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Resumen

El presente trabajo describe el estudio de la interaccion metal-ligante entre
diferentes heptanoides B-dicarbonilicos analogos al compuesto [(1E,6E)-1,7-bis (4-
hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadien-3,5-diona] (Curcumina) con cobre. Los
derivados fueron obtenidos a partir de la condensacion de la 2,4-pentanodiona con
aldehidos aromaticos (Benzaldehido, N-metilpirrolcarboxaldehido, Furfural, 2-
Tiofencarboxaldehido, los heterociclos fueron elegidos debido a la variedad de
biocompuestos que contienen (Nitrégeno, Oxigeno y Azufre).

Los analogos formados se coordinan con un centro metélico de cobre a través de
la funcionalidad B-dicetona. Se eligi6 el metal de cobre debido a su importancia en
funciones fisiolégicas.

Se obtuvieron tres analogos de Curcumina: N-metilpirrolcurcumina,
Furanocurcumina y Tiofenocurcumina y un curcuminoide: Fenilcurcumina, los
cuales fueron complejados con cobre. Las estructuras cristalinas obtenidas para
los complejos mostraron geometrias tipo cuadrado plano. Los ligantes y complejos
fueron caracterizados por meétodos fisicoquimicos y se determinaron algunas
propiedades bioldgicas.



1. Introduccidn

La Curcumina [(1E, 6E)-1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadien-3,5-diona]
es un componente proveniente del rizoma de la Cldrcuma, la cual es nativa del sur
y sudeste de Asia. A lo largo de la historia ha tenido maltiples aplicaciones como
especia y colorante debido a su color amarillo/naranja, el cual es dado por sus
principales componentes (Curcumina, desmetoxicurcumina y
bisdesmetoxicurcumina). La Curcumina fue aislada por vez primera en 1815, pero
no fue sino hasta 1910 cuando Lampe elucidd la estructura. Desde entonces se
desencadené una serie de estudios para esta molécula . Los curcuminoides son
los derivados estructurales de la Curcumina siendo esta sustituida en los anillos
aromaticos por cualquier grupo R deseado (ver figura 1a), por otro lado, los
analogos de Curcumina son aquellos que conservan su estructura de la parte
heptandica pero los grupos laterales (anillos sustituidos de benceno) son
totalmente sustituidos por un anillo aromatico de heterociclo o cualquier otro
sustituyente diferente de benceno (ver figura 1b).

Figura 1. Definicion de a) Curcuminoides b) analogos de Curcumina

En las Ultimas décadas ha habido numerosos estudios para establecer las
propiedades medicinales de la Cdrcuma y Curcumina, siendo los mas relevantes
sus caracteristicas antiinflamatorias, antisépticas, anti-Alzheimer, anticancerigena
y antioxidante ?®. La Curcumina presenta una solubilidad baja en agua siendo sus
tres constantes de acidez las siguientes: pKal=8.38, pKa2= 9.88 y pKa3= 10.51
Bl por lo que posee un carécter lipofilico. Los curcuminoides son estables a pH
ligeramente acidos pero inestables a pH basicos y neutro, y su baja solubilidad
hace que su biodisponibilidad no sea muy alta*"'.

Se han encontrado muchos tipos de proteinas que interactdan directamente con la
Curcumina incluyendo enzimas Y, proteinas quinasas ™, proteinas reductasas
31 acarreadora de proteinas ™, moléculas antiinflamatorias *°, DNA® RNA®y
el factor nuclear-kappa B (NF-kB) 8 entre otros.



La reaccion realizada por H.J.J. Pabon en 1964 es el método mas utilizado para
la sintesis de Curcumina y sus derivados, partiendo de una condensacion entre
2,4-pentanodiona y vainillina se puede obtener Curcumina. A través de los afios se
ha ido mejorando y modificando esta reaccion incluso llegandola a realizar en
microondas Y para la obtencién de curcuminoides porque al sustituir la vainillina
por aldehidos arométicos o aldehidos de heterociclos pueden presentarse una
amplia diversidad de derivados de Curcumina. Con esta gama de curcuminoides y
analogos a la Curcumina se han realizado una serie de estudios de complejacion
con diferentes centros metalicos los cuales muestran caracteristicas interesantes
como antioxidantes, anticancerigenas, captura de radicales libres y la reduccion
de volumen de tumores #23¢,



2. Antecedentes

La especie Curcuma longa, de la familia Zingiberaceae, es nativa del sur y sudeste
de Asia donde las civilizaciones la han utilizado por cientos de afios y hoy son
utilizados como una panacea para tratar enfermedades como la artritis, indigestion
e inclusive varios tipos de condiciones de piel®".

La Curcumina (CUR), desmetoxicurcumina (DMC) y bisdesmetoxicurcumina
(BDMC) son los componentes principales provenientes del rizoma de la Curcuma,
a los cuales se les atribuyen principalmente la actividad farmacoldgica de la
ctrcuma ®8 encontrandose la composicién de estos tres curcuminoides en los
siguientes rangos: CUR 52-63%, DMC 19-27% y BDMC 18-28%P%. Los
curcuminoides han sido caracterizados como seguros por la “Food And Drug
Administration” (FDA) de los Estados Unidos.

La Curcumina fue descubierta aproximadamente hace 200 afios por Vogel y
Pelletier %, y fue caracterizada por primera vez por Mitobedzka et al “Y'y por
Lampe et al 9.

Han sido pocos los estudios que se han tenido acerca de los analogos de
Curcumina de heterociclos aromaticos, con respecto a los curcuminoides, los
cuales han sido reportados con los heterociclos de furano y tiofeno entre otros. En
el caso del analogo de Curcumina de furano, se observa una elevada inhibicién de
la tiorredoxina reductasa (TrxR), la cual se cree que desempeiia un papel
importante en la proliferacion de tumores y la resistencia a farmacos de las células
tumorales ?*3, La inhibicion de TrxR y sus reacciones redox relacionadas pueden
contribuir a una exitosa terapia contra el cancer 4. En cuanto al anélogo de
Curcumina de tiofeno mostroé un potencial antiinflamatorio menor que el mostrado
por su homélogo de furano 4.

En la mayoria de las estructuras cristalinas de los complejos metéalicos se reportan
complejos heterolépticos. Las estructuras propuestas por medio de la teoria del
funcional de la densidad (DFT) muestran Unicamente la relacion metal:ligante 1
curcuminoide (ligante) por metal, esto nos evidencia que solo se ha dado una
relacién metal-ligante 1:114°8,

Recientemente se han reportado las primeras estructuras cristalinas de los
complejos homolépticos de curcuminoides con cobre por Wang et al ¢!, indicando
complejos homolépticos (ver figura 2) de naturaleza CuL,, asi como una mejora en
la actividad antitumoral. De igual modo Meza-Morales et al ! encontré de manera
similar complejos homolépticos con cobre de naturaleza CulL, en los cuales la
actividad citotoxica de los complejos es baja pero su capacidad antioxidante es
elevada.
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Figura 2. Curcuminoides homolépticos de Wang et al*®.

Por otro lado en cuanto a los analogos de Curcumina se ha encontrado un estudio
con un heterociclo aromatico de tiofeno, el cual es un complejo heteroléptico de
naturaleza (n®-p-cimeno) Ru (L% CI (ver figura 3), el cual muestra una moderada
actividad en los valores de ICs contra 4 lineas celulares 8!,

Figura 3. Complejo heterociclico de naturaleza(n®-p-cimeno)Ru(L?)Cl



Asimismo estudios cercanos que se tienen sobre analogos de Curcumina con
estructuras similares de heterociclos de benzotiofeno, benzofurano y N-metilindol,

mostrados en la figura 4. Ejemplos de estos muestran un notable crecimiento en la
inhibicién de actividad anticancerigena [*°.

Figura 4. Analogos de Curcumina con estructuras similares de heterociclos de
benzotiofeno, benzofurano y N-metilindol



3. Hipdtesis

1. Los aldehidos de heterociclos reaccionaran de manera similar a los aldehidos
aromaticos dando paso a una reaccion tipo Pabon para dar lugar a la formacion de
analogos de Curcumina.

2. Las estructuras cristalinas de los complejos obtenidos seran similares a las
reportadas con cobre con una relacion ligante:metal 2:1

3. La actividad biologica de los complejos de cobre de los analogos de Curcumina
sera comparable o mayor que la de los ligantes utilizados.

4. Objetivos
4.1 Objetivos generales

Llevar a cabo la reaccion de condensacién tipo Pabon entre 2,4 pentanodiona y
diferentes aldehidos aroméaticos (Benzaldehido, N-metil-2-pirrolcarboxaldehido,
furfural, 2-tiofencarboxaldehido), asi como su complejacion con cobre.

Caracterizar los productos obtenidos y determinar su actividad citotoxica.

4.2 Objetivos particulares

Obtener los productos de condensacion (Fenilcurcumina, N-metilpirrolcurcumina,
Furanocurcumina, Tiofenocurcumina), asi como la optimizacion de las reacciones.

Analizar los productos obtenidos por Resonancia Magnética Nuclear (RMN),
Espectrometria de Masas (Masas), Andlisis elemental (AE), Espectroscopia
Infrarroja (IR), Espectroscopia UV-visible (Uv-vis), Difraccion de rayos X de
monocristal (DRXMC), y Espectroscopia Paramagnética Electronica (EPR).

Determinar la actividad citotéxica de los compuestos estudiados en las lineas de
cancer (1) U251 (glia de sistema nervioso central), (2) PC-3 (préstata), (3) K562
(leucemia), (4) HCT 15 (colon), (5) MCF-7(mama), (6) SKLU-1 (pulmdn) asi como
su correspondiente actividad contra células sanas (7) COS7 (linea celular de rifion
de mono [no cancerosal).



5. Seccion experimental
5.1 Generalidades

Los reactivos utilizados fueron adquiridos de Sigma Aldrich. Acido borico
(99.995%), Acetil acetona (99.5%), Furfural (99%), Tributil borato (99%), 2-
Tiofencarboxaldehido (98%), N-Metil-2-pirrolcarboxaldehido (98%), Benzaldehido
(299%).

Los puntos de fusién se determinaron con un equipo Electrothermal IA9100 y no
fueron corregidos.

Los espectros IR se realizaron en un equipo Espectrofotometro FTIR Brucker
Tensor27.
Los espectros UV-Vis se realizaron en un equipo Espectrofotdmetro UV-Visible

Shimadzu, U160.

Los EM fueron obtenidos en un equipo Espectrometro de masas marca Bruker
Microflex con MALDI-Tiempo de vuelo.

Los espectros de RMN *H, *3C, de 1D y 2D se realizaron en un equipo Bruker
Avance lll Ascend 500 MHz; empleando TMS como referencia interna y DMSO-dg
como disolvente deuterado. Los desplazamientos quimicos (8) se expresaron en
ppm y las constantes de acoplamiento (J) en Hz. La multiplicidad de las sefales
en RMN *H, se indica s=simple d=doble t=triple dd=doble de doble m=mdltiple.

Los analisis de difraccién de rayos-X se realizaron con un difractometro marca
Bruker, modelo Smart Apex, equipado con radiacion de Mo (A= 0.71073 A),
detector bidimensional CCD y dispositivo de baja temperatura.

Los espectros EPR se realizaron en un equipo Espectrometro de Resonancia
Paramagnética Electrénica Jeol, JES-TE300 con sistema de Temperatura variable
DVT unit, Jeol a 77K.

Los andlisis elementales por combustién se realizaron en un equipo Analizador
elemental, marca Thermo Scientific, modelo Flash 2000. Temperatura del horno:
950 °C y Microbalanza, marca Mettler Toledo, modelo XP6.

La citotoxicidad de todos los compuestos se probo contra seis lineas celulares de
cancer: U251 (linea celular de glioblastoma humano), PC-3 (adenocarcinoma de
préstata caucasico humano), K562 (leucemia mielégena crénica caucasica
humana), HCT-15 (adenocarcinoma de colon humano), MCF 7 (adenocarcinoma
mamario humano) y SKLU-1 (adenocarcinoma de pulmén humano). Las lineas
celulares se suministraron en el Instituto Nacional del Cancer de EE. UU. (NCI).
Las lineas celulares se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con suero
bovino fetal al 10%, 2 mL de glutamina, 10.000 unidades / mL de penicilina G
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sodica, 10.000 pg / mL de sulfato de estreptomicina, 25 pug / mL de anfotericina B
(Invitrogen / Gibco ™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) Y 1% de
aminoacidos no esenciales (Gibco). Se mantuvieron a 37 ° C en una atmdsfera
humidificada con 5% de CO,. La viabilidad de las células utilizadas en los
experimentos superd el 95% segun lo determinado con azul de tripano. La
citotoxicidad del tumor humano se determind utilizando el colorante de unién a
proteinas sulforodamina B (SRB) en un ensayo de microcultivo para medir el

crecimiento celular, como se describe en los protocolos establecidos por el NCI >
52]



5.2 Sintesis

5.2.1 Procedimiento para la sintesis de (1E, 4Z, 6E)-5-hidroxi-1,7-difenilhepta-
1, 4,6-trien-3-ona (Fenilcurcumina):

En un matraz de bola se adiciona 3.23 mmol de acido bérico disuelto en AcOEt,
con 6.46 mmol de acetilacetona y se pone en reflujo durante 2 h (matraz 1). En
otro matraz bola se adicionan 12.93 mmol de benzaldehido a 15.52 mmol de
tributilborato y se pone en reflujo por 2 h (matraz 2). Tras completar los tiempos
de reflujo se vierte el matraz 1 en el matraz 2 y se deja homogenizar la solucion
por 5 minutos en reflujo. Se adiciona gota a gota 12.8 mmol de n-butilamina
disuelta en 5 mL de AcOEt y se deja en reflujo la soluciébn por 24 h.
Posteriormente se procede a hacer extracciones (4x50 mL) con H,0, se seca la
fase organica con sulfato de sodio anhidro y se concentra la solucién al eliminar el
disolvente bajo presion reducida. El concentrado se trasvasa a un matraz
Erlenmeyer y se recristaliza el producto en metanol.

