenrollado se une al farmaco este se “relaja” hasta llegar
a la forma circular. Si se produce el corte en las dos hebras del ADN puede llegarse

a la forma lineal del mismo [54].

Este superenrollamiento debido a su conformacién compacta puede moverse a
través del gel méas rapido, siendo la forma circular la que viaja con mayor lentitud
[52]. Una disminucion en la forma superenrollada que conduzca al aumento de la
forma circular indica la presencia de una interaccidn de tipo intercalante entre el
ADN y las moléculas [55]. En la Figura 13, se muestra el superenrollamiento de un

plasmido.
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(a) DNA relajado (b) DNA superenroliado

Figura 13. Plasmido en su forma a) circular y b) superenrollada [56].
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Capitulo 2

Antecedentes

2.1. Compuestos de cobre con actividad antitumoral

Algunos de los farmacos que se han disefiado para reemplazar al cisplatino, tienen
en su estructura atomos metélicos que podria conducirlos a disminuir su toxicidad
por el hecho de tener presentes elementos en su estructura que naturalmente se

encuentran en el cuerpo humano (metales esenciales) [57].

Entre los compuestos que no son de platino, los complejos de cobre(ll) son
atractivos como agentes anticancerigenos, ya que el cobre, al ser un elemento
esencial, puede ser menos toxico para las células sanas que los compuestos de
platino [58].

El cobre es un elemento esencial, este se encuentra en el cerebro, rifidn, corazén e
higado del cuerpo humano [59]; es importante para la funcion de varias enzimas y
proteinas involucradas en el metabolismo energético, la respiracion y la sintesis de
ADN; en particular de la citocromo oxidasa y la superéxido dismutasa (SOD) [60].
Las principales funciones biol6gicas del cobre implican reacciones redox [61], como
cofactor catalitico en la quimica redox de la mitocondria [62], respiracion celular [63]

en la absorcion de hierro [64] y en la eliminacion de radicales libres [65].
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2.2. Casiopeinas®

En la busqueda de una alternativa méas efectiva y menos toxica que los
guimioterapéuticos actuales, en el grupo de trabajo se han desarrollado una serie
de compuestos de coordinacion denominados Casiopeinas®, los cuales son
quelatos mixtos de cobre(ll), cuya férmula general es [Cu(N-N)(O-O)]NO 5y [Cu(N-
N)(N-O)]NO5 [49], donde N-N corresponde a bipiridinas o fenantrolinas sustituidas
(ligantes primarios); N-O corresponde a aminoacidatos o péptidos, y O-O
corresponde a acetilacetonato o salicilaldehidato (ligantes secundarios) [66,67,68].

«

L — — —

Figura 14. Estructuras generales de las familias de las Casiopeinas®. a) Cu[2,2-
bipiridina)(acetilacetonato)][NOs, b) Cu[(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NOs y ¢)
Cu[(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(glicinato)|NOs,

En la actualidad, se han sintetizado mas de 100 Casiopeinas®, las cuales se pueden

agrupan en subfamilias tal como se muestraen la Tabla 1 [67].
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Tabla 1. Resumen de las subfamilias de las Casiopeinas® con su formula general

[67].

Subfamiliay clave Formula general
I Casl-(N-O) [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3
Il CaslI(N-O) [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3
i Caslll-Xa o xa [Cu(N-N)(acac)]NO3

Caslll-Xs 0 xs [Cu(N-N)(salal)]NOs
\ CaslV-(N-O) [Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(N-O)]NOs
\% CasV-(N-O) [Cu(5-R-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3
VI CasVI-(N-O) [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3
VI CasVII-(N-O) [Cu(1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3
VIII | CasVIII-(N-O) [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(N-O)]NO3
IX CasIX-(N-O) [Cu(2,2-bipiridina)(N-O)]NO3

N-O: a-aminoacidato; acac, a: acetilacetonato, salal, s: salicilaldehidato; N-N: diimina

sustituida, donde x = letra minUscula, bipiridina o X = letra mayudscula, fenantrolina. La

molécula de agua coordinada ha sido eliminada de las formulas por claridad.

La caracterizacién y pruebas de estabilidad se han completado, asi como los

estudios preclinicos tales como la actividad biolégica de las Casiopeinas®, mediante

la determinacion de concentraciones inhibitorias medias (ICso) en lineas celulares
tumorales [69], asi como la evaluacion in vivo para la determinacion de la DLso, la
eficacia como antitumoral en ratas y los estudios cuantitativos de correlacion

estructura actividad (QSAR) [69, 70, 71, 72]. En estos estudios, se encontrd que,

presentan actividad genotoxica [73] citotoxica [74] y antitumoral [73,74]; ademas
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gue, aquellas Casiopeinas® que tienen como ligante primario la fenantrolina,
presentan mayor actividad biolégica que los que tienen como ligante primario
bipiridina y se propone que, los tres anillos arométicos de ese ligante permiten una
mayor afinidad por el ADN. El ligante secundario, tiene una menor influencia en la
actividad biolégica cuando se cambia de acetilacetonato a glicinato [74].

Una vez que se tuvo evidencia de que las Casiopeinas® presentan actividad
antineoplasica en sistemas bioldgicos, ahora es necesario conocer los mecanismos

por los cuales, los compuestos llevan a cabo esta funcion.

2.2.1. Mecanismo de acciéon de las Casiopeinas®

Las Casiopeinas® han sido estudiadas por diversas técnicas con el fin de elucidar
su mecanismo de accién en el organismo humano. Hay evidencia que sugiere que
estos compuestos son capaces de inhibir la proliferacion celular e inducir a la muerte
de la célula por apoptosis, ademas se observé que en presencia de la Casll-gly, en
la linea tumoral Hela, los procesos de crecimiento celular se ven apagados
mientras que aquellos de muerte celular se encienden [75]. También se ha
determinado que pueden conducir a la autofagia [76,77]. Se propone que estos
compuestos tienen dos vias de accién principales, los cuales incluyen a la
mitocondria [69] o al nucleo [78,79]. En diversos estudios se ha encontrado que hay
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), dafio mitocondrial y dafio al
ADN en las células tumorales, a través de una interaccion directa con las
Casiopeinas® [80,81].

En los experimentos encaminados a obtener la ICso de diversas lineas cancerosas,
se observé que algunos compuestos de la familia de las Casiopeinas®, son capaces
de consumir glutation como fuente de electrones para catalizar reacciones de tipo
Fenton, causando una sobreproduccion de ROS y conduciendo por lo tanto a la

disfuncién mitocondrial y la muerte celular [81, 82].

