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Resumen

Las Casiopeinas son un grupo de compuestos quelatos mixtos de cobre(ll) con actividad
antineoplasica, su formula general es [Cu(N-N)(L-L)]*, donde el ligante primario, N-N, es una
diimina aromatica, como fenantrolinas o bipiridinas y el ligante secundario L-L que varia de

acuerdo a la generacion de las Casiopeinas.

A la especie de Cu'" coordinada con la diimina aromatica se le ha denominado como el grupo
farmacoforo, mientras que el ligante secundario sirve para modula las propiedades del compuesto,

como el potencial de media onda o la lipofilicidad.

Actualmente existen cuatro generaciones de Casiopeinas, las primeras tres se caracterizan por
usar ligantes secundarios bidentados que pueden ser moléculas ani6nicas de carga -1, ligantes
neutros o moléculas que por si solas presentan actividad bioldgica. A diferencia de las demas
generaciones de Casiopeinas, la cuarta generacién se identifica por usar ligantes secundarios
tridentados tipo hemi-salen (NNO), que cambia el nimero de coordinacion y la geometria del
centro metélico que podra influir en la actividad biol6gica y en el mecanismo de accion de estas

nuevas moléculas.

Las Casiopeinas con ligantes secundarios tridentados NNO tipo hemi-salen, son las moléculas
menos estudiadas por nuestro grupo de investigacion y se desconoce el comportamiento que
presentaran frente a lineas tumorales y si este tipo de moléculas presenta actividad, se desconoce

si el mecanismo de accion serd igual o similar al de las Casiopeinas de primera generacion.

Por lo anterior, en este trabajo se presenta la sintesis y caracterizacion (IR, UV-Vis, RPE,
difraccion de rayos X y voltamperometria ciclica) de dos familias de compuestos de coordinacion
de cobre(ll). La primera familia contiene s6lo un ligante asimétrico tridentado tipo hemi-salen
(NNO) cuya formula general es [Cu(NNO)(NO3)]. El ligante tridentado NNO contiene un
fenolato simple o un sustituyente naftil (aromaticidad extendida) y el puente de metilenos que une
a los atomos de nitrégeno, puede ser de dos, tres o cuatro metilenos; y también se sintetizaron los

derivados hidrogenados (reduccion del enlace imina C=N).

La segunda familia, correspondiente a las Casiopeinas de cuarta generacion, con férmula general
[Cu(N-N)(NNO)]*, corresponde a los derivados mixtos de la primera familia de compuestos,
coordinados con un ligante diimina N-N, que pueden ser 4,4"-dimetil-2,2"-bipiridina (dmbpy) o

1,10-fenantrolina (phen).

Con la finalidad de estudiar el comportamiento de estas nuevas moléculas, se explord la actividad
citotoxica en las lineas celulares cancerosas HeLa y MB-MDA-231 (cancer cervicouterino y
cancer de pecho) mediante el ensayo de MTT calculando los valores de la Clso (concentracion

inhibitoria media), resultando que todos los compuestos presentan actividad bioldgica y que los
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derivados mixtos son los méas activos, como se esperaba. De igual forma, se encontrd que los
cambios estructurales en el ligante secundario como la hidrogenacién de la base de Schiff, el
sustituyente naftil y la extension de la cadena de metilenos incrementan la actividad bioldgica de

los compuestos.

Para determinar las propiedades de que mas influyen en la actividad antineoplésica de las nuevas
moléculas, se analizaron los datos de Clso junto con las caracteristicas de la estructura del ligante
y las propiedades redox de los complejos para obtener la relacion estructura-actividad, la cual
revel6 que las especies menos oxidantes con un mayor ndmero de anillos aromaticos conjugados
en los ligantes y con una mayor lipofilicidad (mayor LogPo=), son las que presentan mayor

citotoxicidad.

Debido a lo encontrado en la relacién estructura-actividad, se estudiaron las interacciones con
ADN mediante las técnicas de espectroscopia electronica y electroforesis en gel. Los resultados
obtenidos mediante espectroscopia de absorcion mostraron que los complejos pueden interactuar
a través de los surcos, intercalarse y formar aductos con el ADN, y el estudio de electroforesis en
gel con el plasmido pBR322 mostrd que los compuestos pueden producir cambios en la forma del

plasmido y que algunos complejos pueden romper el ADN en presencia de H2O-.

Por lo tanto, los resultados obtenidos nos llevaron a proponer que el mecanismo de accién de los
complejos de cobre(ll) sintetizados implica la produccién de especies reactivas de oxigeno e

interacciones con el ADN, similar las Casiopeinas de primera generacion.
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Abstract

Casiopeinas are a group of mixed copper(ll) chelate compounds with antineoplastic activity, their
general formula is [Cu(N-N)(L-L)]*, where the primary ligand, N-N, is an aromatic diimine, such
as phenanthrolines or bipyridines; and the secondary ligand, L-L, that varies according to the

generation of Casiopeinas.