Se obtuvo un sélido amarillo (ver figura 5) con un rendimiento de 65%. ‘H RMN
(500 MHz DMSO-de): & 6.21(s, 4H), 6.96 (d, 2Hvyini, J 16.01), 7.44 (m, 5H), 7.44 (m,
7H), 7.67 (d, 1H vini, 15.93), 7.73 (dd, 6Hai, J 7.78;1.93 ), 16.11 (br s, 8H), ppm, *C
RMN (**C {*H} 125 MHz, DMSO-de): & 101.80 (C-H), 124.27 (C-H), 128.30 (Cari),
128.94 (Cani), 130.25 (Cari), 134.63 (Carir), 140.32 (Can), 183.18 (C=0O) ppm, IR:
1670.31 cm™, 3057.35 cm™, 1498.37 cm™, 967.68 cm™, MS: M+ 276. 892, AE:
1.56 % C, 2.91% H, p.f. 141-142 °C.

Figura 5. Fenilcurcumina

5.2.2 Procedimiento para la sintesis de (1E, 4Z, 6E)-5-hidroxi-1,7-bis (1-metil-
1H-pirrol-2-il) hepta-1, 4,6-trien-3-ona (N-metilpirrolcurcumina):

En un matraz de bola se adiciona 3.23 mmol de acido borico disuelto en AcOEt,
con 6.46 mmol de acetilacetona y se pone en reflujo durante 2 h (matraz 1). En
otro matraz bola se adicionan 12.93 mmol de N-metil-2-pirrolcarboxaldehido a
15.52 mmol de tributilborato y se pone en reflujo por 2 h (matraz 2). Tras
completar los tiempos de reflujo se vierte el matraz 1 en el matraz 2 y se deja
homogenizar la solucion por 5 minutos en reflujo. Se adiciona gota a gota 15.52
mmol de n-butilamina disuelta en 5 mL de AcOEt y se deja en reflujo la solucion
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por 60 h en con atmosfera de N2, se adicionan otros 15.52 mmol de n-butilamina y
se dejan a reflujo 40h. Posteriormente se procede a hacer extracciones (4x50 mL)
de H,O con NaHCO3/NacCl, se seca la fase organica con sulfato de sodio anhidro
y se concentra la solucién al eliminar el disolvente bajo presion reducida. El
concentrado se trasvasa a un matraz Erlenmeyer y se recristaliza el producto en
metanol.

Se obtuvieron unos cristales rojo oscuro (ver figura 6), con un rendimiento de 30%.
'H RMN (500 MHz DMSO-d6): & 5.96 (s, 4H), 6.15 (dd, 6Haq, J 3.90:2.46), 6.49
(d,2Hvini, J 15.52), 6.79 (dd, 5Hai, J 3.92;1.68), 7.03 (t, 7Hai, J 2.02;2.02), 7.52 (d,
1Hvini, J 15.53), 16.66 (br s, 8H), ppm, **C RMN (**C {1H} 125 MHz, DMSO-d6): &
33.88 (C-H), 100.64 (C-H), 109.36 (Cai), 112.15 (Cair), 118.56 (C-H), 127.96 (Car),
128.11 (C-H), 129.68 (Cai), 182.64 (C=0) ppm, IR: 1608.99 cm™, 3049.18 cm™,
1497.82 cm™, 959.55 cm™, MS: M* 288. 823, AE: 0.40 % C, 0.33 % H, 3.26% N,
p.f. 159.5-160 °C.

Figura 6. N-metilpirrolcurcumina

5.2.3 Procedimiento para la sintesis de (1E, 4Z, 6E)-1,7-di (furan-2-il)-5-
hidroxihepta-1, 4,6-trien-3-ona (Furanocurcumina):

En un matraz de bola se adiciona 3.23 mmol de acido borico disuelto en AcOEt,
con 6.46 mmol de acetilacetona y se pone en reflujo durante 2 h (matraz 1). En
otro matraz bola se adicionan 12.93 mmol de furfural a 15.52 mmol de
tributilborato y se pone en reflujo por 2 h (matraz 2). Tras completar los tiempos
de reflujo se vierte el matraz 1 en el matraz 2 y se deja homogenizar la solucién
por 5 minutos en reflujo. Se adiciona gota a gota 12.8 mmol de n-butilamina
disuelta en 5 mL de AcOEt y se deja en reflujo la solucion por 48 h.
Posteriormente se procede a hacer extracciones (4x50 mL) con H,0, se seca la
fase organica con sulfato de sodio anhidro y se concentra la solucién al eliminar el
disolvente bajo presion reducida; el concentrado se trasvasa a un matraz
Erlenmeyer y se recristaliza el producto en metanol.

Se obtuvo uno polvo anaranjado (ver figura 7), con un rendimiento de 50%. ‘H
RMN (500 MHz DMSO-ds): ¢ 6.20(s, 4H), 6.57 (d, 2Hvini, J 15.72), 6.66 (dd,6H4i, J
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3.44;1.79), 6.97 (d, SHai, J 3.40), 7.46 (d, 1H vini, 15.72), 7.88 (S, 7Har), 16.06 (br s,
8H), ppm, *C RMN (*C {*H} 125 MHz, DMSO-dg): & 101.95 (C-H), 113.03 (Ca),
116.10 (Cari), 121.18 (C-H), 126.92 (C-H), 146.08 (Cai), 151.01 (Cai), 182.46 (C=0)
ppm, IR: 1623.33 cm™, 3124.24 cm™, 1486.88 cm?, 957.31 cm™, MS: M+ 254.4,
AE: 1.36 % C, 3.17 % H, p.f. 130.5-131 °C.

~(

Figura 7. Furanocurcumina

5.2.4 Procedimiento para la sintesis de (1E, 4Z, 6E)-5-hidroxi-1,7-di (tiofen-2-
il) hepta-1, 4,6-trien-3-ona. (Tiofenocurcumina):

En un matraz de bola se adiciona 3.23 mmol de &cido boérico disuelto en AcOEt,
con 6.46 mmol de acetilacetona y se pone en reflujo durante 2 h (matraz 1). En
otro matraz bola se adicionan 12.93 mmol de 2-tiofencarboxaldehido a 15.52 mmol
de tributilborato y se pone en reflujo por 2 h (matraz 2). Tras completar los
tiempos de reflujo se vierte el matraz 1 en el matraz 2 y se deja homogenizar la
solucion por 5 minutos en reflujo. Se adiciona gota a gota 12.8 mmol de n-
butilamina disuelta en 5 mL de AcOEt y se deja en reflujo la solucion por 48 h.
Posteriormente se procede a hacer extracciones (4x50 mL) con H,0, se seca la
fase organica con sulfato de sodio anhidro y se concentra la solucion al eliminar el
disolvente bajo presion reducida; el concentrado se trasvasa a un matraz
Erlenmeyer y se recristaliza el producto en metanol.

Se obtuvieron unos cristales cafés (ver figura 8), con un rendimiento de 55%. *H
RMN (500 MHz DMSO-de): & 6.19(s, 4H), 6.57 (d, 2Hvini, J 15.61), 7.18 (dd,6H i, J
5.04:3.59), 7.54 (d, 5Hai, J 3.10), 7.75 (d, 7Hai, J 5.06), 7.82 (d, 1H vini, J 15.63),
16.07 (br s, 8H), ppm, *C RMN (**C {*H} 125 MHz, DMSO-ds): & 101.52 (C-H),
122.70 (C-H), 128.75 (Cait), 130.05 (Cari), 132.05 (Cari), 133.23 (C-H), 139.83 (Cari),
182.52 (C=0) ppm, IR: 1608.99 cm™, 3049.18 cm™, 1497.82 cm™, 959.55 cm™,
MS: M+ 288. 823, AE: 1.44 % C, 1.90 % H, 1.60 % S, p.f. 183.5-184 °C.
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Figura 8. Tiofenocurcumina
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Figura 9. Esquema General de la sintesis de los ligantes
5.3 Complejacién general con un centro metalico de cobre.
5.3.1 Procedimiento para la sintesis de Fenilcurcumina-Cu

A un matraz bola se le adiciona 1 mmol de Fenilcurcumina y se disuelve en 15 mL
de AcOEt. En un matraz Erlenmeyer se adicionan 0.6 mmol de acetato de cobre
(1) el cual se disuelve en MeOH con dos gotas de H,0. Se adiciona la solucion de
cobre al ligante gota a gota y se deja en agitacion a temperatura ambiente por 4
horas. Tras completar el tiempo de agitacion se filtra al vacio y se le realizan
lavados con agua, AcOEt y éter etilico.

Se obtuvo un solido café con un rendimiento de 95%, EPR: gll 2.29986, gl
2.07065, Al 15.725, AL 1.811. IR: 977.16 cm™*, 1511.14 cm™, 489.16 cm™, MS: M+
678.99, AE: 0.63 % C, 1.01 % H, p.f. 270-271 °C.
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5.3.2 Procedimiento para la sintesis de N-metilpirrolcurcumina-Cu

A un matraz bola se le adiciona 1 mmol de N-metilpirrolcurcumina y se disuelve en
15 mL de AcOEt. En un matraz Erlenmeyer se adicionan 0.6 mmol de acetato de
cobre (ll) el cual se disuelve en MeOH con dos gotas de H,O. Se adiciona la
solucién de cobre al ligante gota a gota y se deja en agitacion a temperatura
ambiente por 24 horas. Tras completar el tiempo de agitacién se filtra al vacio y se
le realizan lavados con agua, AcOEt y éter etilico.

Se obtuvo un solido naranja oscuro con un rendimiento de 50%, EPR: gll 2.30241,
gl 2.06319, Al 15.918, AL 1.144. IR: 977.16 cm™, 1511.14 cm™, 489.16 cm™, MS:
M+ 626.19, AE: 0.64 % C, 1.27 % H, 1.11% N, p.f. 237.2-237.6 °C.

5.3.3 Procedimiento para la sintesis de Furanocurcumina-Cu

A un matraz bola se le adiciona 1 mmol de ligante Furanocurcumina y se disuelve
en 15 mL de AcOEt. En un matraz Erlenmeyer se adicionan 0.6 mmol de acetato
de cobre (Il) el cual se disuelve en MeOH con dos gotas de H,0O. Se adiciona la
solucion de cobre al ligante gota a gota y se deja en agitacion a temperatura
ambiente por 4 horas. Tras completar el tiempo de agitacion se filtra al vacio y se
le realizan lavados con agua, AcOEt y éter etilico.

Se obtuvo un sdlido verde-amarillo con un rendimiento de 93%, EPR: gll 2.29660,
gl 2.06161, All 16.203, AL 1.334. IR: 1623.33 cm*, 957.31 cm™, 1511.14 cm™
479.14 cm™, MS: M+ 573.5, AE: 1.36 % C, 3.17 % H, p.f. 225-226 °C.

5.3.4 Procedimiento para la sintesis de Tiofenocurcumina-Cu

A un matraz bola se le adiciona 1 mmol de Tiofenocurcumina y se disuelve en 15
mL de AcOEt. En un matraz Erlenmeyer se adicionan 0.6 mmol de acetato de
cobre (Il) el cual se disuelve en MeOH con dos gotas de H,O. Se adiciona la
solucion de cobre al ligante gota a gota y se deja en agitacion a temperatura
ambiente por 4 horas. Tras completar el tiempo de agitacion se filtra al vacio y se
le realizan lavados con agua, AcOEt y éter etilico.

Se obtuvo un solido café con un rendimiento de 95%, EPR: gll 2.30241, gl
2.06319, All 15.918, AL 1.144. IR: 1612. 952.83 cm™, 1502.47 cm™®, 484.91 cm,
MS: M+ 639.51, AE: 0.25 % C, 0.28 % H, 6.47 % S, p.f. 275-275.5 °C.
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Figura 10. Esquema General de la sintesis de los complejos.
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6. Resultados y discusion:

6.1 Fenilcurcumina (1)

6.1.1 Resonancia Magnética Nuclear
Ver Figuras Al y A2 en Anexo

En el espectro de 'H, la sefial de 6.21 ppm (s) corresponde al protén H4 debido a
que es la Unica sefal simple en la region vinilica. La sefal a 7.67 ppm (d)
corresponde a los hidrégenos de H1 y H1" debido a que estos hidrogenos estan
en un sistema a,B- insaturado (en posicion ) y al lado de un anillo aromatico el
cual provoca un efecto anisotropico, de desproteccion, la constante de
acoplamiento de 15.9 Hz corresponde a una constante trans, asi como en 6.96
ppm (d) corresponde a la sefial de H2 y H2" donde se encuentran los hidrogenos a
del sistema q,3- insaturado en este caso con su constante de 15.93 Hz. Para la
region aromatica tenemos que en 7.73 ppm (dd) se presentan los 4 hidrégenos de
los anillos aromaticos en posicidon “meta” H6 y H6", se observa un doble de dobles
y tenemos dos constantes de acoplamiento una orto (7.78 Hz) y otra que
corresponde a las constantes tipicas meta (1.93 Hz). Por otro lado la sefial a 7.44
ppm (m) muestra a los cuatro hidrégenos orto correspondientes a ambos anillos
aromaticos que tienen un desplazamiento similar a los hidrogenos que estan en
posicion “para” por lo que la integral de 6 engloba los 4 protones “orto” de la
molécula y los 2 protones “para” H7 y H7". Por ultimo la sefial de 16.11 ppm(s) se
asigna al hidrogeno H8. El desplazamiento a 16.11 ppm es peculiar para el proton
endlico de los curcuminoides, el cual puede ser explicado debido a la formacion
de un puente de hidrogeno con el oxigeno del carbonilo, lo cual es congruente con
los demas resultados experimentales.