Los mecanismos antes mencionados pueden jugar de manera aislada o

cooperativamente un rol importante en la accion de estos compuestos.
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2.2.2. Casiopeinas®y su interaccion con ADN

Con respecto a la interaccion de esta familia de compuestos con el ADN, el disefio

de las Casiopeinas®

considerd incluir ligantes bidentados aromaticos que tienen alta
afinidad por el cobre(ll) y que a su vez les permiten asociarse con el ADN. Mediante
estudios a través de diferentes técnicas han permitido aproximarse cada vez mas a
la elucidacion de las interacciones entre las Casiopeinas®y el ADN [83, 84, 85, 86,

87, 88].

Por ejemplo en experimentos de electroforesis, se ha observado que, las

Casiopeinas® son capaces de provocar una escisién en el ADN, hecho que fue
confirmado por microscopia de fuerza atdbmica al encontrar fragmentos de ADN
después del tratamiento con los compuestos [84,85]. Por medio de dicroismo
circular se pudo mostrar que existe un cambio de la isoforma B a la Z del ADN en
presencia de Casiopeinas® Cas-ligly, Caslll-ia y Caslll-Ea empleando el plasmido
pBSK, ademas de que se detectd la presencia de una banda en el espectro en un
rango de 300-350 nm que se atribuyé a la formacion de un aducto entre el ADN y

estas Casiopeinas®[84].

Por su parte, a través de estudios tedricos (modelado molecular) se encontr6 que
algunos de los compuestos, logran intercalarse por la parte aromatica de su
estructura [86]. Se propone ademas que hay una interaccién en el surco menory
una apertura de hebras dependiendo de la estructura de las Casiopeinas® [86,87].
De este estudio se determind que la estabilidad de la interaccion de las
Casiopeinas® con las bases del ADN tienen el siguiente orden: Citosina > Guanina

> Adenina = Timina [86].

Estos estudios han permitido proponer que las Casiopeinas® pueden interactuar
con el ADN, sin embargo, se requiere saber qué tipo de union se tiene entre la doble
hélice y los compuestos. Hasta el momento se han hecho estudios tedricos con
dindmica molecular [86,87, 88] y experimentales in vitro como microscopia de fuerza

atomica, electroforesis y espectroscopia UV-visible con este propésito [83, 84, 85].
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A continuacion, se resumen los hallazgos més significativos de las técnicas antes
mencionadas. Galindo y colaboradores mediante un estudio de dindmica molecular,
clasificaron en A, B, C, D y E los diferentes tipos de interaccion (Figura 15) entre

el ADN y las Casiopeinas®.

Interaccion de tipo A: Las Casiopeinas® se desprenden desde el surco menor y
recorren la doble hélice del ADN hasta llegar a uno de los bordes de la cadena

donde se apilan con los pares de bases terminales del ADN.

®

Interaccidn de tipo B: Las Casiopeinas™ se unen al surco menor.

Interaccién de tipo C: Se genera una eversion de pares de bases seguido de una

apertura hacia el surco mayor y finaliza en la intercalacién de las Casiopeinas®.

Interaccion de tipo D: Unién de las Casiopeinas® al surco menor y apilamiento de

una de las bases terminales con el compuesto.

Interaccion de tipo E: intercalacion cerca de los nucleoétidos finales del fragmento
de la doble hélice del ADN [78].

Figura 15. Tipos de interaccion entre las Casiopeinas® y el ADN, mediante dinamica

molecular [86].
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Cabe sefialar que biolégicamente las interacciones A, D y E, no serian posibles
debido a que no se tienen pares de bases terminales en el ADN.

Al evaluar experimentalmente por electroforesis y UV-vis la interaccion y la
integridad del ADN al exponerlo a las Casiopeinas®, se encontré que los ligantes
unidos a los compuestos de cobre(ll) tienen una influencia importante en el

mecanismo y la intensidad de la interaccion entre el ADN [83]. De manera general,

se encontr6 que las Casiopeinas® con bipiridinas y fenantrolinas como ligantes
primarios y con sustituyentes como: -H, -Cl, -NO2, acetilacetonato o glicinato como
ligantes secundarios, se propone gue interaccionan en el surco menor, mientras
que, las Casiopeinas® con fenantrolinas metiladas o dimetiladas y con glicinato
como ligante secundario, se propone que interactian por medio de una intercalacion
con el ADN. Ademas, los estudios de electroforesis muestran que hay ruptura del
ADN superenrollado a ADN lineal y el desdoblamiento de ADN superenrollado a
ADN circular [83].
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Capitulo 3

Justificacion

Las Casiopeinas®, han demostrado ser una buena alternativa ante los
antineoplasicos actuales, debido a la actividad biolégica que presentan y ademas
por la interaccion directa que tienen con el ADN, lo que podria impedir la
multiplicacidén de células cancerosas [84, 89, 90 ,91], sin embargo, es importante
conocer el mecanismo de accién de estos compuestos a nivel biolégico y molecular,
para esto se han realizado estudios de dinAmica molecular, de electroforesis y UV-
vis, con la finalidad de establecer la interaccion de las Casiopeinas® con el ADN, sin
embargo, los resultados no han sido concluyentes. En este trabajo, se hara uso de
la técnica de DC, en un estudio in vitro, la cual se espera que aporte informacion
acerca del modo de union de los compuestos con la doble hélice y nos permita
distinguir o apoyar algunos de los mecanismos de interaccion propuestos en los

estudios tedricos y experimentales realizados hasta el momento.
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Capitulo 4

Hipotesis

Al exponer ADN plasmidico con las Casiopeinas®, estas promoveran un cambio
conformacional en él que sera posible seguir por DC y permitird proponer cual es

el modo de interaccién de cada compuesto con ADN plasmidico al diferenciar a los

agentes alquilantes de aquellos que se acomodan en el surco menor o se intercalan.

29



Capitulo 5

Objetivos

Objetivo general:

Establecer el modo de unién molecular de 14 Casiopeinas® con ADN plasmidico

(pBR322) por medio de la técnica de dicroismo circular.

Objetivos Particulares:

» Establecer las condiciones éptimas de trabajo y determinar las interacciones
del plasmido pBR322 con los controles positivos BrET, bleomicina y

cisplatino por medio de la obtencion de sus espectros de DC.

« Evaluar la interaccion de 14 Casiopeinas® con el plasmido PBR322,

mediante dicroismo circular, a diferentes tiempos de incubacion.

* Proponer los posibles los modos de unién molecular de los compuestos con
el plasmido y clasificarlos de acuerdo con el efecto observado en DC.

* Comparar los resultados de DC, con los resultados ya reportados (U.V.

visible, dindmica molecular, fluorescencia y electroforesis).
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Capitulo 6

Material y métodos

Para el estudio de la interaccion de los compuestos con ADN, se trabajé con
plasmido pBR322, proveniente de Escherichia coli RRI (E. coli, Sigma-Aldrich), cuyo
peso molecular es de 2.9x106 Da, y contiene 4,363 pares de bases en su secuencia.