The species of Cu' coordinated with the aromatic diimine has been named as the pharmacophore
group, while the secondary ligand can modulate properties of the compound, such as half-wave

potential or lipophilicity.

Currently, there are four generations of Casiopeinas, the first three are characterized by using a
bidentate secondary ligands that can be an anionic molecules with -1 charge, neutral ligands or
molecules that by themselves present biological activity. Unlike the other generations of
Casiopeinas, the fourth generation is identified by using hemi-salen type tridentate secondary
ligands (NNO), which changes the coordination number and the geometry of the metal center that

may influence the biological activity and the mechanism of action of these new molecules.

Casiopeinas with hemi-salen type tridentate secondary ligands are the least studied molecules by
our research group, and their behavior that they will present against tumor cells is unknown, since
the coordination number and the geometry of the complexes change, and if this type of molecules
present activity, it is unknown if the mechanism of action will be the same or similar to the first

generation Casiopeinas.

Therefore, in this work is presented the synthesis and characterization (IR, UV-Vis, EPR, X-ray
diffraction and cyclic voltammetry) of two families of copper(ll) coordination compounds. The
first family contains only one hemi-salen (NNO) tridentate asymmetric ligand whose general
formula is [Cu(NNO)(NO3)]. The NNO tridentate ligand contains a simple phenolate or one
naphthyl substituent (extended aromaticity) and the methylene linker that joins the nitrogen
atoms, can be two, three or four methylenes; and the hydrogenated derivatives (reduction of the

C=N imine bond) were also synthesized.

The second family, corresponding to the fourth generation Casiopeinas, with the general formula
[Cu(N-N)(NNO)]*, corresponds to the mixed derivatives of the first family of compounds,
coordinated to a diimine ligand (N-N), which can be 4,4"-dimethyl-2,2"-bipyridine (dmbpy) or
1,10-phenanthroline (phen).

In order to study the behavior of these new molecules, the cytotoxic activity in cancer cell lines,
HelLa and MB-MDA-231 (cervical cancer and breast cancer), was explored using the MTT assay,
calculating the half maximal inhibitory concentration values (ICso), resulting that all the compounds

present biological activity and that the mixed derivatives are the most active, as we expected.

14



Similarly, it was found that the structural changes in the secondary ligand such as hydrogenation
of the Schiff base, the naphthyl substituent and the extension of the methylene chain, increase the

biological activity of the compounds.

To determine the properties that most influence the antineoplastic activity of the new molecules,
the ICso data were analyzed based on the characteristics of the ligand structure and the redox
properties of the complexes to obtain a structure-activity relationship, which revealed that the less
oxidizing species, with a greater number of conjugated aromatic rings in the ligands and with

greater lipophilicity (greater LogP./), are those with superior cytotoxicity.

Due to what was found in the structure-activity relationship, interactions with DNA were studied
using electronic spectroscopy and gel electrophoresis techniques. The results obtained by
absorption spectroscopy showed that the complexes can interact through the grooves, intercalate
and form adducts with the DNA, and gel electrophoresis studies with the plasmid pBR322 showed
that the compounds can produce changes in the shape of the plasmid and that some complexes

can cleavage DNA in the presence of H20..

Therefore, the results obtained led us to propose that the mechanism of action of these copper(Il)
complexes involves the production of reactive oxygen species and interactions with DNA similar

to first generation of Casiopeinas.
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1. Introduccidn
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1.1 Cancer

Cancer es el nombre que se le da a un conjunto de enfermedades en donde las células sufren un
proceso de diseminacion y crecimiento descontrolado. La carcinogénesis es el nombre que se le
da a la transformacion de una célula sana en una cancerosa, ese proceso ocurre cuando el ADN
presenta mutaciones que impiden el proceso normal de division celular. El cuerpo humano esta
formado por trillones de células, por lo que el cancer puede comenzar en cualquier parte del
cuerpo. Las células sanas crecen y se proliferan para formar mas células sanas y cuando éstas
envejecen o presentan algun dafio, mueren y son reemplazadas por células nuevas y sanas. No
obstante, en las células cancerosas, este proceso se descontrola, las células viejas o con dafios

pueden sobrevivir y continuar proliferandose sin interrupcion®2.