Figura 11. Estructura de (1E, 4Z, 6E)-5-hidroxi-1,7-difenilhepta-1, 4,6-trien-3-ona
(Fenilcurcumina)
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Para la asignacién de carbonos se utilizaron los espectros de *C, HSQC, HMBC y
COSY en tabla 1 (ver espectros en anexo A3, A4, A5 y A6)

Tabla 1. Asignacion del espectro *3C RMN del ligante PhCurcu

1 140.32 7.67(d) (Hs, Hs") 7.44; (H2, H2") 6.96

2 124.27 6.96(d) (Ha,H4") 6.21; (Hs, Hs') 7.44; (Hy,Hy') 7.67
3 183.18

4 101.80 6.21(s) (Hz, H2") 6.96; (H1,H1")7.67

5 128.91 7.44(m) (Hy,H1") 7.67; (Hz, Hy') 6.96; (He,Hs") 7.73
6 128.30 7.73(dd) (Hs, Hs", H7, H7")7.44; (H1,H1)7.67

7 130.25 7.44(m) (He,He) 7.73

9 183.18

6.1.2 Espectrometria de Masas.
Ver Figura A7 en Anexo

El espectro de masas de Fenilcurcumina muestra un pico intenso para el ion
molecular en 276. 892 M que corresponde a la masa teorica calculada para el
compuesto de 276.12 u.

6.1.3 Analisis Elemental

Tabla 2. Resultados de Analisis Elemental

Tedrico --- 8258 584 ---
Experimental --- 81.29 5.67 ---

Phcurcumina

6.1.4 Espectroscopia Infrarroja
Ver Figura A8 en Anexo

En el IR de | se aprecia la banda del carbonilo en 1670.31 cm™, debido al
tautomerismo ceto-enol. En 3057.35 cm™ se observa la vibracion C=CH; en
1498.37 cm™ una sefial ancha debida torsién del carbonilo; en 1619 la banda que
se observa es de doble enlace aromatico. La banda que se observa en 967.68 cm’
! se atribuye a la vibracion del grupo —-HC=CH-trans.
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6.1.5 Espectroscopia UV-vis
Ver Figura A9 en Anexo
Las longitudes de onda relevantes son las siguientes:

Se observan dos bandas de absorcion del ligante en 400 nm atribuida a la
transicion TrIT*y en 263 nm atribuida por transicion o-1*.

6.2 N-metilpirrolcurcumina (I1)
6.2.1 Resonancia Magnética Nuclear
Ver figura A10 y A11 En Anexo

En el espectro de 'H, la sefial a 5.96 ppm (s) corresponde al proton H4 debido a
gue el desplazamiento se encuentra en la region vinilica. La sefal de 7.03 ppm (t)
dezplazada a campo bajo corresponde a H7, debido a que esta en el ciclo
aromatico y vecino al nitrégeno que desprotege a estos protones. La sefial de 6.14
ppm (dd) se puede asignar a H6 y la sefal de 6.79 ppm (dd) corresponde a H5. A
7.52 ppm (d) y 6.49 ppm (d) con una constante de acoplamiento trans de un
sistema vinilico a,B- insaturado (15.5 Hz) corresponde a H1 y H2 respectivamente.
En 3.72 ppm (s) se encuentra la sefial para los metilos unidos al pirrol y por altimo
el desplazamiento de 16.66 ppm(s) ppm es de H8 debido a la interaccion de
puente de hidrégeno.

10 _H

/
/

Figura 12. Estructura de (1E, 4Z, 6E)-5-hidroxi-1,7-bis (1-metil-1H-pirrol-2-il)
hepta-1, 4,6-trien-3-ona (N-metilpirrolcurcumina)

Para la asignacién de carbonos se utilizaron los espectros de **C, HSQC, HMBC y
COSY en tabla 3 (ver espectros en anexo Al12, A13, Al4 y Al5)
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Tabla 3. Asignacion del espectro *3C RMN del ligante N-metpirrolc

1 12811 7.52(d) (Hz, Hy) 6.57; (Hs, Hs') 7.55
2 118.56 649(d) (H4,H4’) 6.19; (H5, H5,) 7.55; ( Hl,Hll) 7.82
3 18234 -
4 100.64 5.96(s) (Hz, Ho') 6.57; ( Hi,Hy)7.82
Hi,H1") 7.82; (H7, HY) 7.76; (He,Hs") 7.18;( Ha,
5 11215 6.79(dd) (HvH1)7.82 (Hr H72,))6_57 (He,He') 7.18:( Ha
6 109.36 6.14(dd) (Hs, Hs')7.55; ( H7,H7)7.76
7 127.96 7.03(1) (He,He') 6.18; (Hs, Hs)7.55; ( Hy,H1) 7.72
9

129.8 -
10 33.88 3.72(s)

6.2.2 Espectrometria de masas
Ver figura en A16

El espectro de masas de N-metilpirrolcurcumina muestra un pico intenso para el
ion molecular en 252 M*, que corresponde a la masa tedrica calculada para el
compuesto al quitar los dos metilos del anillo del Pirrol, la masa total del
compuesto es de 282.34 u.

6.2.3 Analisis Elemental

Taba 4. Resultados de Analisis elemental

Tedrico 992 7232 6.43

N-metilpirroleurcumina o i ental 9.96 72.56  6.64

6.2.4 Espectroscopia Infrarroja
Ver figura en A17

En el IR de Il se aprecia en 1605.47 cm™ la banda del carbonilo, debido al
tautomerismo ceto-enol. En 2921.52 cm™ se observa la vibracion C=CH, en
1472.53 cm™ hay una sefial ancha debida torsion del carbonilo; en 1605 cm™ la
banda que se observa es de doble enlace aromatico. La banda en 947.91 cm™ se
atribuye a la vibracién del grupo —HC=CH-trans y en 2875.40 cm™ se observa la
banda correspondiente a la vibraciéon C-H del grupo metilo.
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6.2.5 Espectroscopia UV-Vis
Ver figura A18
Las longitudes de onda relevantes son las siguientes:

Se observan dos bandas de absorcién del ligante en 467.5 nm atribuida a la
transicion "y en 282.0 nm atribuida por transicién o-1r*.

6.2.6 Difraccion de rayos X de monocristal

Se determind la estructura cristalina de N-metilpirrolcurcumina (figura 13, 14)
donde se observan las distancias de enlace de 1.319 Ay 1.282 A de C5-02 y C3-
O1 respectivamente (ver anexo A19), lo cual es congruente debido a la cercania
de enlace reportadas para la bisdesmetoxicurcumina 3. Asimismo en las
distancias de enlace de C5-C4-C3 se observa que son mas parecidas a las
distancias de un anillo aromatico [*?!. Los angulos formados entre los planos de los
centroides 1y 2 es de 30.64 (ver figura en A20) lo cual nos indica que los anillos
del heterociclo no son coplanares 1“°!.

Centrojde 2

E]) —C" 1 5

r

] & 4
210 P \Hl 5
Iz ]

Figura 13. Estructura cristalina de N-metilpirrolcurcumina

Figura 14. Estructura cristalina de N-metilpirrolcurcumina (ORTEP)
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6.3 Furanocurcumina (I11)
6.3.1 Resonancia Magnética Nuclear
Ver figuras A21y A22 en anexo

En el espectro de 'H, la sefial de 6.20 ppm (s) corresponde al protén H4 debido a
gue el desplazamiento se encuentra en la regién vinilica. La sefial de 7.88 ppm (s)
al observarse en la secciébn aromatica de campo bajo podemos asignarla a H7
debido a que esta en el ciclo aromético ademas de estar al lado del oxigeno que
desprotege a estos protones. La sefial de 6.66 ppm (dd) se puede asignar a H6 y
la sefal de 6.97 ppm corresponde a H5 puesto que la constante de acoplamiento
concuerda con la de H6.Las sefiales a 7.46 ppm(d) y 6.57 ppm (d) con una
constante de acoplamiento trans de un sistema vinilico a,- insaturado (J=15.7 Hz)
corresponde a H1 y H2 respectivamente y por ultimo el desplazamiento de 16.06
ppm(s) ppm es de H8 debido a la interaccién de puente de hidrogeno.

Figura 15. Estructura de (1E, 4Z, 6E)-1,7-di (furan-2-il)-5-hidroxihepta-1, 4,6-trien-
3-ona (Furanocurcumina)
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Para la asignacién de carbonos se utilizaron los espectros de **C, HSQC, HMBC y
COSY en tabla 5 (ver espectros en anexo A23, A24, A25 y A26)

Tabla 5. Asignacion del espectro *3C RMN del ligante Furanocurcumina

1 126.92 7.45(d) (Hp, Hy) 6.57; (Hs, Hs') 6.96

2 121.18 657(d) (H4,H4I) 6.20; (H5, H5,) 6.96; ( Hl,Hll) 7.45

3 182.46 --- ---

4 101.95 6.20(s) (Ha, Hy) 6.57; ( Hy,H,)7.45

5 116.10 696(d) (Hl, Hll) 7.45; (H7, H7,) 7.88; (H@,H@l) 666,( Ho, H2,)6.57
6 113.03 6.66(dd) (Hs, Hs')6.96; ( H7,H,)7.88

7 146.08 788(5) (He,Hel) 6.66; (H5, H5I)696, ( Hl,Hl,) 7.45

9 151.01 --- ---

6.3.2 Espectrometria de masas
Ver Figura A27 en Anexo

El espectro de masas de la Furanocurcumina presenta un pico intenso para el ion
molecular en 254.4 M*, que corresponde a la masa teorica calculada para el
compuesto de 256.26 u.

6.3.3 Analisis Elemental

Tabla 6. Resultados de Analisis elemental

Tedrico ---  70.31 4.72
Experimental --- 69.35 4.57

Furanocurcumina

6.3.4 Espectroscopia Infrarroja
Ver Figura A28 en Anexo

En el IR de Il se aprecia en 1623.33 cm™ la banda del carbonilo, debido al
tautomerismo ceto-enol. En 3124.24 cm™ se observa la vibracion C=CH, en
1486.88 cm™ hay una sefial ancha debida torsion del carbonilo; en 1561 cm™ la
banda que se observa es de doble enlace aromatico. La banda observada en
957.31 cm' se atribuye a la vibracion del grupo -HC=CH-trans.
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6.3.5 Espectroscopia UV-Vis
Ver Figura A29 en Anexo
Las longitudes de onda relevantes son las siguientes:

Se observan dos bandas de absorcion del ligante en 426 nm atribuida a la
transicion rT*y en 365 nm atribuida por transicion o-1r*.

6.3.6 Difraccion de rayos X de monocristal

Se determind la estructura cristalina de Furanocurcumina (figura 16, 17) donde se
observan las distancias de enlace de 1.278 A y 1.312 A de C5-02 y C3-0O1
respectivamente (ver anexo A30), lo cual es congruente debido a la cercania de
enlace reportadas para la bisdesmetoxicurcumina ®3. Asimismo en las distancias
de enlace de C5-C4-C3 se observa que son mas parecidas a las distancias de un
anillo aromatico “®. Los angulos formados entre los planos de los centroides 1y 2
es de 23.88 (ver figura en A31) lo cual nos indica que los anillos del heterociclo no
son coplanares ¢,

L 10 Centroide 1

(nk]
Sl

i1l

Figura 16. Estructura cristalina de Furanocurcumina

Figura 17. Estructura cristalina de Furanocurcumina (ORTEP)
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6.4 Tiofenocurcumina (V)
6.4.1 Resonancia Magnética Nuclear
Ver figuras A32 y A33 en Anexo

En el espectro de *H de IV muestra una sefial a 6.19 ppm (s) la cual indica al
protén de H4. Las sefales de 6.57 ppm (d) y 7.82 ppm (d) con una constante de
acoplamiento de 15.6 Hz corresponden a H2 y H1 respectivamente. La sefal a
7.75 ppm (d) corresponde a H7 del heterociclo debido a la proximidad al atomo de
azufre el cudl desprotege el hidrégeno. A 7.18 ppm (dd) se observa a H6 con
constantes de acoplamiento con hidrégenos vecinos (H5 y H7) en el sistema
“ABM”. El desplazamiento de 7.54 ppm (d) corresponde a H5 por la constante de
acoplamiento con H6 (J=3.1 Hz) y por ultimo el desplazamiento de 16.07 ppm (S)
ppm es de H8 debido a la interaccion de puente de hidrégeno.