Como controles positivos, se utilizaron farmacos o compuestos cuya interaccién con
el ADN es conocida y que son de utilidad para clasificar el comportamiento de
compuestos cuya diana molecular también es el ADN. En la Tabla 2, se muestran
los controles positivos, asi como su mecanismo de accion con el ADN y su

estructura.
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Tabla 2. Controles positivos utilizados en el analisis por DC.

Mecanismo de Estructura

accion con el

ADN
Cisplatino Agente que se el. NH3
coordina por oo
medio del platino cl”” SNH

al ADN (aducto) y
produce enlaces
entrecruzados o
s6lo en la misma

hebra [31].

Bromuro de Agente
etidio (BrgT) intercalante [92].

Bleomicina Puede actuar
como agente
intercalante o
unirse al surco

menor [93].
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Las 14 Casiopeinas®a evaluar, fueron previamente sintetizadas y caracterizadas
mediante andlisis elemental (AE), infrarrojo (IR) y UV-visible (UV) por Bravo-Gomez
y Figueroa de Paz, de acuerdo con los procedimientos patentados® [66, 67, 68].

Los compuestos se dividieron en dos grupos de acuerdo con el ligante secundario
que poseen. El Grupo 1 se refiere a aquellas Casiopeinas® que contienen
acetilacetonato (Tabla 3; Figura 16); mientras que el Grupo 2, son Casiopeinas®

cuyo ligante secundario es glicinato (Tabla 4, Figura 17).

Tabla 3. Claves y féormulas condensadas de las Casiopeinas® del Grupo 1 a evaluar.

Numero Clave del Sustituyentes Formula condensada
Compuesto del ligante
primario
1 Caslll-Ba H C17H17N30sCuH20
2 Cas-5a-Ma 5-metil C18H19N306CuH20
3 Caslll-ia 4 4-dimetil C15H19N30s5Cu
4 Caslll-Ea 4, 7-dimetil C19H21N306CuH20
5 Caslll-La 5,6-dimetil C19H23N307Cu2H20
6 Caslll-Ma 3,4,7,8- C21H23N305CuH20
tetrametil
7 Caslll-Ha 4. 7-difenil C29H25N306CUH20
8 Caslll-5a-Cla 5-cloro C12H16N306CUuCIH20

1 Maés informacion acerca de los compuestos del Grupo 1y del Grupo 2, se encuentra en el Anexo C.
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Figura 16. Estructuras de las Casiopeinas® del Grupo 1.

Tabla 4. Claves y férmulas condensadas de las Casiopeinas® del Grupo 2 a

evaluar.
Numero Clave del Sustituyentes Formula condensada
Compuesto del ligante
primario
9 Cas-5-Megly 5-metil C15H16N4OsCuH20
10 Casll-gly 4,7-dimetil C16H20N4O7Cu2H20
11 CasVI-gly 5,6-dimetil C16H18N4OsCuH20
12 CasVlll-gly 3,4,7,8- C16H18N4O6Cu
tetrametil
13 Casl-gly 4,7-difenil C26H22N406CuH20
14 CasV-NOz2a-gly 5-nitro C14H13NsO0s8CuH20
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Figura 17. Estructuras de las Casiopeinas® del Grupo 2.

Posteriormente, se realiz6 el analisis espectroscépico por DC, mediante el equipo
Biologic Mos-500 en longitudes de onda entre 205 y 400 nm, con una microcelda de

cuarzo de 1 mm.

6.1. Evaluacion de la interaccion de las Casiopeinas® con

ADN plasmidico mediante DC

Para el desarrollo del experimento, primero se suspendio el plasmido en 1 mL de
agua estéril y se cuantificé espectroscépicamente considerando que 1 unidad de
absorbancia a 260 nm corresponde a una concentracion de 0.5 pg/uL reportada por
el proveedor. Ademas, para verificar la pureza de este, se midio la absorbancia a

260 y 280 nm y se calculd el cociente de ambos valores [94]. Si el cociente es
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superior a 1.8 se considera que la muestra de ADN se encuentra libre de proteina
[94].

Las disoluciones de los blancos y controles positivos, fueron preparadas en las
concentraciones presentadas en la Tabla 5, y se incubaron durante 0, 5, 10, 20, 40
y 80 minutos a 37 °C, de acuerdo con el esquema experimental propuesto por
Figueroa de Paz, 2017 [83].

Tabla 5. Concentracion de las disoluciones de los blancos y controles positivo
para el estudio por DC [83].

Control positivo Concentracion Concentracion del
plasmido (ng/uL) = compuesto (UM)

Plasmido (pBR322) 40 e
Plasmido/BrET 40 70
Plasmido/Bleomicina 40 70
Plasmido/Cisplatino 40 200
Casiopeina® | e 70

La evaluacion de la interacciones Casiopeinas® ADN plasmidico, se definié como
control el plasmido pBR322 con agua estéril y se verifico si las Casiopeinas® por
separado, presentaban sefial en DC.

Se combinaron plasmido y Casiopeina®, ambos en concentraciones constantes de
40 ng/mL-70 uM y 40 ng/mL-200 uM en el caso del cisplatino. Las mezclas, se
incubarona 0, 5, 10, 20, 40 y 80 minutos, a una temperatura de 37°C y se obtuvieron

sus espectros de DC. Las concentracionesy los tiempos se establecieron
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previamente considerando la maxima concentracion antes de la degradacion del

ADN por la presencia de las Casiopeinas® [83].
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Capitulo 7

Resultados

La pureza del plasmido pBR322 se determind calculando el cociente de la
absorbancia resultante a 260 nm: 1.0725 y de la absorbancia a 280 nm: 0.5632,
dando como resultado 1,91; esto indica que la muestra de ADN plasmidico se
encontraba libre de proteinas [94]. En la Gréafica 1 se muestra el espectro de UV-
vis obtenido y se puede observar solo una banda en 260 nm, la cual es debida al
ADN.

224
20
18
16-
14
1.2

1.0

Absorbancia

0.8 ~
0.6 -
0.4 -

0.2

. ] ] I 4 I / I > |
200 220 240 260 280 300
Longitud de onda (nm)

Grafica 1. [—] Espectro de UV-vis de ADN plasmidico pBR322.
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7.1. Espectro de DC del ADN

En la Grafica 2 se muestran los espectros de DC para el plasmido PBR322,
registrados durante 0,5, 10, 20, 40, 80 y 120 min, en donde se aprecian las dos
bandas caracteristicas del mismo, debido a la helicidad (240 nm) y por el
apilamiento de las bases en (270 nm); se aprecia que no hay cambio del ADN a
cualquiera de sus otras dos formas (A o Z), evidenciada por Kypr (2009) [95]. Al
aumentar el tiempo de incubacion, las dos bandas, no tienen cambios considerables
qgue pudieran sugerir la degradacion del plasmido por efecto de la temperatura;
aunque al minuto 120, se observa el desplazamiento batocromicamente de las dos
bandas, efecto que no fue observado en el resto de los tiempos y que podria sugerir
un cambio posiblemente estructural de la doble hélice o la relajacion del plasmido
aun sin la presencia de un compuesto, por lo que para no afectar los resultados con
este efecto, el andlisis de los controles positivo-ADN y Casiopeinas®-ADN, sélo se

realizaron hasta el minuto 80.
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Gréfica 2. Espectro de DC del ADN plasmidico pBR322 (40 ng/uL) incubado a diferentes
tiempos:

0 — 5 — 10 |[—]|20 |[—|40 |80 —— 120 |—— |minutos

Se obtuvieron los espectros de DC de los controles positivos bromuro de etidio y
bleomicina en concentracion de 70 uM con 40 ng/uL de plasmido; para el caso del
cisplatino, se utilizé una concentracién de 200 uM del compuesto con 40 ng/uL del
plasmido. Estos compuestos han sido ampliamente estudiados y su interaccion con
el ADN, es plenamente conocida.