La constante proliferacion puede generar que las células forman grandes masas llamadas tumores
(aunque el cancer de sangre, como la leucemia, no forma tumores sélidos). Los tumores formados
por células cancerosas pueden ser malignos y se pueden extender e invadir drganos o tejidos
circundantes o incluso provocar metastasis al desprenderse y migrar a lugares distantes del cuerpo
a través de la circulacion sanguinea o del sistema linfatico, lo que puede generar la formacion de
nuevos tumores lejos del tumor original. Los tumores benignos, a diferencia de los malignos, no
se extiende a otros tejidos y no los invaden, pueden extirparse y generalmente no crecen de

nuevo®2.

Las mutaciones gue ocurren en los genes que intervienen en el ciclo celular pueden ocurrir a lo
largo de la vida de un ser vivo, sin embargo, muchos tipos de cancer se podrian prevenir evitando
la exposicion a factores de riesgo comunes como el tabaco, el consumo de bebidas alcoholicas, el
consumo de hormonas, la exposicion a la luz solar, el contacto con sustancias quimicas que causen
mutaciones, etc. Ademas, un porcentaje importante de canceres pueden curarse mediante cirugia,

radioterapia o quimioterapia, especialmente si se detectan en una fase temprana?.

1.1.1 Tratamientos

Hoy en dia existen diversos tratamientos para el cancer, éste dependeré de cada paciente, el tipo
de cancer y el nivel en el que éste se encuentre. Las personas usualmente reciben Gnicamente un
tipo de tratamiento, sin embargo, es muy comin gue estos se puedan combinar para obtener
mejores resultados. Entre los mas usados se encuentran la cirugia, la radiacion y la quimioterapia,
no obstante, se han desarrollado nuevos tratamientos dando a los pacientes nuevas opciones como
inmunoterapia, terapia dirigida, terapia hormonal, trasplante de células madre o medicina de

presion. A continuacion, se dara una breve descripcion de los tratamientos mencionados?.
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Cirugia: La cirugia es un procedimiento en donde se remueve un tumor canceroso del cuerpo.
Sirve para tratar canceres s6lidos y se busca extirpar todo el tumor que esté contenido en un area
especifica. También se puede remover sélo una parte del tumor, por ejemplo, cuando compromete
algun 6rgano, lo cual permite disminuir su volumen y después tratar de eliminarlo con ayuda de

otra terapia®.

Radiacion: En la radioterapia se usan altas dosis de radiacion para destruir células cancerosas y
reducir el tamafio de los tumores al aplicar altas dosis de radiacion, se pueden matar células
cancerosas, ademas de células sanas, o ralentizar su crecimiento (efecto citotoxico o citostatico),
al generar dafio al ADN. Al generar un dafio irreparable al ADN las células dejan de proliferar o

mueren.

El efecto de la radio terapia no se observa inmediatamente, se tiene que esperar dias 0 semanas
para que la acumulacion del dafio al ADN tenga un efecto en la supervivencia de las células, y

una vez que esto sucede, las células cancerosas siguen muriendo durante semanas o0 meses?.

Quimioterapia: En la quimioterapia se utilizan medicamentos para destruir a las células
cancerosas. Actla retardando o inhibiendo la proliferacion de las células cancerosas que crecen y
se dividen mas rapido que las células sanas. Al igual que la radioterapia, la quimioterapia genera
efectos secundarios, ya que los medicamentos no sélo atacan a las células cancerosas, también
pueden dafiar a las células sanas. Se ha observado que con frecuencia dafian las células que
recubren la boca, los intestinos y también las que estan involucradas en el crecimiento del cabello.
Los efectos secundarios dependen del tipo de cancer y del medicamento usado para su

tratamiento?.

Uno de los farmacos de origen inorgéanico utilizados en quimioterapia es el cisplatino,

principalmente se ha empleado para tratar el cancer de testiculo y ovario®.

Inmunoterapia: En la inmunoterapia se ayuda al sistema inmunoldgico a combatir el cancer?.
Puede ayudar o reforzar al sistema inmunitario utilizando sustancias producidas por el cuerpo o

en un laboratorio para ayudar al cuerpo a encontrar y destruir las células cancerosas.

La inmunoterapia detiene o realenta el crecimiento de las células cancerosas, previene que se
diseminen a otras partes del cuerpo e impulsa al sistema inmunoldgico a deshacerse de las células

cancerosas.

Terapia dirigida: La terapia dirigida es un tipo de tratamiento del cAncer que se enfoca en inhibir
los cambios en las células cancerosas que las ayudan a crecer, dividirse y diseminarse!. La
mayoria de las terapias dirigidas ayudan a tratar el cancer al interferir con las proteinas especificas

que promueven el crecimiento y la diseminacion de los tumores en el cuerpo utilizando farmacos
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dirigidos a genes y proteinas especificos que ayudan a las células cancerosas a sobrevivir y crecer.
La terapia dirigida puede afectar las condiciones del tejido en el que se desarrollan las células
cancerosas o puede dirigirse a las células relacionadas con el crecimiento del cancer, como las

células de los vasos sanguineos.