Figura 18. Estructura de (1E, 4Z, 6E)-5-hidroxi-1,7-di (tiofen-2-il) hepta-1, 4,6-
trien-3-ona (Tiofenocurcumina)

Para la asignacion de carbonos se utilizaron los espectros de *C, HSQC, HMBC y
COSY en tabla 7 (ver espectros en anexo A34, A35, A36 y A37)

Tabla 7. Asignacion del espectro *C RMN del ligante Tiofenocurcumina

1 133.23 7.82() (H2, H2') 6.57; (Hs, Hs") 7.55
2 122.70 6.57() (H4,H4") 6.19; (Hs, Hs") 7.55; ( Hy,H1") 7.82
3 182.52 ---
4 101.52 6.19() (H2, H2") 6.57; (Hy,H,")7.82
Hi,Hy) 7.82; (H7, HY) 7.76; (Hs,He™) 7.18;( Ho,
6 128.75 7.18() (Hs, H5")7.55; (H7,H7)7.76
7 130.05 7.76() (He,Hs") 6.18; (Hs, H5")7.55; ( Hy,H1y") 7.72
9

139.83 --- ---
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6.4.2 Espectrometria de Masas
Ver figura A38 en anexo

El espectro de masas de Tiofenocurcumina muestra un pico intenso para el i6n
molecular en 288. 823 M", que corresponde a la masa tedrica calculada para el
compuesto de 288.38 u.

6.4.3 Analisis elemental

Tabla 8. Resultados de Analisis elemental

. . Tedrico --—- 6247 419 2224
Tiofenocurcumina _
Experimental --- 6157 4.11 21.88

6.4.4 Espectroscopia Infrarroja
Ver figura A39 en Anexo

En el IR de IV se aprecia en 1608.99 cm™ la banda del carbonilo, debido al
tautomerismo ceto-enol. En 3049.18 cm™ se observa la vibracion C=CH, en
1497.82 cm™ hay una sefial ancha debida torsion del carbonilo; en 1532 cm™ la
banda que se observa es de doble enlace aromatico. La banda observada en
959.55 cm™ se atribuye a la vibracion del grupo —HC=CH-trans.

6.4.5 Espectroscopia UV-Vis
Ver figura A40 en Anexo
Las longitudes de onda relevantes son las siguientes:

Se observan dos bandas de absorcion del ligante en 428.5 nm atribuida a la
transicion rr*y en 272.0 nm atribuida por transicién o-1r*.
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6.4.6 Difraccion de rayos X de monocristal

Se determind la estructura cristalina de Tiofenocurcumina (figura 19, 20) donde se
observan las distancias de enlace de 1.278 A y 1.312 A de C5-02 y C3-0O1
respectivamente (ver anexo A41), lo cual es congruente debido a la cercania de
enlace reportadas para la bisdesmetoxicurcumina 3. Asimismo en las distancias
de enlace de C5-C4-C3 se observa que son mas parecidas a las distancias de un
anillo aromatico “®. Los angulos formados entre los planos de los centroides 1y 2
es de 6.66 (ver figura en A42) lo cual nos indica que los anillos del heterociclo no
son coplanares °.

1 Tm—-5tl7

Centroiderz

S5

Figura 20. Estructura cristalina de Tiofenocurcumina (ORTEP)
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6.5 Fenilcurcumina-Cu (V)
6.5.1 Resonancia Paramagnética Electronica
Ver Figura A43 en Anexo

Los espectros de EPR de cobre presentan 4 sefiales tipicas a campo bajo, de lo
cual se logran ver Unicamente 3 debido a que la cuarta se superpone con la region
superhiperfina en la cual se pueden notar las interacciones con el disolvente
(DMF). De igual modo los dos valores de g, g paralela (gll) y g perpendicular (gl)
indican una geometria axial para el complejo. La relacion entre gll/ All sugiere una
geometria de cuadrado plano ligeramente distorsionada, debido a que los valores
tipicos para una geometria cuadrada plana varian entre 105 y 130 ¥, al obtener
146.25 se deduce una distorsion en la geometria del complejo.

Tabla 9. Datos del espectro EPR

Complejo

PhCurcu-Cu 2.29986 2.07065 15.725 1.811 146.25

Valor g paralela= gll, valor g perpendicular= gL, valor A paralela= Al|, valor A
perpendicular=AL.

Figura 21. Estructura propuesta de Fenilcurcumina-Cu
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6.5.2 Anédlisis elemental

Tabla 10. Resultados de Anélisis elemental

Teobrico -—- 7431 492 -
Experimental --- 73.84 487 ---

Curcumina-Cu

6.5.3 Espectroscopia UV-vis
Ver Figura A44 en Anexo
Las longitudes de onda relevantes son las siguientes:

Se observan dos bandas de absorcion del ligante en 405 nm atribuida a la
transicion Tr*y en 262 nm atribuida por transicion o-1*. EI complejo presenta una
banda adicional en 316 nm indicativa de una absorcién por transferencia de carga
del complejo.

6.5.4 Espectroscopia Infrarroja
Ver Figura A45 en Anexo

En el IR de V la banda que se observa en 977.16 cm™ se atribuye a la vibracién
del grupo —HC=CH-trans. La presencia de una banda intensa en 1511 cm™ es
atribuida a la interaccién de cobre (ll) con la B-dicetona, se observa una banda en
489.16 correspondiente a las vibraciones M-O, del complejo de Cu (Il).

6.5.5 Espectrometria de masas
Ver figura A46 en Anexo

El compuesto tiene una masa determinada de 678.99 uma, la masa teodrica es de
614.2 uma. La diferencia en masa es de 64.795 uma, correspondiente a la masa
molecular del cobre por lo que se propone que al ionizar las moléculas con 70 eV
y fragmentarse el compuesto, un atomo de cobre se une a una molécula de
complejo dando como resultado (678.99 uma). Asimismo tenemos una sefal en
1293.68 lo cual concuerda con la masa de dos moléculas de nuestro complejo
unidas con un atomo de cobre lo cual muestra una tendencia que el cobre se
afade al complejo para estabilizarlo cuando la molécula es fragmentada, las
estructuras propuestas para estos casos se muestran en la figura 22.
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Figura 22. Propuesta de estructuras formadas en la desfragmentacion de EM
6.5.6 Difraccién de rayos X de monocristal

Se determind la estructura cristalina del complejo Fenilcurcumina con cobre (ver
figura 23, 24) donde se observan las distancias entre los oxigenos y el cobre (Ver
figura A47) con los valores de 1.903 A (O1-Cul) y 1.911 A (02-Cul) lo cual es
congruente debido a que las distancias de enlace entre los complejos
curcuminoides y cobre se encuentran entre 1.900 A y 2.000 A “®. Las distancias
de enlace entre C3-C4-C5 (1.394 Ay 1.393 A) son mas parecidas a las distancias
mostradas para un anillo aromatico, en contraste las distancias entre C5-02
(1.278 A) y C3-01 (1.271 A) que son similares a las reportadas de 1.275 A para
los carbonilos en los curcuminoides 3. Por otro lado se puede observar una alta
simetria en la molécula, ya que los angulos formados entre O1, O2 y Cul (ver
figura A48), son 93.10 y 86.90 cuya cercania a los 90°, sugiere una geometria
cuadro plano. Los planos formados entre ambos anillos aroméaticos (entre los
centroides 1y 2) del complejo (ver figura A49) tienen un angulo de 0.53 lo cual nos
indica que estos dos anillos son coplanares. Asimismo el angulo entre el plano de
un anillo aromatico (centroide 1y 2) y el plano de coordinacion formado entre los 4
oxigenos y el cobre (ver figura A50, A51), el cual nos da valores de 6.44 y 6.89
respectivamente, indicando que no son coplanares.
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Figura 23. Estructura cristalina de Fenilcurcumina

Figura 24. Estructura cristalina de Fenilcurcumina (ORTEP)
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6.6 N-metilpirrolcurcumina-Cu (VI)
6.6.1 Resonancia Paramagnética Electrénica
Ver Figura en A52 en Anexo

Los espectros de EPR de cobre presentan 4 sefiales tipicas a campo bajo, de lo
cual se logran ver Unicamente 3 debido a que la cuarta se superpone con la regién
superhiperfina en la cual se pueden notar las interacciones con el disolvente
(DMF). De igual modo los dos valores de g, g paralela (gll) y g perpendicular (gl)
indican una geometria axial para el complejo. La relacion entre gll/ All sugiere una
geometria de cuadrado plano ligeramente distorsionada, debido a que los valores
tipicos para una geometria cuadrada plana varian entre 105 y 130 ¥, al obtener
138.84 se deduce una distorsion en la geometria del complejo.

Tabla 11. Datos del espectro EPR

Complejo

N-metpirrolc-
Cu
Valor g paralela= gll, valor g perpendicular= g, valor A paralela= Al|, valor A

perpendicular=AL.

2.28726 2.06724 16.473 1.903 138.84

Figura 25. Estructura propuesta de N-metilpirrolcurcumina-Cu.
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6.6.2 Analisis elemental

Tabla 12. Resultados de Analisis elemental

Tedrico 8.95 65.21 547  ---

N-metpirrolcurcumina-Cu :
Experimental 8.85 64.79 540  ---

6.6.3 Espectroscopia UV-Vis
Ver figura A53 en Anexo
Las longitudes de onda relevantes son las siguientes:

Se observan dos bandas de absorcion del ligante en 424 nm y 344 nm atribuida a
la transicion mrm*. El complejo presenta dos bandas adicionales en 263.0 nm
atribuida a la transicion o-m* y en 453 nm indicativa de una absorcion por
transferencia de carga del complejo.

6.6.4 Espectroscopia Infrarroja
Ver Figura en A54 en Anexo

En el IR de VI la banda que se observa en 1707.19 cm™ es atribuida a la banda
del carbonilo. En 3098.26 cm™ se observa la vibracién C=CH y la banda en 952.83
cm™ se atribuye a la vibracién del grupo —HC=CH-trans. En 2929 cm™ se observa
la banda de vibracion del metilo. La presencia de una banda intensa en 1471.21
cm™ es atribuida a la interaccion de cobre (I1) con la B-dicetona, se observa una
banda en 517.23 correspondiente a las vibraciones M-O, del complejo de Cu (lI).

6.6.5 Espectrometria de Masas
Ver Figura en A55 en Anexo

El espectro de masas de N-metilpirrolcurcumina-Cu muestra un pico intenso para
el ibn molecular en 626.19 M*, que corresponde a la masa teorica calculada para
el compuesto de 626.22 uma.
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6.7 Furanocurcumina-Cu (VII)
6.7.1 Resonancia Paramagnética Electrdnica
Ver Figura en A56 en Anexo

Los espectros de EPR de cobre presentan 4 sefiales tipicas a campo bajo, de lo
cual se logran ver Unicamente 3 debido a que la cuarta se superpone con la region
superhiperfina en la cual se pueden notar las interacciones con el disolvente
(DMF). De igual modo los dos valores de g, g paralela (gll) y g perpendicular (g1)
indican una geometria axial para el complejo. La relacion entre gll/ All sugiere una
geometria de cuadrado plano ligeramente distorsionada, debido a que los valores
tipicos para una geometria cuadrada plana varian entre 105 y 130 ¥, al obtener
141.00 se deduce una distorsion en la geometria del complejo.

Tabla 13. Datos del espectro EPR

Complejo

Furanocurcu-
Cu
Valor g paralela= gll, valor g perpendicular= g, valor A paralela= Al|, valor A

perpendicular=AL.

2.29660 2.06161 16.203 1.334 141.17

Figura 26. Estructura propuesta de Furanocurcumina-Cu.
6.7.2 Analisis elemental

Tabla 14. Resultados de Analisis elemental

Tedrico --- 7031 4.72 ---
Experimental --- 69.35 4.57

Furanocurcumina-Cu
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6.7.3 Espectroscopia UV-vis
Ver figura A57 en Anexo
Las longitudes de onda relevantes son las siguientes:

Se observan dos bandas de absorcion del ligante en 424 nm y 344 nm atribuida a
la transicion mrm*. El complejo presenta dos bandas adicionales en 263.0 nm
atribuida a la transicion o-m* y en 453 nm indicativa de una absorcion por
transferencia de carga del complejo.

6.7.4 Espectroscopia Infrarroja
Ver figura A58 en Anexo

En el IR de VIl la banda que se observa en 1623.33 cm™ es atribuida a la banda
del carbonilo. En 3124.24 cm™ se observa la vibracion C=CH y la banda que se
observa en 957.31 cm™ se atribuye a la vibracién del grupo —HC=CH-trans. La
presencia de una banda intensa en 1561.55 cm es atribuida a la interaccién de
cobre (Il) con la B-dicetona, se observa una banda en 479.14 correspondiente a
las vibraciones M-O, del complejo de Cu ().

6.7.5 Espectrometria de Masas
Ver figura A59 en Anexo

El espectro de masas de Furanocurcumina-Cu muestra un pico intenso para el ién
molecular en 573.5 M*, que corresponde a la masa teorica calculada para el
compuesto de 574.04 uma.