7.2. Interaccion entre ADN plasmidico y cisplatino

En la Grafica 3 se muestra el espectro de DC obtenido de la interaccion del
plasmido con el cisplatino. Para el ADN plasmidico, se observan las dos bandas
caracteristicas en DC, a 240 y 270 nm, sin embargo, al adicionar el cisplatino, las
dos bandas presentan un efecto hipocrémico acompafiado de un desplazamiento

batocroémico.
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Gréfica 3. Espectro de DC del cisplatino (200 uM) incubado a diferentes tiempos con
plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:

;20 |, 40 ——|,80 —— minutos

ADN plasmidico ' ——|, 0 [—— , 5 —— , 10 |

7.3. Interaccion entre ADN plasmidico y BrET

El bromuro de etidio es considerado un agente intercalante [87], por lo que se eligié
en este estudio como control positivo. En la Grafica 4 se presenta el espectro de
DC obtenido de la interaccion del plasmido con BrET, se observa un
desplazamiento batocrémico con un efecto hipocrémico en las dos bandas con
respecto al control de ADN plasmidico, este efecto se mantiene constante con

respecto al tiempo de incubacion.
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Gréfica 4. Espectro de DC del BrET (70 uM) incubado a diferentes tiempos con plasmido
pBR322 (40 ng/uL) donde:

ADN plasmidico

@ [=——"i 5 —— ;10 |=— ,20 [, A0 |, 80 ——  minutas

7.4. Interaccion entre ADN y bleomicina

La interaccién de la bleomicina con el ADN puede darse de forma intercalante o en
el surco menor [88]. En la Grafica 5 se muestra el espectro de DC obtenido de la
interaccién del plasmido con bleomicina. Una vez mas se aprecian las dos bandas
desplazadas batocromicamente e hipocrémicamente con respecto al control. Se

observa que su comportamiento es parecido al del cisplatino, aunque en este caso
el desplazamiento de las bandas es menor.
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Gréfica 5. Espectro de DC de la bleomicina (70 uM) incubado a diferentes tiempos con
plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:

ADN plasmidico ' ——|,0 [— , 5 —— , 10 | ,20 |, 40 ——|,80 —— minutos

7.5. Interaccion entre ADN plasmidico y Casiopeinas®

Se obtuvieron los espectros entre el ADN plasmidico pBR322 y 14 Casiopeinas®
(Figura 16 y 17), durante diferentes tiempos de incubacion (0, 5, 10, 20, 40 y 80
minutos) y empleando una concentracion constante de plasmido y de compuesto.

De igual manera que con controles positivo, se sigui6 al ADN plasmidico,
observando los cambios en las bandas debidas a la helicidad (240 nm) y al
apilamiento de las bases (270 nm) del mismo; el efecto sobre estas dos bandas

ayuddé a determinar el o los tipos de unién de los compuestos a la doble hélice.
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El espectro de DC que se presenta en la Grafica 6 corresponde a la Casll-gly,
donde la banda de 240 nm presenta un desplazamiento hipsocromico y ligeramente
hipocrémico, mientras que la banda de 270 nm, un desplazamiento batocrémico
acompafiado de un efecto hipercromico; se tiene, ademas, la aparicion de una
nueva banda a 260 nm. Este comportamiento se observé de manera similar a las
Casiopeinas® Caslll-Ea, Caslll-La, CasVI-gly, CasVIll-gly, Casl-gly, CasV-NO:za-
gly (Graficas 13, 14, 16, 17, 18, 19 del Anexo A).
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Gréfica 6. a) Espectro de DC de la Cas-ligly (70 uM) incubado a diferentes tiempos con
plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:

ADN plasmidico |i0[— " 5 ‘=10 ;20 —|,40 ——|,80 —— minutos

b) Casiopeinas®que presentan efectos similares en DC a la Cas-ligly.
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En la Gréafica 7 se presenta el espectro de DC para la Cas-5a-Cla, para las dos
bandas se presenta un efecto hipocromico sin desplazamiento y se observa que el
minuto 80, se encuentra desplazado hacia valores menores de elipticidad, que el

resto de los tiempos de incubacion.

a) b)
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Gréfica 7. a) Espectro de DC de la Cas-5a-Cla (70 uM) incubado a diferentes tiempos
con pladsmido pBR322 (40 ng/pL) donde:

ADN plasmidico 0|y 5 —— , 10 |=— ,20 (A0 ———|, 80 —— minutas

b) Casiopeina® que presenté efectos similares en DC a la Cas-5a-Cla.

Por otro lado, en la Grafica 8, se muestra el espectro de DC de la Caslll-ia. Se
aprecia que la banda de 240 nm tiene un desplazamiento batocromico, acompafiado
de un efecto hipercrémico, excepto para el espectro al minuto 10, donde se observa
un efecto hipocromico; en la banda de 270 nm, se tiene un efecto batocromico e

hipocrémico a diferencia del espectro de DC del ADN plasmidico.
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Gréfica 8. Espectro de DC de la Caslll-ia (70 uM) incubado a diferentes tiempos con
plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:
ADN plasmidico :

io]— ' 5 —— 10 |

,20 |, 40 ——|,80 —— | minutos

En la Gréafica 9 se presenta el espectro de DC para la Caslll-Ba, el cual consiste en
cobre(ll) coordinado a 2,2’-bipiridina y acetilacetonato. Se observa que las bandas
asociadas al ADN plasmidico se encuentran desplazadas batocromicamente
acompafiadas de un efecto hipocromico, con la aparicion de una nueva banda a 310

nm, siendo este el Unico compuesto que presenta este comportamiento.
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Grafica 9. Espectro de DC de la Caslll-Ba (70 uM) incubado a diferentes tiempos con
plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:

ADN plasmidico Lol 55 , 10 | ,20 1,40 ——|,80 ——  minutos

La presencia del tercer anillo central al emplear como ligante principal la fenantrolina
con grupos metilo en las posiciones 3,4, 7 y 8 (Caslll-Ma, Grafica 10), causa un
efecto hipercrémico y batocrémico de ambas bandas con respecto al ADN

plasmidico. Este comportamiento fue Gnico para este compuesto.