6.7.6 Difraccion de Rayos X de monocristal

Se determind la estructura cristalina del complejo de Furanocurcumina con cobre
(ver figura 27, 28) donde se observan las distancias entre los oxigenos y el cobre
(Ver figura A60) con los valores de 1.911 A (O1-Cul), 1.907 A (02-Cul), 1.916 A
(O5-Cul) y 1.899 A (06-Cul) lo cual es congruente debido a que las distancias de
enlace entre los complejos curcuminoides y cobre se encuentran entre 1.900 A y
2.000 A ®l Las distancias de enlace entre C3-C4-C5 (1.380 Ay 1.393 A) y C18-
C19-C20 (1.388 Ay 1.382 A) son mas parecidas a las distancias mostradas para
un anillo aromatico, en contraste las distancias entre C5-02 (1.280 A), C3-01
(1.287 A), C18-05 (1.279 A) y C20-06 (1.285 A) que son similares a las
reportadas de 1.275 A para los carbonilos en los curcuminoides . Por otro lado
los angulos formados (ver figura A61) entre; O1-Cul-O2 (94.24°), O2-Cul-O5
(87.28°), O5-Cul-06 (94.34°) y O6-Cu-O1 (84.22°) cuya cercania a 90° sugiere
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una geometria cuadro plano. Los planos formados entre los anillos aromaticos se
muestran en la tabla 15. El plano de coordinacién formado entre los 4 oxigenos y
el cobre, se contrasta con los 4 planos formados por cada uno de los anillos
heterociclicos mostrados en la tabla 16.
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Figura 27. Estructura cristalina de Furanocurcumina-Cu
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Figura 28. Estructura cristalina de Furanocurcumina (ORTEP)

Tabla 15. Angulos entre planos

Planos entre centroides Anexo Angulo Coplanares

C1-C2 AG2 22.34 No
C1-C3 AG3 25.81 No
Ci1-C4 A64 12.20 No
C2-C3 ABS 4.18 Si
C2-C4 AG6 10.17 No
C3-C4 AG7 13.85 No

Tabla 16. Angulos formados entre el plano de coordinacién y los planos de los
anillos del heterociclo

Planos Anexo Angulo Coplanares

PC-C1 A68 17.87 No
PC-C2 A69 5.96 No
PC-C3 A70 10.14 No
PC-C4 A71 6.10 No

~ 35 ~



6.8 Tiofenocurcumina-Cu (VIII)
6.8.1 Resonancia Paramagnética Electrénica
Ver Figura en A72 en Anexo

Los espectros de EPR de cobre presentan 4 sefiales tipicas a campo bajo, de lo
cual se logran ver Unicamente 3 debido a que la cuarta se superpone con la regién
superhiperfina en la cual se pueden notar las interacciones con el disolvente
(DMF). De igual modo los dos valores de g, g paralela (gll) y g perpendicular (gl)
indican una geometria axial para el complejo. La relacion entre gll/ All sugiere una
geometria de cuadrado plano ligeramente distorsionada, debido a que los valores
tipicos para una geometria cuadrada plana varian entre 105 y 130 ¥, al obtener
146.00 se deduce una distorsion en la geometria del complejo.

Tabla 17. Datos del espectro EPR

Complejo

Tiofenocurcu-
Cu
Valor g paralela= gll, valor g perpendicular= g, valor A paralela= Al|, valor A

perpendicular=AL.

2.30241 2.06319 15.918 1.144 146.00

Figura 29. Estructura propuesta de Tiofenocurcumina-Cu
6.8.2 Analisis elemental

Taba 18. Resultados de Analisis elemental

Teorico ---  56.45 3.47 20.09
Experimental --- 54.19 3.46 18.79

Tiofenocurcumina-Cu
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6.8.3 Espectroscopia UV-Vis
Ver Figura en A73 en Anexo
Las longitudes de onda relevantes son las siguientes:

Se observan dos bandas de absorcion del ligante en 428 nm y 272 nm atribuida a
la transicion mrm*. El complejo presenta dos bandas adicionales en 343.5 nm
atribuida a la transicion o-m* y en 456.5 nm indicativa de una absorcién por
transferencia de carga del complejo.

6.8.4 Espectroscopia Infrarroja
Ver Figura en A74 en Anexo

En el IR de VIl la banda que se observa en 1612.98 cm™ es atribuida a la banda
del carbonilo. En 3066.40 cm™ se observa la vibracion C=CH y la banda que se
observa en 952.83 cm™ se atribuye a la vibracién del grupo —HC=CH-trans. La
presencia de una banda intensa en 1502.47 cm™ es atribuida a la interaccién de
cobre (Il) con la B-dicetona, se observa una banda en 484.91 correspondiente a
las vibraciones M-O, del complejo de Cu ().

6.8.5 Espectrometria de Masas
Ver Figura en A75 en Anexo

El espectro de masas de Tiofenocurcumina-Cu muestra un pico intenso para el
ion molecular en 639.51 M*, que corresponde a la masa tedrica calculada para el
compuesto de 638.3 uma.

6.8.6 Difraccion de Rayos X de monocristal

Se determind la estructura cristalina del complejo de Tiofenocurcumina con cobre
(ver figura 30, 31) donde se observan las distancias entre los oxigenos y el cobre
en el plano de coordinacion (Ver figura A76,A77) con los valores de 1.954 A (O1-
Cul), 1.946 A (02-Cul), 2.175 A (03-Cul), 1.946 A (021-Cul) y 1.933 A (022-
Cul) lo cual es congruente debido a que las distancias de enlace entre los
complejos curcuminoides y cobre se encuentran entre 1.900 A y 2.000 A ¥ |a
Unica que difiere de este valor es la distancia entre O3-Cul debido a que la DMF
también forma parte de la coordinacién. Las distancias de enlace entre C3-C4-C5
(1.403 Ay 1.391 A) y C23-C24-C25 (1.394 A y 1.381 A) son més parecidas a las
distancias mostradas para un anillo aromatico. En contraste, las distancias entre
C5-02 (1.273 A), C3-01 (1.276 A), C23-021 (1.293 A) y C25-022 (1.281 A) son
similares a las reportadas de 1.275 A para los carbonilos en los curcuminoides ®3,
Por otro lado, los valores de éangulos entre O1-Cul-O2 (92.91°) , O1-Cul-
021(87.48°), O2- Cul- 022(86.51°) y 021-Cul-022(91.55°), con cercania a los

~ 37 ~



90°(ver figura A78), y los valores entre los angulos formados entre centro metélico
y el oxigeno del disolvente (ver figura A79), O1-Cul-0O3(94.64°), O2-Cul-O3
(97.96°),021-Cul-O3 (91.47°) y 022-Cul-O3 (96.58°), con cercania a 90°
sugieren una geometria de bipirdmide trigonal.

Los planos formados entre los anillos aromaticos se muestran en la tabla 19. El
plano de coordinacion formado entre los 4 oxigenos del ligante y el cobre, se
contrasta con los 4 planos formados por cada uno de los anillos heterociclicos
mostrados en la tabla 20.
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Figura 30. Estructura cristalina de Tiofenocurcumina-Cu

~ 38 ~



Figura 31.- Estructura cristalina de Tiofenocurcumina (ORTEP)

Tabla 19. Angulos entre planos

Planos entre centroides

C1-C2 A80 25.76 No
C1-C3 A81 62.19 No
C1-C4 A82 89.51 No
C2-C3 A83 70.41 No
C2-C4 A84 81.82 No
C3-C4 A85 40.19 No

Tabla 20. Angulos formados entre el plano de coordinacién y los planos de los
anillos del heterociclo

Planos Anexo Angulo Coplanares
PC-C1 A86 30.15 No
PC-C2 A87 32.46 No
PC-C3 A88 38.02 No
PC-C4 A89 59.36 No
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6.9 Pruebas Bioldgicas

Se observa en la tabla 21 que el curcuminoide utilizado (Fenilcurcumina), tiene
una disminucién de su citotoxicidad al ser complejado con cobre. En el caso de N-
metilpirrolcurcumina solo hay un aumento significativo en la linea HCT-15 cuando
es utilizado su complejo de cobre. En el caso de Furanocurcumina no es activa en
la mayoria de las lineas, sin embargo, al realizar la complejacién con cobre hay un
aumento significativo en su citotoxicidad en las 6 lineas de céncer, aunque
también es citotoxica para células sanas. Por ultimo, el ligante Tiofenocurcumina
no es activo en la mayoria de las lineas, sin embargo al ser complejado con cobre
hay un aumento selectivo en las lineas K562 y SKLU-1 y la citotoxicidad en la
linea de células sanas es nula.

Protocolo: Sulforrodamina B
Tipo de ensayo: Screening primario

Tabla21. Citotoxicidad de los Analogos de Curcumina, U251= glia de sistema
nervioso central, PC-3= prostata, K562= leucemia, HCT-15= colon, MCF-7=
mama, SKLU-1= pulmon. COS-7: linea celular de rifidn de mono (no cancerosa):
NC: no citotoxica.

HCT- MCF- SKLU-

Muestra U251 PC-3 K562 15 7 1 COS7
Conc. 25 uM
PhCurcu 47.5 31.2 54.7 25.0 48.7 53.0 32.9
PhCurcu-Cu 3.5 NC 4.2 NC NC NC 8.4
N-metpirrolcurcu 52.83 60.39 65.8 18.15 99.9 100 100
N-metpirrolc-Cu 71.62 64.99 74.67 100 100 100 100
Furanocurcumina NC 10.8 6.4 NC NC NC 46.2
Furanocurcu-Cu 100 100 90.1 72.4 92.8 95.0 100
Tiofenocurcumina NC 14.8 4.4 NC 134 NC NC
Tiofenocurcu-Cu 58.2 63.6 844 38,1 57.9 91.0 NC
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7. Conclusiones

Se sintetiz6 un nuevo analogo de Curcumina (N-metilpirrolcurcumina).

Se obtuvieron cuatro nuevos complejos de cobre (Fenilcurcumina-Cu, N-
metilpirrolcurcumina-Cu, Furanocurcumina-Cu, Tiofenocurcumina-Cu).

Se realizé la caracterizacion de los ligantes (Fenilcurcumina, N-
metilpirrolcurcumina, Furanocurcumina, Tiofenocurcumina), por Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), Espectrometria de Masas (Masas), Analisis
elemental (AE), Espectroscopia Infrarroja (IR), Espectroscopia UV-visible
(Uv-vis) y Difraccién de rayos X de monocristal (DRXMC).

Se realizdé la caracterizacion de los complejos (Fenilcurcumina-Cu, N-
metilpirrolcurcumina-Cu, Furanocurcumina-Cu, Tiofenocurcumina-Cu), por
Resonancia Paramagnética Electronica (EPR), Espectrometria de Masas
(Masas), Andlisis elemental (AE), Espectroscopia Infrarroja (IR),
Espectroscopia UV-visible (Uv-vis), Difraccion de rayos X de monocristal
(DRXMC).

Se determinoé la forma cristalina de 3 analogos heterociclicos de Curcumina
(N-metilpirrolcurcumina, Furanocurcumina y Tiofenocurcumina)

Se determiné la forma cristalina del complejo de cobre de un curcuminoide
(Fenilcurcumina-Cu).

Se determiné la forma cristalina de 2 complejos de cobre de dos analogos
heterociclicos de Curcumina (Furanocurcumina-Cu y Tiofenocurcumina-Cu)
La relacion metal:organica encontrada corresponde a 1 atomo metalico por
2 moléculas de analogo curcuminoide.

Se encontro que la citotoxicidad de los complejos de cobre de los analogos

de Curcumina aumenta con respecto a la de los ligantes.

El presente trabajo representa el primer estudio de la quimica de los complejos
metalicos homolépticos de analogos de Curcumina abriéndose asi un campo de

estudio de los mismos.

Parte de los resultados del presente trabajo fueron publicados en un articulo.
https://doi.org/10.3390/molecules24050910. (Ver al final de anexos)
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Figura Al. Espectro general de 'H de Fenilcurcumina
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Figura A22.- Ampliacion de la region aromatica del espectro Furanocurcumina
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Figura A28.- Espectro IR de Furanocurcumina
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Figura A29.- Espectro de Uv-Vis de Furanocurcumina
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Figura A38.- Espectro de Masas de Tiofenocurcumina
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Figura A39.- Espectro Infrarrojo de Tiofenocurcumina
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Figura A40.- Espectro UV-Vis de Tiofenocurcumina
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Figura A43.- Espectro de EPR del Complejo Fenilcurcumina-Cu
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Figura A44.- Espectro de Uv-Vis del complejo Fenilcurcumina-Cu
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Figura A46.- Espectro de masas de complejo Fenilcurcumina-Cu



Cenmrolde 2

Centroide 1




Figura A47.- Distancia de enlace de complejo Fenilcurcumina-Cu
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Figura A48.- Angulos entre enlaces de complejo Fenilcurcumina-Cu
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Figura A49.- Angulos entre planos de complejo Fenilcurcumina-Cu
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Figura A52.- Espectro de EPR de N-metilpirrolcurcumina-Cu
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Figura A53.- Espectro de UV-vis de N-metilpirrolcurcumina-Cu
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Figura A54.- Espectro de Infrarrojo de N-metilpirrolcurcumina-Cu
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Figura A55.- Espectro de Masas de N-metilpirrolcurcumina-Cu
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Figura A57.- Espectro de UV-Vis del Complejo Furanocurcumina-Cu
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Figura A58.- Espectro de IR del Complejo Furanocurcumina-Cu
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Figura A59.- Espectro de IR del Complejo Furanocurcumina-Cu
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Figura A60.- Distancia de interacciones de complejo Furanocurcumina-Cu
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Figura A61.- Angulos entre enlaces de complejo Furanocurcumina-Cu
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Figura A62.- Angulos entre planos de complejo Furanocurcumina-Cu
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Figura A63.- Angulos entre planos de complejo Furanocurcumina-Cu
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Figura A66.- Angulos entre planos de complejo Furanocurcumina-Cu
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Figura A71.- Angulos entre planos de complejo Furanocurcumina-Cu
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Figura A73.- Espectro de UV-Vis del Complejo Tiofenocurcumina-Cu
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Figura A74.- Espectro de IR del Complejo Tiofenocurcumina-Cu
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Abstract: We report herein the synthesis and crystal structures of five new homoleptic copper
complexes of curcuminoids. The scarcity of reports of homoleptic complex structures of
curcuminoids is attributed to the lack of crystallinity of such derivatives, and therefore, their
characterization by single crystal X-ray diffraction is rare. The ligand design suppressing the
phenolic interaction by esterification or etherification has afforded a significant increase in the
number of known crystal structures of homoleptic metal complexes of curcuminoids with more
favorable crystallinity. The crystal structures of the present six copper complexes reveal four-fold
coordination with a square planar geometry. Two polymorphs were found for DiBncOC-Cu when
crystallized from DMEF. The characterization of these new complexes was carried out using IR,
NMR, EPR, and SCXRD and the antioxidant and cytotoxic activity of the obtained complexes was
evaluated.