47



/_/‘\/—

Elipticidad

I ] » | Y L )
220 60 280 300 320 340
R
0.9 i Longitud de onda (nm)
1.0 =
-1.5 4
-2.0 4

Gréfica 10. Espectro de DC de la CasllI-Ma (70 uM) incubado a diferentes tiempos con
plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:
ADN plasmidico Lo 5 ¢ '

R , 10 | ;20 |, 40 ——|,80 —— | minutos

La Casiopeina® Cas-5a-Ma, present6 un espectro de DC, diferente al resto de los
compuestos que se muestra en la Gréafica 11 donde se observa que las dos bandas
presentan un efecto hipercromico y batocrémico en comparacion con el ADN
plasmidico y estas no se encuentran muy definidas.
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Gréfica 11. Espectro de DC de la Cas-5a-Ma (70 uM) incubado a diferentes tiempos con
plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:

ADN plasmidica

|10 [y 5 —— ;10 |=— ,20 |10 =] ,80 —— minutas

La Cas-5-Megly, también presenté un comportamiento Unico en comparacion de
los demas compuestos (Grafica 12). La banda de 240 nm se desplaza
hipsocromicamente y presenta un efecto hipercrobmico de 0 a 20 minutos,
posteriormente en el minuto 40 y 80 se tiene un efecto hipocromico. En cuanto a la
banda de 270 nm, se observa un efecto batocrémico e hipercromico con respecto
al control, aunque al aumentar el tiempo de incubacion el efecto hipercromico va en

descenso. Ademas, se tiene la aparicion de una banda en 250 nm.
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Gréfica 12. Espectro de DC de la Cas-5-Megly (70 uM) incubado a diferentes tiempos
con plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:

ADN plasmidico [0 |80 - minutos
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Elipticidad banda de 240 nm

& 4 m 20 4
1819 A9 1.148 1.501 1428
Cisplatino 28ty 24 7 (84 7 A4 P
BrET AUEG 39 3193 A0 A0

Eleomicina

2186 2.15¢ 2254 2227 2,105

Tabla 6. Valores de elipticidad para la banda de 240 nm de los controles positivos evaluados;

[ significa que la medicion no se realiz6 a ese tiempo.

ADN 0.596 0.826 0.868 0.838 0.886 0.848 0.776
Cisplatino -0.669 -0.528 -0.565 -0.464 -0.534 -0.563
BreT 1.281 1.260 1.213 1.209 1.164 1.269

Bleomicina

0.493 0.395 0.212 0.352 0.391 0.499

Tabla 7. Valores de elipticidad para la banda de 270 nm de los controles positivos evaluados; F-°

significa que la medicién no se realiz6 a ese tiempo.
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CaslliBa

Cas-5a-Ma

Caslllia

CaslllEa

CaslliLa

Casllil-Ma

Caslll-Ha

Caslll-5a-Cla

Cas-5Megly

Casllgly

CasVigly

CasVil-gly

Casl-gly

CasV-NO:a-qgly

0
4250
0.522
1.490
3721
1526
0123
3759
2657
1.250
3112
1.059
1886
1.945

0.981

Elipticid ad
5
-3830
0.340
1479
2134
0759
0178
-3479
1913
-1.166
-2632
-0.881
-1668
1734

-1.139

banda de 240 nm

10
-3798
0.163
0.000
-3264
0798
-0.093
-2519
-1.860
-1549
2495
-0.896
1887
-1.885

1113

20
-3846
0.352
-1456
-3346
-0.682
-0.290
-2444
-1.999
1793
2620
0837
-2046
1992

0976

40
3.830
0.579
1485
3127
0.802
0232
2.479
-1.868
-1.990
2618
0.905
2170
2197

0.934

80  Tiempo (min)

3716
0.447
15618
3.481
0.731
027
2,561
4613
-1.988
2563
0.918
1.974
-1.986

-1.063

Tabla 8. Valores de Elipticidad para la banda de 240 nm de las Casiopeinas® evaluadas.

Compuesto

Caslll-Ba

Cas-5a-Ma

Caslil-ia

Caslll-Ea

Caslll-La

Caslli-Ma

Caslll-Ha

Caslll-5a-Cla

Caa-S-Megly

Casll-gly

CasVi-gly

CasVill-gly

Casl-gly

CasV-NOa-gly

-0.401
* 564
0.540
4225
1.076
2219
1119
-030
2360
5577
108D
5,863
6.161
0.747

020
1250
U476
4355
1750
2171

-1.061

01710
2254
5520
1171
5805
5452
1502

0078
1052
V.00
4.365
1.784
2238

0521

(1300
1.386
5373
1.162
5775
£.127
0.559

52

0113
1177
0.02¢
4545
1.718
2145

-0.470
) iabh
1702
5315
1.214
5,508
50180
071%

1344
0445
4509
1661
2014
-0.495
0774
1604
5,507
1253
5,751
6.017
Q717

0224
1412
U424
4664
1.744
2.082
-0.491
-1 200
1573
2.506
1.308
7814
£.209
0634

Tiempo (min)



Capitulo 8

Analisis de Resultados

La finalidad de este trabajo fue proponer el posible o posibles modos de unién de
catorce Casiopeinas® al ADN para complementar los resultados obtenidos con
estudios realizados previamente que ayuden a tener una mejor comprension del
efecto que tienen los compuestos con la doble hélice desde el punto de vista de
diferentes técnicas experimentales. Para esto, se obtuvieron los espectros de DC
de compuestos de los cuales se conoce su interaccion con el ADN (controles

positivos) y del plasmido pBR322 incubado a diferentes tiempos, a una

Tabla 9. Valores de Elipticidad para la banda de 270 nm de las Casiopeinas® evaluadas.

concentracion constante en presencia de las diferentes Casiopeinas®.

Para establecer los diversos modos de uniéon de los compuestos de cobre(ll), se
evaluo, inicialmente el comportamiento de moléculas ya conocidas y cuyo
mecanismo de accidn se propone actla a través de la interaccion con el ADN, como
lo son el Cisplatino, BrEt y la Bleomicina [31,92,93]. Para estos controles positivos,
se observaron los mismos efectos en ambas bandas (hipocrémico y batocrémico),
pero cabe sefalar que para el BrET estos desplazamientos son mayores, seguido
del cisplatino y la bleomicina, la cual presenta un menor desplazamiento de ambas
bandas. Ademas, en el caso del BrET, se tiene la aparicion de una nueva banda a
310 nm. Esta variacion de los efectos de las bandas del ADN, puede ser el reflejo
de qué tanto estd afectando a la doble hélice la presencia de estas moléculas,
siendo que para un agente intercalante como lo es el BrET, se observa un cambio
mayor en los valores de Elipticidad (Tablas 6 y 7), lo cual coincide con el hecho de
que aquellos compuestos que se intercalan al ADN, suelen deformar en mayor
medida la doble hélice a diferencia de los que interaccionan en el surco menor o

forman enlaces covalentes [46,84].

53



El comportamiento en DC de estas moléculas, se procedié a compararlo con lo

observado para las Casiopeinas®.

Al evaluar las interacciones Casiopeinas-ADN se encontr6 que once de los
compuestos evaluados, presentan un comportamiento similar al de los controles

positivos y tres de ellos se comportan de manera diferente.

Para las Casiopeinas®: Caslll-La, Caslll-Ea, Casll-gly, CasVI-gly, CasVllI-gly y
Casl-gly se tiene la disminucion considerable de la banda debida a la helicidad del
ADN (240 nm), acompafiado de un hipercromismo en la banda asociada al
apilamiento de las bases (270 nm). Este comportamiento, ha sido relacionado a
interacciones en el surco menor, debido a que, al unirse el farmaco a la doble hélice,
provoca un rompimiento local del apilamiento de las bases, que se traduce en el
aumento considerable de esta banda [50]. También, para estos compuestos, se
tiene la aparicion de una nueva banda a 260 nm aproximadamente; esta aparicion

de bandas se ha asociado a cambios conformacionales del ADN [96].

En el caso de la Caslll-Ha, se observa que, a partir de los 10 minutos, las dos
bandas se desplazan a valores mayores de elipticidad como se muestra en las
Tablas 8 y 9. Este cambio en la elipticidad en ambas bandas se propone que puede
deberse a un proceso de reconocimiento por parte de la molécula hacia al ADN y
cuando logra estabilizarse, es cuando los valores de elipticidad permanecen casi
constantes. Para la Caslll-5a-Cla, se tiene el mismo fenémeno. En ambos casos,
los efectos de ambas bandas son similares a los observados para el cisplatino, al
presentar un efecto hipocrémico en ambas sin desplazamiento del maximo, por lo
que se propone que estas Casiopeinas® pueden encontrarse interaccionando de
forma covalente con el ADN, se propone que esta unidon covalente, puede estarse
dando entre el Cu y los fosfatos del ADN, como lo propusieron Galindo-Murillo y
Garcia-Ramos [87,97].
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Se propone que la Caslll-ia y la CasV-NO2-a-gly, interactien de forma mixta,
interaccion en surco menor e intercalante con el ADN, por los efectos observados
en DC y por su comportamiento similar al de la bleomicina, la cual como se

menciono puede presentar cualquiera de estas dos interacciones [93].

La Caslll-Ba, se comporta de manera similar al BrET, donde ambas bandas se
desplazan hipocrémicamente y batocromicamente, con la aparicion de una nueva a
320 nm.

Para las Casiopeinas® Caslll-Ma, Cas-5-Megly y Cas-5a-Ma, no se tuvo un
comportamiento similar ni al de los controles positivo ni al del resto de la serie de
compuestos, por lo que no fue posible asignar un modo de unién para las mismas
en este trabajo y se propone que su interaccion pueda ser diferente y/o mas
compleja que las formas de union evaluadas con los controles positivos

seleccionados.

En resumen podemos decir que la mayoria Casiopeinas® que presentan efectos
gue sugieren una interaccion en el surco menor, como lo son la Caslll-La, CasllI-
Ea, Casll-gly, CasVI-gly, CasVlll-gly y Casl-gly, tienen una doble sustitucién en
su ligante primario y contienen a la glicina como ligante secundario. Este hecho
puede sugerir que el ligante primario al encontrarse sustituido, hace en principio
mas dificil que la molécula pudiera intercalarse y ademas, al tener la glicina en su
estructura atomos de N y O, pudiera encontrarse formando puentes de hidrégeno
con las bases del ADN. Esto es relevante ya que se llega a la misma conclusion en
estudios de dinAmica molecular, donde los compuestos con glicina tuvieron mayor

preferencia hacia el surco menor [87,88].

Por otro lado los compuestos Caslll-Ha y Caslll-5a-Cla, que presentaron efectos en
DC similares a los del cisplatino; se observa que la Caslll-5a-Cla contiene un atomo
de CI como sustituyente, mientras que la Caslll-Ha tiene a dos fenilos como
sustituyentes del ligante primario y ambos el acetilacetonato como ligante

secundario. Esta interaccion pudiera deberse a la atraccion entre los grupos fosfato
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del ADN vy el cobre de las Casiopeinas® por efectos de las cargas de ambas
especies. El estudio por dinAmica molecular de esta propuesta se encuentra en

proceso.

La Caslll-Ba, fue la Unica en presentar una interaccion de tipo intercalante como la
tiene el BrET. En su estructura, no tiene sustituciones en el ligante primario e incluye
al acetilacetonato como ligante secundario. El no tener ningan grupo sustituyente
en la fenatrolina (ligante primario), podria facilitar la insercion, estabilizacion y
apilamiento de los anillos de la fenantrolina con las bases del ADN y confirmar la
propuesta de que los sustituyentes pudieran estar impidiendo estéricamente una
intercalacion. Ademas, por estudios teoricos, se observd que compuestos con

acetilacetonato (ligante secundario), prefieren la intercalacion al ADN [88].

Al tener una interaccion de tipo mixta como lo presento la Caslll-iay la CasV-NO2-
a-gly, podria sugerir que las Casiopeinas® no tienen un modo de unién Unico con el
ADN, sino que, la interaccion observada puede ser la méas favorecida

energéticamente.

Estos resultado son evidencia de que aunque ambos ligantes estan influyendo en
el modo de unién que presentan las Casiopeinas® con el ADN, unos de los factores
mas importantes a considerar son los sustituyentes del ligante primario. Este hecho
podria coincidir con lo reportado por Figueroa de Paz [83], donde se plantea que la
interaccion de las Casiopeinas® con la doble hélice se lleva a cabo entre el ligante

primario y los pares de bases del ADN.

Por otro lado, las Casiopeinas® que se unen al surco menor presentan valores
menores de Clsoen la linea tumoral HeLa (cancer cervicouterino) segun lo reportado
por Bravo-Gémez [74], esto quiere decir que son mas activas en contraste por
ejemplo con la Caslll-Ba que es la Unica que se intercala al ADN plasmidico y de
las Casiopeinas® Caslll-Ha y CasllI-5a-Cla que tuvieron un comportamiento similar
al cisplatino. Se propone que en el caso de que el mecanismo de accion de las

Casiopeinas® sea via unién al ADN, aquellas que interaccionan en el surco menor
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sean mas activas debido a que como se menciond anteriormente esta union resulta

ser mas especifica que la unién por intercalacién y alquilacion.
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Capitulo 9

Conclusiones

Al evaluar la interaccion entre el plasmido pBR322 y las Casiopeinas® se propone

que:

La Caslll-La, Caslll-Ea, Casll-gly, CasVI-gly, CasVIlll-gly y Casl-gly, interactien
en el surco menor del ADN, debido al aumento en DC de la banda por apilamiento

de bases.