Keywords: crystal structure, homoleptic copper complexes, curcuminoids, antioxidant activity.

1. Introduction

Curcumin (1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-diketone) is a metabolite
of the Indian Curcuma species, generated by the rhizome of the perennial herb Curcuma longa, a
member of the gingiberacea family widely cultivated in India and China [1]. Curcumin was isolated
for the first time by Vogel and Pelletier more than two centuries ago, and Milobedzka and Lampe
first proposed its chemical structure in 1910 [2, 3]. Furthermore, this posed the fundamental interest
that curcumin awoke gradually and expanded to other compounds that retain similar molecular
topology and are denominated curcuminoids. Curcumin and curcuminoids are chelating agents
due to the B—diketone functionality, which allow them to form stable complexes with a series of
metal ions [1]. In recent years, numerous studies have been performed to better understand the
medicinal properties of curcumin, curcuminoids and their metal complexes, with purported
antitumor, antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant, antiviral, anti-Alzheimer and anti-cancer
potential [1, 4-7]. Based on the wide medicinal applications reported in the literature for copper
complexes, we tried to obtain copper complexes with several curcuminoids as ligands designed to
promote homoleptic structures and to investigate their biological activities. However, there are
very few known crystal structures of homoleptic metal complexes of curcumin and this has been
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attributed to an inherent low crystallinity [1, 4]. In addition, they are often insoluble in water and in
most common organic solvents [1]. Such property has precluded the use of single crystal X-ray
diffraction as a characterization technique [1, 4, 8-10]. As a consequence, the studies of metal
complexes of curcumin and related compounds are more focused on their biological properties [8-
21] rather than in detailed structural characterizations [8-10].

In the present work, it was possible to use several curcuminoid as ligands for complexation
with copper (II) i.e. acetylated curcumin (1,7-Bis (3-methoxyl-4-acetoxy) -phenol-1,6-heptadiene-3,5-
diketone, DAC) 1, hydrogenated acetylated curcumin (1,7-Bis (3-methoxyl-4-acetoxy) -phenol-
heptane-3,5-diketone, DACHa4) 2, methoxylated curcumin (1,7- Bis (3,4-dimethoxy) -phenol-1,6-
heptadiene-3,5-diketone, DiMeOC) 3, benzylated curcumin (1,7-Bis (3-methoxy-4-benzyl)-phenol-
1,6-heptadiene-3,5-diketone) 4, DiBncOC and bisdemethoxy-bisdehydroxy-curcumin (1,7-
diphenylhepta-1,6-diene-3,5-dione, PhCurc) 5 (see figure 1) which proved to be suitable ligands for
the formation of single crystals for X-rays studies. The characterization of all synthesized
homoleptic complexes was carried out using IR, NMR and EPR in liquid state, magnetic moment,
MS as well as the single crystal X-ray diffraction technique. After a full characterization was carried
out, their cytotoxic and antioxidant activity was evaluated.

O OH
o N NG o
)Lo E E OJI\
o_ (o}
DAC (1)
O OH
WO O
)Lo oﬂ\
o [o}
DACH, (2)
O OH
NS NF
o_ _0
DiMeOC (3)
(o} OH

PhCurcu (5)
Figure 1. Ligands used for complexation with copper 1-5.
2. Results and discussion
2.1. IR spectra

The IR spectrum of DAC 1 shows two bands, one of high intensity at 1755 cm! and another of
very low intensity at 1795 cm! due to the free carbonyl group of the B-diketone, indicating that the
compound exists mainly in the enolic form. The low-intensity band in the range 1632-1610 is
attributed to the intramolecular hydrogen bridge of the enol. The band at 966 cm! corresponds to
the trans -CH=C-double bond is also observed. The IR spectra of DAC-Cu 6 shows intense bands at
1514 cm? and ~ 484 cm! due to for the interaction metal B-diketone group from M-O vibrations,
respectively. The IR spectrum of DACHa4 2 shows two bands at 1757 cm? (high intensity) and 1797
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cm? (very low intensity) showing a small ratio of the free carbonyl group of the B-diketone,
indicating that the compound exists mainly in its enolic form (see table 1) [13].

Three bands were observed in the range 2966-2841 cm-! of low-intensity due C-H stretch. The -
CH=C- band at 965 cm! is was not observed. IR spectra of DACH4-Cu (7) showed strong bands for
the interaction of the metal with the B-diketone group at 1508 cm and an additional band at ~ 467
cm? due to M-O vibrations. The IR spectrum of DiMeOC 3 shows the presence of two bands, one of
high intensity at 1620 cm™ and another with very low intensity at 1663 cm-! due to the free carbonyl
group of the B-diketone, revealing that the compound exists in enolic form. The trans -CH=C- band
appears at 964 cm. IR spectra of DiMeOC-Cu 8 shown strong bands for the interaction of the metal
with the B-diketone group at 1506 cm! and an additional band at ~ 463 cm! due to M-O vibrations.
The IR spectrum of DiBncOC 4 shows the presence of two bands, one of high intensity at 1625 cm!
and the other of very low intensity at 1730 cm™, due to the free carbonyl group of the B-diketone.
Five bands are observed in the range 849-694 cm' due C-H bending. The trans -CH=C- band
appears at 970 cm. IR spectra of DiBncOC-Cu 9 showed strong bands for the interaction of the
metal with the B-diketone group at 1501 cm? and an additional band at ~ 465 cm! due to M-O
vibrations. The IR spectrum of PhCurcu 5 shows the presence of two bands, one of high intensity at
1619 cm ! and the other of very low intensity at 1670 cm-, due to the free carbonyl group of the -
diketone. The trans -CH=C- band appears at 968 cm-!. IR spectra of PhCurcu-Cu 10 shows strong
bands from the interaction of the metal with the B-diketone group at 1511 cm! and an additional
band at ~ 420 cm-! due to M-O vibrations (see table 1) [13].

Table 1. IR spectra data of compounds 1-10.

-CH=C- C-H stretch  C-H bending vibrations M-

Keto-enol
Compounds
(cm) (cm) (cm) (cm) O {em?)
1755 and
DAC 966 - - -
1795
1757 and
DACHa4 - 2966 - 2841 - -
1797
) 1620 and
DiMeOC 964 - - -
1663
) 1625 and
DiBcOC 970 - 849 - 694 -
1730
1619 and
PhCurcu 968 - - -
1670
DAC-Cu - - - - 1514 and 484
DACH:-Cu - - - - 1508 and 467
DiMeOC-Cu - - - - 1506 and 463

DiBcOC-Cu - - - - 1501 and 465
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PhCurcu-Cu - - - - 1511 and 420

2.2. NMR spectra

The 'H NMR spectrum of ligand DAC 1 shows one singlet for the OH proton at 16.12 ppm
(strong intramolecular hydrogen bond) and one singlet for the methine proton at ~6.20 ppm
(vinylic proton). Protons a to the diketone appear at 6.99 ppm and protons B to the diketone at 7.66
ppm, with a trans coupling constant of 15.9 Hz. Methoxyl and acetyl protons appear as singlets at
3.85 ppm and 2.28 ppm respectively. The 'H NMR spectrum of DACH4 (ligand 2) shows keto-enol
equilibrium with ca. 1:1 ratio. The enol tautomer shows one singlet for the OH proton at 15.53 ppm
and one singlet for the methine proton at 5.78 ppm; both protons are involved in a strong
intramolecular hydrogen bridge. Keto tautomer shows one singlet for the methylene proton at 3.74
ppm. Protons a to the diketone group appear at 2.77 and 2.65 ppm while protons 3 appear at 2.85
ppm. Methoxyl and acetyl protons appear as singlets at 3.74 ppm and 2.23 ppm respectively. The
H NMR spectrum of DiMeOC (ligand 3) shows one singlet for the OH proton at 16.27 ppm and
one singlet for the methine proton at 580 ppm; both protons are involved in a strong
intramolecular hydrogen bond (enol tautomer). Protons a to the diketone appear at 6.47 ppm and
protons P to the diketone at 7.58 ppm, with a trans coupling constant of ca. 15.8 Hz. Methoxyl
protons are singlets at 3.91 ppm and 3.89 ppm. The 'H NMR spectrum of DiBncOC (ligand 4)
shows one singlet for the OH proton at 16.30 ppm and one singlet for the methine proton at 6.11
ppm. Unsaturated protons a to the diketone group appear at 6.84 ppm and the corresponding 8
protons at 7.59 ppm, with trans coupling constant of 15.78 Hz. Methoxyl protons are singlets at 3.84
ppm. Benzyl protons are singlets at 5.14 ppm. The 'H NMR spectrum of PhCurcu (ligand 5) shows
one singlet for the OH proton at 16.11 ppm and one singlet for the methine proton at 6.21 ppm).
Protons a to the diketone function appear at 6.96 ppm and protons  at 7.67 ppm, with a trans
coupling constant of 15.97 Hz. The 'H NMR spectra of complexes 6-10 lack signals for the enol
proton at ca. 16 ppm, due to paramagnetic effects (see table 2).

Table 2. 'TH NMR Chemical shifts (8) of compounds 1-10.

Compounds OH Methine .oc to the dlailz:tt::e Methoxyl Acetyl Benzyl Aromatic
) ®) diketone (5) ©) ©) () ©) ()
DAC 16.12 6.20 6.99 7.66 3.85 2.28 - 7.16 -7.52
DACHs 15.53 5.78 2.77 2.85 3.74 2.23 - 5.78 -7.00
DiMeOC 16.27 5.80 6.47 7.58 3.91-3.89 - - 6.85-7.05
DiBcOC 16.30 6.11 6.48 7.59 3.84 - 514  7.34-7.59
PhCurcu 16.11 6.21 6.96 7.67 - - - 7.73
DAC-Cu - - - - - 2.27 3.85 -
DACHs-Cu - - - - - 4.01 - -
DiMeOC-Cu - - - - - 4.01 - -
DiBcOC-Cu - - - - - 3.86 - -
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to the
OH Methine a to the ﬁ Methoxyl Acetyl Benzyl Aromatic
Compounds ) diketone
®) ®) diketone (8) ) (3) )
®) )
PhCurcu-Cu - - 6.91 7.66 - - - -

2.3. EPR spectra

The EPR spectra of ligands show diamagnetic spectra, while the EPR spectra of copper
complexes of ligands 6-10 show a typical four lines pattern (see figure 2). The g|, g+, A and A.
values were obtained directly from the EPR spectra. The g| and g+ values of complexes 6-10 were
ca. 2.29 and 2.06, resulting from unpaired electrons in the dxy2 molecular orbital [13]. The values of
g| greater than 2.3, suggest a ionic environment for the complexes. The A values ca. 160 x 10+ cm™!
are consistent with a typical monomeric distorted square planar geometry. The quotient g|/A|
provides an index of departure from the tetrahedral structure. The quotient values that fall in the
range 105-135 cm! suggest a regular square planar structure, although the observed values (141-146
cm?) are indicative of a strong distortion from planarity (see table 3) [13, 22-24]. The magnetic
moment values for Cu(Il) complexes suggest that they are paramagnetic with petect values of ca. 2.0
B.M with one unpaired electron (see table 3).
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Figure 2. Spectra EPR of 6 (a), 7 (b), 8 (c) 9 (d), and 10 (e).

Table 3. EPR spectra data of copper complexes 6-10.

Complexes 8l gL A (10 AL(104cm?)  gy/Aj(cm Heffec
cm?) 1)

DAC-Cu 2.29 2.06 162.3 11.3 141.1 1.69

DACH4-Cu 2.29 2.06 161.8 10.5 141.5 2.01

DiMeOC-Cu 2.30 2.07 160.8 9.5 143.0 1.99

DiBcOC-Cu 2.30 2.06 159.9 12.4 143.8 2.00

PhCurcu-Cu 2.30 2.07 157.3 18.11 1463 2.09

Parallel g-value=g|, perpendicular g-value= g, parallel A-value= A}, perpendicular A-value= AL

2.4. Single crystal X-ray diffraction

A rigorous analysis of the crystal structure determinations of the five complexes 6, 7, 8, 9a and
10 and the triclinic polymorph 9b (see figure 3), reveals a four-fold coordination around copper
atom with a square planar geometry (see supplementary material, table S1), which is confirmed by
the characteristics of the EPR spectra. However, if we take into consideration the "close contacts"
(26.8 and 33.9% longer than the average Cu-O distances) compound, 6 and 7 can be described as
4+1 (tetragonal pyramid) and 4+2 (octahedron) respectively. In all compounds, the transition metal
resides in a special position, except for the triclinic polymorph 9b where the copper atom resides in
a general position. The curcuminoid ligands adopt a fully extended and almost planar
conformation (see supplementary material, table S2). It is noteworthy that these structural
variations place the methyl substituents on phenols, face to face towards the inner part of the
molecule in complexes 6 and 9b; all pointing outside in complex 6 and two pointing towards the
inner and two pointing towards the outside in complexes 8 and 9a, revealing high conformational
degrees of freedom around the (1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenol) moiety and giving an
approximately overall symmetry Cav for complexes 6, 7, 9b and 10, while for complexes 8 and 9a
the Cisymmetry gives the best description.
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Figure 3. Crystal structures for 6, 7, 8, 9a, 9b and 10 are shown in figure 3 (a), (b), (c), (d), (e) and (f) with
displacement ellipsoids at 30% probability level.