Las Casiopeinas®: Caslll-Ha y Caslll-5a-Cla, al presentar efectos similares al
cisplatino en DC, se unan de manera covalente al ADN.

La Caslll-Ba, al presentar un comportamiento similar al del BrET, se una de manera

intercalante a la doble hélice.

Para la Caslll-ia y la CasV-NO2-a-gly, existe una interaccién mixta (surco menor e

intercalante), al presentar un comportamiento parecido al de la bleomicina.

Las Casiopeinas® Caslll-Ma, Cas-5-Megly y Cas-5a-Ma, presentan un modo de
unién diferente a los evaluados en este trabajo, por lo que no fue posible clasificar

su interaccion con el ADN.

Las doble sustitucion del ligante primario y la presencia de la glicina en la estructura
de las Casiopeinas®, favorece la interaccién en surco menor; mientras que la
ausencia de sustituyentes en el ligante primario acompafnado del acetilacetonato

como ligante secundario, la intercalacién.
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Anexo A

Espectros de DC de las Casiopeinas® evaluadas

con ADN plasmidico.
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Espectro de DC de la Caslll-Ea con ADN
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Grafica 13. Espectro de DC de la Caslll-Ea (70 uM) incubado a diferentes tiempos
con plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:

ADN plasmidico Lo - , 10 | ;20— ;40 |——7] ;80— minutos
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Espectro de DC de la Caslll-La con ADN
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Gréfica 14. Espectro de DC de la Caslll-La (70 uM) incubado a diferentes tiempos
con plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:

ADN plasmidica |10 [y 5 —— ;10 | ,20 A0 |.80 minutas
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Espectro de DC de la Caslll-Ha con ADN
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Gréfica 15. Espectro de DC de la CasllI-Ha (70 uM) incubado a diferentes tiempos
con pladsmido pBR322 (40 ng/pL) donde:

ADN plasmidico Lo 55 , 10 | ;20— |40 |——]|,80 —— minutos
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Espectro de DC de la CasVI-gly con ADN
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Gréfica 16. Espectro de DC de la CasVI-gly (70 uM) incubado a diferentes
tiempos con plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:

ADN plasmidico Lo S8 , 10 ,20 |40 ——|,80 —— | minutos
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Espectro de DC de la CasVIlll-gly con ADN
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Gréfica 17. Espectro de DC de la CasVIlI-gly (70 uM) incubado a diferentes
tiempos con plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:

ADN plasmidico o] SO 10 | *;20 {— ;40 [——]| ;80 ——]:minutos
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Espectro de DC de la Cas-I-gly con ADN

Elipticidad

Grafica 18. Espectro de DC de la Cas-I-gly (70 uM) incubado a diferentes tiempos

con plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:
ADN plasmidico 1o :

- , 10 | ;20— |40 |——],80 —— minutos
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Espectro de DC de la Cas-V-NOz2a-gly con ADN
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Gréfica 19. Espectro de DC de la Cas-V-NO2a-gly (70 uM) incubado a diferentes
tiempos con plasmido pBR322 (40 ng/uL) donde:

ADN plasmidico Lo ;5 ‘=——',10 [—,20 —_|,40 —|,80 ——] minutos
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Anexo B

Espectros de DC de las Casiopeinas®evaluadas.
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Espectro de DC de la CasllI-Ba
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Grafica 19. Espectro de DC de la Caslll-Ba (70 pM).
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Grafica 20. Espectro de DC de la Cas-5a-Ma (70 pM).
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Espectro de DC de la Caslll-ia
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Grafica 21. Espectro de DC de la Caslll-ia (70 pM).
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Grafica 22. Espectro de DC de la Caslll-Ea (70 pM).
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Grafica 23. Espectro de DC de la Caslll-La (70 uM).
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Gréfica 24. Espectro de DC de la CasllI-Ma (70 uMm).

81



Espectro de DC de la Caslll-Ha

02—
b
Lengtuc de onda (nm)
01— /\/
ag I\‘ : h
G0

m[\ 20  po 200 9% / C
- [
02 / \»'J \/\J\/

.03

Elinticidad
&
L}

04 -

Gréfica 25. Espectro de DC de la Caslll-Ha (70 uM).
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Gréfica 26. Espectro de DC de la CasllI-5a-Cla (70 uM).
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Espectro de DC de la Cas-5-Megly
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Grafica 27. Espectro de DC de la Cas-5-Megly (70 uM).
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Gréfica 28. Espectro de DC de la CasllI-gly (70 uM).

83



Espectro de DC de la CasVI-gly

] Longitud de crda (hm)
0.0 T T T T T T T T o 1
220 240 25) 280 300'_/ \\22)
02 /
1 /
04
. /
% 06 /
= ]
I
w8 / \4\_/
1 ™/
| P,
i _‘\/‘\N’“
i

Grafica 29. Espectro de DC de la CasVI-gly (70 pM).
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Gréfica 30. Espectro de DC de la CasVIlI-gly (70 puM).
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Espectro de DC de la Casl-gly
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Gréfica 31. Espectro de DC de la Casl-gly (70 uM).
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Grafica 32. Espectro de DC de la CasV-NO2a-gly (70 uM).
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Anexo C

Caracteristicas fisicoquimicas de las Casiopeinas®

del Grupo 1y 2.
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1. Nitrato de 1,10-fenantrolina acetilacetonato cobre(ll) (Casiopeina lll-Ba o CasllI-
Ba). Andlisis elemental calculado para CuC17H17N3Os-H20: (PM = 422.87 g/mol): C,

47.01; N, 10.03; H, 4.03%. Experimental: C, 48.05; N, 9.88; H, 4.5%. IR (KBr,v/icm"

1): 1623.8, 1587.2, 1519.7, 1429.06, 1384.7 (NO3), 725.14.

2. Nitrato de 4-metil-1,10-fenantrolina acetilacetonato cobre(ll) (Casiopeina-5a-Ma
o Cas-5a-Ma). Andlisis elemental calculado para CuCisHi9N3Os-H20: (PM =

436.9.87 g/mol): C, 48.08; N, 10.14; H, 4.25%. Experimental: C, 49.48; N, 9.61; H,

4.38%. IR (KBr,v/cm™): 1623.8, 1577.6, 1518.6, 1428.3, 1384.7 (NO 3), 727.1.