2.5.  Inhibition of lipoperoxidation (LP) in rat brain homogenate

DAC proved to be the only ligand possessing antioxidant potential comparable to curcumin.
The vinyl groups are essential for the antioxidant activity of the curcumin and curcuminoids, as it
can be appreciated by the significant decrease in TBARS inhibitory percentage when going from
DAC to DACHz4 (see Table 4). In this case, when ether groups replace the phenolic groups of
curcumin, a significant decrease in the antioxidant potential is observed. Three copper complexes
6-8 showed increased antioxidant activity on the lipoperoxidation in rat brain homogenate model
[25, 26]. Only copper complex 9 showed a decrease in antioxidant effect respect to its ligand (see
table 4). The metal complexes 7 and 8 showed high antioxidant activity on the lipoperoxidation of
rat brain homogenate model with values similar a-tocopherol (see table 5).

LP is a process initiated and mediated by reactive oxygen species (ROS), hydroxyl (HO),
peroxyl (ROQO"), alkoxyl (RO") and hydroperoxyl (HOO") radicals and it is known that the hydroxyl
radical is an important initiator in lipid peroxidation, while peroxyl and alkoxyl radicals are
intermediates in the propagation phase of lipid peroxidation [27]. The results shown in table 5
suggest that the compounds exert moderate to good inhibition of ROS. The data show that
Inhibitory Concentration-50 (ICs0) of the free ligands DACH4 and DiMeOC are ca. half as large (less
active) than those observed for DACHs+-Cu and DiMeOC-Cu (see table 5), indicating that the
copper complexation leads to higher activity in reducing lipid peroxidation.

Table 4. Lipoperoxidation Screening of ligands and their copper complexes 1-10.

Concentration D. O. nmol/mg Inhibition
Products
(uM) 540 nm prot. (%)
Basal - 0.004 0.169 -
FeSO: - 0.851 11.379 -
Curcu 10 0.000 0.116 98.67
100 0.000 0.116 98.67
10 0.030 0.516 94.66
DAC
100 0.012 0.275 97.16
10 0.022 0.410 95.75
DAC-Cu
100 0.018 0.348 96.40
10 0.313 4.257 55.95
DACH:4
100 0.015 0.308 96.81
10 0.020 0.377 96.16
DACHs+-Cu

100 0.024 0.427 95.65
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Table 5. Inhibition of lipid peroxidation ICso of compounds DAC, DACH, DiMeOC, DAC-Cu, DACH4-Cu and

DiMeOC-Cu.
. TBARS .
Concentration Inhibition IC50
Products
(nmol/m
M) 8 (%) M)
prot.)
Basal - 0.24+0.09 - -
FeSO4+ 100 uM - 9.15+0.32 - -
0.1 6.28+0.18 4.62+0.57
0.32 6.04+0.24 8.26x1.31
o-Tocopherol 1 5.21+0.33* 21.13+2.56*
6.78+2.16
(n=4) 3.16 3.67+0.56** 44.84+6.74**
10 2.72+0.33** 59.00+3.71**
31.62 1.84+0.31** 72.3+£3.87**
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100 1.40+0.36** 79.09+4.79**
0.1 9.68+0.43 4.16+1.97
0.32 9.29+0.67 8.32+1.49
DAC 1 7.78+0.53* 23.19+0.92* 3.21+0.16
3.16 5.22+0.35** 48.46+1.53**
10 1.43+0.08** 85.82+0.60**
0.1 9.08+0.66 10.34+1.48
0.32 8.04+0.70 20.78+2.44
DAC-Cu 1 6.24+0.71** 38.70+3.82** 1.55+0.15
3.16 3.08+0.21%** 69.57+1.56**
10 1.32+0.48** 86.58+5.21**
1.78 8.32+0.31 9.05+1.03
3.16 7.85+0.41* 14.28+1.59*
5.62 7.25+0.36** 20.86+1.48**
DACH:4 10 6.32+0.18** 30.84+0.57** 16.46+0.30
17.78 4.45+0.22** 51.41+0.92**
31.62 0.36+0.06** 96.02+0.57**
56.23 0.14+0.01** 98.39+0.18**
1.78 7.32+0.30** 19.93+2.01**
3.16 6.67+0.34** 27.14+1.30**
5.62 5.89+0.33** 35.74+1.88**
DACHs+-Cu 10 3.28+0.37** 64.27+2.74** 7.93+0.41
17.78 0.28+0.05** 96.90+0.63**
31.62 0.20+0.02** 97.73+0.29**
56.23 0.14+0.007** 98.39+0.03**
17.78 5.51+0.13** 38.66+3.26** 23.01£1.37
DiMeOC
31.62 3.40+0.007** 62.16+1.18**

12 of 162
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56.23 2.67+0.06** 70.33+0.63**
100 2.27+0.09** 74.75+0.92**
177.83 2.08+0.10** 76.91+0.88**
1 8.58+0.28 4.55+4.35
3.16 7.42+0.20** 17.51+2.63**
10 4.28+0.06** 52.41+1.20**
DiMeOC-Cu 9.35+0.34
31.62 3.10+0.12** 65.56+1.49**
100 2.89+0.16** 67.90+1.17**
316.23 2.80+0.23** 68.97+1.99**

Data presented as mean + SEM of three replicates. * P<0.05 and ** P< 0.05 compared to FeSOs.

2.6.  Cytotoxic activity

DiMeOC is the only ligand possessing higher cytotoxicity [28] than curcumin, a noteworthy
fact since the phenolic groups are blocked. A significant decrease in cytotoxic activity occurs when
going from DAC to DACH., indicating the importance of conjugated double bonds in the
heptanoid fragment of curcumin or curcuminoids. In general, a significant decrease in the cytotoxic
activity of the copper complexes 6-10 with respect to their free ligands is observed. Interestingly
compounds 6-10 did not show significant cytotoxic effect against the cell lines tested. Although
there are several reports of cytotoxic or antitumor activity of copper complexes with curcumin, this
effect appears to be related to the presence of free phenolic groups (see table 6) [11, 17, 29].

Table 6. Cytotoxic Screening of ligands and their copper complexes 1 - 10.

% of Inhibition

Products (25 um) U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1

DAC 46.2 77.54 67.8 46.88 41.74 41.74
DAC-Cu 8.6 13.19 19.7 4.16 NC NC
DACH4 22.8 26.08 39.4 31.12 7.16 7.16
DACHs+-Cu NC 31.5 154 3.9 3.0 11.30
DiMeOC 92.6 100 89.4 96.95 100 100
DIMeOC-Cu 31.4 100 75.8 74.5 48.4 48.02
DiBncOC 3.0 10.7 10.9 NC 1.7 6.4

DiBncOC-Cu 6.6 4.1 NC NC NC 7.5
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PhCurcu 47.5 31.2 54.7 25,0 48.7 53.0

PhCurcu-Cu 3.5 NC 4.2 NC NC NC

3. Materials and Methods

All chemicals were available commercially, and the solvents purified by conventional methods
prior to use [30]. Curcumin was obtained from natural source by usual extractive procedures and
purified by crystallization.

3.1. Physical Measurements

Melting points were determined on an Electrothermal Engineering IA9100X1 melting point
apparatus and are uncorrected.

3.2. Spectroscopic determinations

IR absorption spectra were recorded in the range of 4000-230 cm™ as KBr pellets on a BRUKER
Tensor 27 spectrophotometer. 'H and 3C NMR spectra were recorded in dimethyl sulfoxide
(DMSO-ds) on a Bruker Fourier 300 MHz and Varian Unity Inova 500 MHz spectrometer using
TMS as internal reference. The EPR spectra were recorded in DMF at liquid nitrogen temperature
(77 K) on an Electron Paramagnetic Resonance Spectrometer JEOL, JES-TE300, ITC Cryogenic
System, Oxford. Magnetic moments were determined using a Johnson-Matthey magnetic
susceptibility balance type msb model mk II 13094-3002, with the Gouy method at room
temperature. Mass spectra were recorded in a JEOL, SX 102 A spectrometer on Bruker Microflex
equipped with MALDI-Flight time. Single-crystal X-ray diffractions (SCXRD) were obtained in a
Bruker diffractometer, model Smart Apex, equipped with Mo radiation (A= 0.71073A), CCD two-
dimensional detector and low-temperature device. Data collection and data reduction were
performed by APEX and SAINT-Plus programs [31]. These structures were solved by direct
methods using SHELX-2013 software and refined by Full-matrix least-squares procedure on F2
using SHELX-2008 program [32].

3.3. Inhibition of lipid peroxidation on rat brain
3.3.1. Animals.

Adult male Wistar rats (200-250g) were provided by Instituto de Fisiologia Celular,
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM). Procedures and care of animals were
conducted in conformity with the Mexican Official Norm for Animal Care and Handling NOM-
062-ZO0-1999. They were maintained at 23 + 2°C on a 12/12 h light-dark cycle with ad libitum
access to food and water.

3.3.2. Rat Brain Homogenate Preparation.

Animal sacrifice was carried out avoiding unnecessary pain. Rats were sacrificed with CO:. The
cerebral tissue (whole brain), was rapidly dissected and homogenized in phosphate-buffered saline
(PBS) solution (0.2 g of KCI, 0.2 g of KH2POs, 8 g of NaCl, and 2.16 g of NaHPO4.-H20/L, pH
adjusted to 7.4) as described elsewhere [33, 34] to produce a 1/10 (w/v) homogenate. The
homogenate was centrifuged at 800 rcf (relative centrifugal field) for 10 min. The supernatant
protein content was measured using Folin and Ciocalteu’s phenol reagent [35] and adjusted with
PBS at 2.666 mg of protein/mL.
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3.3.3. Induction of lipid peroxidation and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) quantification.

As an index of lipid peroxidation, TBARS levels were measured using rat brain homogenates
according to the method described by Ng and co-workers [36], with some modifications.
Supernatant (375 pL) was added with 50 pL of 20 uM EDTA and 25 pL of each sample
concentration dissolved in DMSO (25 uL of DMSO for the control group) and incubated at 37 °C for
30 min. Lipid peroxidation was started adding 50 uL of freshly prepared 100 uM FeSOs solution
(final concentration 10 uM) and incubated at 37 °C for 1h. TBARS measurements were obtained as
described by Ohkawa and co-workers [37], with some modifications. 500 uL of TBA reagent (0.5%
2-thiobarbituric acid in 0.05 N NaOH and 30% trichloroacetic acid, in 1:1 ratio) was added to each
tube and the final suspension cooled on ice for 10 min, centrifuged at 13,400 rcf for 5 min and
heated at 80 °C in a water bath for 30 min. After cooling at room temperature, the absorbance of 200
uL of supernatant was measured at A=540 nm in a Microplate Reader Synergy/HT BIOTEK
Instrument, Inc., Winooski, VT, USA. The concentration of TBARS was calculated by interpolation
on a standard curve of tetra-methoxypropane (TMP) as a precursor of MDA [37]. Results are
expressed as n moles of TBARS per mg of protein. The inhibition ratio (IR [%]) was calculated using
the formula IR = (C - E) x100/C, where C is the control absorbance, and E is the sample absorbance.
Butylated hydroxytoluene (BHT) and a—tocopherol were used as positive standards. All data are
presented as mean + standard error (SEM). Data were analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Dunnett’s test for comparison against control. Values of p <0.05 (*) and p <
0.01 (**) were considered statistically significant.

3.4. Citotoxic activity in human tumor cells

Citotoxicity of all compounds was tested against six cancer cell lines: U251 (human
glioblastoma cell line), PC-3 (human caucasian prostate adenocarcinoma), K562 (human caucasian
chronic myelogenous leukaemia), HCT-15 (human colon adenocarcinoma), MCF-7 (human
mammary adenocarcinoma) and SKLU-1 (human lung adenocarcinoma). Cell lines were supplied
U.S. National Cancer Institute (NCI). The cell lines were cultured in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mL -glutamine, 10,000 units/mL penicillin G sodium,
10,000 ug/mL streptomycin sulfate, 25 pug/mL amphotericin B (Invitrogen/Gibco™, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA), and 1% non-essential amino acids (Gibco). They were maintained
at 37°C in a humidified atmosphere with 5% COz. The viability of the cells used in the experiments
exceeded 95% as determined with trypan blue. The human tumor cytotoxicity was determined
using the protein-binding dye sulforhodamine B (SRB) in microculture assay to measure cell
growth, as described in the protocols established by the NCI [38-40].

3.5. Synthesis of compounds

General synthetic procedure for DAC 1, DACH: 2, DiMeOC 3, DiBncOC 4, DAC-Cu 6, DACHs-
Cu 7, DiMeOC-Cu 8 and DiBncOC-Cu 9 is shown in scheme 1.
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Scheme 1. Synthetic route of curcuminoids and their complexes.