3. Nitrato de 4,4-dimetil-2,2*bipridina acetilacetonato cobre(ll) monohidratado
(Casiopeina lll-ia o Caslll-ia). Rendimiento: 90%. Analisis elemental calculado para
CuC17H17N305-H20: (PM = 426.92 g/mol): C, 47.83; N, 9.84; H, 4.96%.
Experimental: C, 47.48; N, 9.97; H, 5.07%. IR (KBr,v/cm): 1616.14,1587.2, 1525.5,

1490.8, 1384.7 (NOg3), 730.9.peft = 1.80 BM. A (1 mM disolucion etandlica a 298 K)

= 40.23 pS.

4. Nitrato de 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina acetilacetonato cobre(ll) monohidratado
(Casiopeina lll-Ea o Caslll-Ea) Rendimiento: 86%. Analisis elemental calculado
para CuCigHi9N3Os-H20 (PM = 450.94 g/mol): C, 50.61; N, 9.32; H, 4.69.
Experimental: C, 50.23; N, 9.30; H, 4.55%. IR (KBr,v/cm™): 1622.2, 1577.6, 1521.6,

1425.2,1384.7 (NO3) 869.8, 725.1. et = 1.80 BM. A (1 mM disolucién etandlica 298

K) = 38.48pS.

5. Nitrato de 5,6-dimetil-1,10-fenantrolina acetilacetonato cobre(ll) dihidratado
(Casiopeina lll-La o Caslll-La). Rendimiento: 92%. Andlisis elemental calculado

para CuCi9H19N30s-2H20 (PM = 468.08 g/mol): C, 48.66; N, 8.96; H, 4.94%. Found:
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C, 48.53; N, 9.15; H, 4.99%. IR (KBr,v/cm™): 3483, 3070, 1606, 1581, 1517, 1384
(NO3), 1431, 817, 730. peft = 1.82 BM.A (1 mM disolucion etandlica a 298 K) = 38.9

uS.

6. Nitrato de 3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina acetilacetonato cobre(ll)
monohidratado (Casiopeina llI-Ma o Caslll-Ma). Rendimiento: 85%. Analisis
elemental calculado para CuCz21H23N30s-H20 (PM = 478.98 g/mol): C, 52.66; N,

8.77; H, 5.26. Experimental: C, 52.77; N, 9.11; H, 5.18%. IR (KBr,v/cm): 3338,

1618, 1583, 1519, 1431,1384 (NOs°), 833, 727.pet = 1.76 BM. & (1 mM disolucién
etandlica a 298 K) = 37.32uS.

7. Nitrato de 4,7-difenil-1,10-fenantrolina acetilacetonato cobre(ll) (Casiopeina lll-

Ha o Caslll-Ha). Andlisis elemental calculado para CuCz9H2sN306-H20: (PM =

575.07 g/mol): C, 60.88; N, 7.24; H, 4.42%. Experimental: C, 60.46; N, 7.29; H,

4.54%. IR (KBr,v/cm™): 1620.0, 1585.3, 1517.8, 1427.1, 1384.7 (NO 3), 736.7.

8. Nitrato de 5-cloro-1,10-fenantrolina acetilacetonato cobre(ll) (Casiopeina 5a-Cla
o Caslll-5a-Cla). Analisis elemental calculado para CuCi2H16N3Os-H20: (PM =

457.32 g/mol): C, 43.68; N, 9.05; H, 3.44%. Experimental: C, 44.64; N, 9.18; H,

3.52%. IR (KBr,v/cm™): 1614.2, 1577.6, 1517.6, 1423.3, 1384.7 (NO3), 729.0.

9. Nitrato de 5-metil-1,10-fenantrolina glicinato cobre(ll) (Casiopeina-5-Megly o
Cas-5-Megly). Andlisis elemental calculado para CuCisH16N4Os-H20: (PM = 411.85
g/mol): C, 42.01; N, 13.63; H, 3.88%. Experimental: C, 43.74; N, 13.6; H, 3.91%. IR
(KBr,v/cm): 1637, 1524, 1431, 1384.7 (NO3), 729.0.

10. Nitrato de 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina glicinato cobre(ll) dihidratado

(Casiopeina ll-gly o Casll-gly) Rendimiento: 89%. Analisis elemental calculado

para CuCisHisN4Os-2H20 (PM = 443.9 g/mol): C, 43.29; N, 12.62; H, 4.54.
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Experimental: C, 43.53; N, 12.61; H, 4.70%. IR (KBr,v/cm™): 3305, 3253, 2945,
1600, 1579, 1383 (NOs3°), 1430, 871, 726. pett = 1.76 BM.A (1 mM disolucion etandlica
a 298 K) = 38.8 uS.

11. Nitrato de 5,6-dimetil-1,10-fenantrolina glicinato cobre(ll) monohidratado
(Casiopeina VI-gly o CasVI-gly). Rendimiento: 89%. Analisis elemental calculado
para CuCisHisN4Os-H20 (PM = 425.88 g/mol): C, 45.12; N, 13.16; H, 4.26%.
Experimental: C, 45.55; N, 13.22.; H, 4.19%. IR (KBr,v/cm™): 3421, 3261, 2923,
1632, 1525, 1385 (NOgz), 1430, 822, 730. peft = 1.71 BM. A(1 mM disolucion
metandlica a 298 K) = 76.1 uS.

12. Nitrato de acua 3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina glicinato cobre(ll)
monohidratado (Casiopeina VIlI-gly o CasVIll-gly). Rendimiento: 83%. Analisis
elemental calculado para CuCisH20N4Os-H20 (PM = 453.94 g/mol): C, 47.63; N,
12.34; H, 4.88%. Experimental: C, 46.97; N, 12.67; H, 4.84%. IR (KBr,v/cm™): 3395,
3300, 2937, 1620, 1533, 1385 (NO3), 1434, 896, 726. pett = 1.78 BM. A (1 mM
disolucion metandlica a 298 K) = 79.2 puS.

13. Nitrato de 4,7-difenil-1,10-fenantrolina glicinato cobre(ll) (Casiopeina I-gly o
Casl-gly). Andlisis elemental calculado para CuCgz6H22N40s-H20: (PM = 550.02
g/mol): C, 52.51; N, 9.75; H, 3.86%. Experimental: C, 56.77; N, 10.18; H, 4.03%. IR
(KBr,v/cm): 1605, 1524, 1429, 1384.7 (NO3), 745.

14. Nitrato de 5-nitro-1,10-fenantrolina glicinato cobre(ll) (Casiopeina V-NO2a-gly
0 CasV-NO:2a-gly). Andlisis elemental calculado para CuC14H13NsOs-H20: (PM =
442.82g/mol): C, 35.12; N, 15.13; H, 3.03%. Experimental: C, 37.97; N, 15.81; H,

2.95%. IR (KBr,v/cmY): 1632, 1520, 1427, 1384.7 (NO3), 723.
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