Compound 1. 4 g of curcumin in 70 mL of dichloromethane (CH2CL) were reacted with 2.6 mL
of pyridine (Py) and 1.6 mL of acetic anhydride (Ac20) at room temperature for approximately 3
hours. Follow up was done by TLC. Removal of solvent from the reaction was done under reduced
pressure, and the product was extracted three times with ethyl acetate (AcOEt)-water (H20) in a 3:7
proportion of until pyridine was eliminated from the organic phase. The product recrystallized in
AcOEt (1) with 70.1% yield. 'H NMR (600 MHz DMSO-ds): 6 2.28 (s, 6H), 3.85 (s, 6H), 6.20 (s, 1H), 6.99
(d, 2Huviny, J 15.9 Hz), 7.16 (d, 2Hary, ] 8.1 Hz), 7.33 (dd, 2Hary, J 8.2; 1.9 Hz), 7.52 (d, 2Hary, ] 2 Hz), 7.66
(d, 2Huiny, J 15.9 Hz), 16.1 (br s, 1H,) ppm, 3C NMR (®C {*H} 150 MHz, DMSO-ds): 5 20.17 (C-H),
55.72 (C-H), 101.62 (C-H), 111.93 (Cary), 121.27 (Caryt), 123.23 (Cary1), 124.58 (Cuiny1), 133.59 (Cary1), 139.77
(Cuinyt), 140.93 (Caryt), 151.11(Cary1), 168.30 (C=0), 183.10 (C=0) ppm, IR 1755 cm!, 1596 cm!, 1506 cm,
1295 cm, 1154 cm, 619 cm, MS: M+ 453.15; yellow crystals, m.p. 170.5 °C.

Compound 2. 3.8 g of DAC dissolved in 60 mL of AcOEt was reacted in hydrogen atmosphere
with 380 mg of Pd/C-10%. The reaction mixture was stirred at room temperature until disappearance
of the starting material was complete followed by TLC. The completion of reaction was achieved after
4 hours and the reaction was filtered-off through celite; the solvent removed in vacuo. The product
was purified by SiOz column chromatography eluting with a 7:3 hexane-AcOEt solvent mixture and
the product was dried under high vacuum (2), 80.4 % yield. tH NMR (500 MHz DMSO-ds): § 2.23 (s,
12H), 2.65 (t, 4Haiip, ] 7.86 Hz), 2.78 (m, 4Haiipn), 2.85 (t, 8Haiipn, ] 7.02 Hz), 3.92 (d, 14H), 5.78 (s, 1H),
6.76 (dd, 2Hary, J 8.09; 1.83 Hz), 6.79 (dd, 2Hary, J 8.09; 1.83 Hz), 6.93 (s, 1Hary1), 6.95 (d, 2Hary, ] 2.44 Hz),
6.96 (m, 3Huviny, Hz), 7.00 (d, 2Hary, J 1.83 Hz), 15.51 (br s, 1H,) ppm. C NMR (®C {H} 125 MHz,
DMSO- ds): & 20.17 (C-H), 29.03 (Caiiph), 31.02 (Caiiph), 39.44 (Catiph), 39.50 (Caiiph), 44.72 (Caiiph), 56.19 (C-
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H), 56.65 (Caiiph), 100.11 (C-H), 113.25 (Cary1), 113.32 (Caryl), 120.49 (Caryt), 120.54 (Cary) 122.90 (Cary1),
122.94 (Caryt), 137.91 (Cuvinyt), 138.03 (Cary1), 140.05 (Cvinyt), 140.35 (Cary1), 151.02 (Caryt), 169.07 (C=0O), 193.57
(C=0), 204.87 (C=0) ppm, IR 2974 cm', 2939 cm!, 2841 cm!, 1795 cm!, 1757 cm?, 1597 cm?, 1510 cm”,
1271 cm?, 1188 ecm, 599 cm, 526 cm-l, 469 cm!, MS: M+ 455.85; white solid, m.p. 68.3 °C.

Compound 3. 4 g of curcumin in 120 mL of anhydrous acetone were reacted with 0.75 g of
potassium carbonate (K2COs) and 1.2 mL of dimethyl sulfate (SO2(OCHs)2) and refluxed with stirring
for 48 hours until disappearance of the starting material. The solvent was removed under reduced
pressure and the product was extracted with a 3:7 mixture of ethyl acetate AcOEt-water (H20) and
NaOH 10% until SO2(OCHs). was removed from the organic phase. The product was purified by SiO2
column chromatography eluting with a 5:4.5:0.5 mixture of hexane-CH:Cl>-MeOH and the product
was dried under high vacuum (3), 63.2 % yield. The product was recrystallized in MeOH, 65.4 %
yield. 'TH NMR (500 MHz DMSO-ds): 6 3.89 (s, 6H,) 3.91 (s, 6H), 5.80 (s, 1H), 6.47 (d, 2Huiny, ] 15.76 Hz),
6.85 (d, 2Hary;, ] 8.34 Hz), 7.11 (dd, 2Hary, ] 8.33; 2.00 Hz), 7.05 (d, 2Hary, ] 2.02 Hz), 7.58 (d, 2Hviny, ]
15.80 Hz), 16.27 (br's, 1H,) ppm. 3C NMR (3C {'H} 125 MHz, DMSO-ds): 5 60.74 (C-H), 106.16 (C-H),
115.64 (Caryt), 116.84 (Caryt), 127.20 (Caryt), 128.07 (Caryt), 132.73 (Cuinyt), 145.57 (Caryt), 154.19 (Cary1), 156.14
(Cary), 188.37 (C=0O) ppm, IR 3005 cm, 2926 cm, 2831 cm, 1624 cm, 1583 cm, 1504 cm, 1134 cm?,
802 cm!, 607 cm?, 559 cm, 544 cml, 469 cml, MS: M+ 396.77; orange crystals, m.p. 133.5 °C.

Compound 4. 4 g of curcumin in 120 mL of anhydrous acetone were reacted with 0.75 g of
K2COs and 2.6 mL of benzyl bromide (BnBr) at reflux for approximately 30 hours until the
disappearance of the starting material by TLC. The reaction solvent was removed under reduce
pressure. The product was purified by SiOz column chromatography eluting with a 7:3 hexane-AcOEt
solvent mixture. The product was crystallized in AcOEt, 58.7 % yield. 'H NMR (500 MHz DMSO-ds):
8 3.84 (s, 6H,) 5.14 (s, 4H), 6.11 (s, H), 6.84 (d, 2Huiny, | 15.79 Hz), 7.09 (d, 2Hawy, | 8.47 Hz), 7.25 (dd,
2Huiny, [ 8.37; 2.00 Hz), 7.34 (t, 2Hary, ] 7.22 Hz), 7.38 (d, 2Hary, ] 1.94 Hz), 7.40 (t, 4Hary, ] 7.36 Hz), 7.45
(dd, 4Hary, ] 7.49; 2.19 Hz), 7.59 (d, 2Hary, ] 15.76 Hz), 16.30 (br s, 1H). 3C NMR (©C {*H} 125 MHz,
DMSO-de): 8 55.65 (C-H), 69.83 (C-H), 101.06 (C-H), 110.80 (Cary), 113.24 (Cary), 122.18 (Cary), 122.70
(Caryt), 127.81 (Cuinyt), 128.40 (Cary), 136.71 (Cuinyt), 140.33 (Cary1), 149.30 (Cary1), 149.91 (Caryr), 183.17 (C=0)
ppm, IR 3061 cm, 2922 cm, 2856 cm!, 1726 cm™, 1628 cm?, 1585 cm?, 1510 cm?, 1126 cm?, 970 cm,
739 cm, 696 cm!, 486 cm!, 459 cm!, MS: M+ 548.96; yellow crystals, m.p. 159.1 °C.

Compound 5. PhCurcu was prepared in accordance with a previously reported synthetic
method [41], 56.7% yield. 'H NMR (500 MHz DMSO-ds): 6 6.21 (s, 1H), 6.96 (d, 2Huiny, | 15.97 Hz), 7.45
(m, 6H), 7.67 (d, 2Hviny, ] 15.92 Hz), 7.73 (dd, 4Hary, | 7.67; 1.69 Hz), 16.11 (br s, 1H) ppm, yellow
crystals, m.p. 140.5 °C.

Compound 6. Immol of DAC was dissolved in 30 mL of a 7:3 mixture of ethyl acetate-methanol.
Then a solution of copper acetate in MeOH and H:0 (0.5 mmol) was added dropwise. After 2h of
stirring at room temperature, a brown powder was formed, which was filtered and crystallized with
DMSO, 86.9% yield. 'H NMR (500 MHz DMSO-ds): 8 2.27 (s, 6H), 3.85 (s, 6H), 6.26 (br s, 1H), 6.81 (br
s, 4H), 7.16 (br s, 1H), 7.34 (br s, 2H), 7.52 (br s, 1H), 7.66 (br s, 1H) ppm, IR 2975 cm, 2941 cm™, 1752
cml, 1592 cm?, 1514 ecm?, 1412 cm, 1299 cm?, 1156 cm?, 604 cmt, 484 cm?, brown powder, m.p. 242.5
°C.

Compound 7. Immol of DACHs was dissolved in 25 mL of a 7:3 mixture of ethyl acetate-
methanol and 0.5 mmol of a MeOH/H:O solution of copper acetate was added slowly. After stirring
at room temperature for 2h of, a blue powder was formed, which was filtered and crystallized in
DMF/CH:CN, 86 % yield. 'TH NMR (500 MHz DMSO-ds): & 4.01 (br s, 6H), 6.40 (br s, 2H), 7.05 (br s,
2H) ppm, IR 3020 cm, 2960 cm!, 2926 cm?, 2870 cm?, 1759 cm?, 1734 cm!, 1574 cm?, 1508 cm!, 1196
cm, 1032 cm?, 550 cm?, 515 cm, 469 cm!, MS: M+ 973.27; blue powder, m.p. 165.8 °C.
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Compound 8. Immol of DiMeOC was dissolved in 30 mL of a 7:3 mixture of ethyl acetate-
methanol and 0.5 mmol of a MeOH/H:0 solution of copper acetate was added dropwise. After
stirring for 2h at room temperature, a dark brown powder was formed, which was filtered and
crystallized in DMSO, 93.2 % yield. 'H NMR (500 MHz DMSO-ds): & 4.01 (br s, 6), 6.93 (br s, 5SH) ppm,
IR 2995 cm-, 2966 cm!, 2931 cm-!, 2843 cmt, 1630 cm-!, 1580 cm-!, 1500 cmt, 1421 cm-!, 1132 cm?, 1014
cm, 968 cm!, 469 cm!, MS: M+ 856.258; dark brown powder, m.p. 258.4 °C.

Compound 9. Immol of DiBncOC was dissolved in a mixture of 50 ml tetrahydrofuran (THF),
later a solution of copper acetate in MeOH and H>O (0.5 mmol) was added slowly. After stirring at
room temperature for 2h, a brown powder was formed, which was filtered off and recrystallized
from DMF, 85.7 % yield. 'H NMR (500 MHz DMSO-ds):  3.86 (br s, 6H), 5.01 (br s, 5H), 6.84 (br s, 6H),
7.35 (br s, 13H) ppm, IR 3030 cm™, 3001 cm, 2936 cm!, 1622 cm!, 1502 cm, 1132 cm!, 696 cm!, 498
cm, 469 cm!, MS: M+ 1159.476; brown powder, m.p. 182.5 °C.

Compound 10. Immol of PhCurcu was dissolved in 30 mL of a 7:3 ethyl acetate-methanol
mixture and 0.5 mmol of copper acetate in a MeO/H:0O solution was added slowly. After stirring for
2h of at room temperature, a brown powder was formed and was filtered and crystallized in DMF,
96.3 % yield. 'TH NMR (500 MHz DMSO-ds): 6 6.91 (d, 1Hviny, ] 15.97 Hz), 7.14 (br s, 4H), 7.45 (d, 4Hary,
] 5.93 Hz), 7.66 (d, 7Hviny, | 19.32 Hz), IR 3023 cm-, 1673 cm-, 1620 cm-!, 1572 cm-!, 1070 cm-!, 641 cm-,
590 cm, 510 cm, 420 cm?, MS: M+ 698.99; brown powder, m.p. 275.3 °C.

4. Conclusions

The synthesis of 5 (compound 9 has two polymorphs) new homoleptic copper complexes was
achieved with 5 different curcuminoid ligands and their crystal structures reveal a four-fold
coordination with square planar geometry. The copper ion did not increase the cytotoxic properties
of the complexes with respect to free ligands but instead, high antioxidant activity for compounds
DAC-Cu, DACHs-Cu and DiMeOC-Cu was found. In our results, the presence of free phenolic
groups in curcumin derivatives might not be taken as the sole criterion for antioxidant or cytotoxic
activity. From the pharmacological point of view, dealing with molecular species only composed
by the curcuminoid and the metal atom, thus avoiding the presence of a molecular stabilizer or
“spectator”, might be considered advantageous. Moreover, the synthesis of homoleptic copper
complexes of curcuminoids achieved in the present work demonstrates a feasible approach for the
preparation of new homoleptic complexes of curcuminoids comprising different ligands and
metals.

Supplementary Materials: CCDC-1882893, CCDC-1882894, CCDC-1882895, CCDC-1882896, CCDC-1882897
and CCDC-1882898 contain the supplementary crystallographic data for this paper. These data can be
obtained free of charge via www.ccdc.cam.ac.uk/cgi-bin/catreq.cgi, by e-mailing data_request@ccdc.cam.ac.uk,
or by contacting: The Cambridge Crystallographic Data Centre, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK, fax;
+44(0) 1223-336033.

The following files are available online at www.mdpi.com/xxx/s1.
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