Terapia hormonal: Algunos tipos de cancer usan las hormonas naturales del cuerpo para
estimular su crecimiento. La terapia hormonal se utiliza principalmente para tratar tipos de cancer
gue dependen de las hormonas para crecer, el medicamente utilizado fluye por el cuerpo para
eliminar, bloquear o agrega hormonas especificas al cuerpo. La terapia hormonal principalmente
se usa para tratar cancer de seno y de prostata y se puede usar junto con otros tratamientos. La
terapia puede hacer que la posibilidad de que el cancer regrese disminuya o que su proliferacién

se detenga o sea mas lenta?.

1.1.2 Medicamentos Empleados en Quimioterapia

Como se menciond anteriormente, los medicamentos que se ocupan en quimioterapia interfieren
con el ciclo celular destruyendo células cancerosas y evitando que se produzcan mas. Varios
medicamentos utilizan diferentes métodos para interrumpir el ciclo celular y combatir el cancer,

y son agrupados seglin su composicion y como destruyen las células cancerosas®#:

Agentes alquilantes: Actlan directamente sobre el ADN, interfieren en la formacion o unién de
las dobles hebras del ADN al transferir un grupo alquilo a la base guanidina en el ADN,
provocando entrecruzamiento en las cadenas del ADN. El apareamiento anormal de las bases
nitrogenadas o la ruptura de las cadenas del ADN impiden que la célula se divida. Los agentes
alquilantes interactdan con el ADN celular y forman aductos covalentes, lo que subyace a su
utilidad mas amplia.

Entre los agentes alquilantes mas comunes estan el clorambucilo, ciclofosfamida, tiotepa,
busulfan, medicamentos de platino, como el cisplatino, carboplatino y oxaliplatino, por mencional

algunos®>®.

Antimetabolitos: Compiten, inhiben o reemplazan metabolitos especificos dentro que la célula,
alterando la funcién de las enzimas requeridas para el metabolismo celular y la sintesis de
proteinas. En otras palabras, imitan los nutrientes que la célula necesita para crecer, engafiando a
la célula para que los consuma, por lo que eventualmente muere.

Los ejemplos de antimetabolitos mas comunes incluyen antagonistas de purina, antagonistas de

pirimidina y antagonistas de folato®®.
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Inhibidores de la topoisomerasa: Los inhibidores de la topoisomerasa evitan que la enzima
topoisomerasa permita que el ADN se copie a si mismo evitando que las células cancerosas se
multipliquen. Dentro de los inhibidores de la topoisomerasa encontramos al etop6sido, irinotecan,

tenipésido, entre otros®.

Inhibidores mitoticos: Los alcaloides vegetales son agentes antitumorales derivados de las
plantas. Actlan blogueando la capacidad de una célula cancerosa para dividirse. La forma en la
gue inhiben la proliferacion celular varia de acuerdo al farmaco.

Ejemplos de alcaloides de plantas usados en quimioterapia son actinomicina D, doxorrubicina y

mitomicina®>.

Antibioticos antitumorales: ActGan uniéndose al ADN e impiden la sintesis del ARN (&cido
ribonucleico), necesario para la sintesis de proteinas en las células. No son lo mismo que los
antibidticos que se usan para tratar infecciones bacterianas, estos medicamentos hacen que las
hebras del material genético que componen al ADN se desenrollen, impidiendo asi que la célula
se reproduzca. La doxorrubicina, la mitoxantrona y la bleomicina son algunos ejemplos de

antibioticos antitumorales®>.

1.1.3 Moléculas de Platino Usadas en Quimioterapia

El cis-diamin-dicloroplatino(ll) o mejor conocido como cisplatino (Figura 1), es un farmaco que
se utiliza para el tratamiento del cancer. Fue sintetizado por primera vez por Peyrone en 18445,
Consta de un centro metalico de platino(ll) con una geometria plana cuadrada coordinado a dos

cloros y dos grupos amino en posicion cis.

HsN.Cl

PAN
H3N o

Figura 1. Cisplatino

Sus propiedades terapéuticas fueron descubiertas por Rosenberg y colaboradores en los afios
1960s, pero hasta el afio 1978 fue aceptado por la FDA como el primer metalofarmaco
antineoplasico’. Cuando se demostro su eficacia en el tratamiento de cancer de testiculo y ovario
su uso produjo un cambio sustancial en los porcentajes de supervivencia en los afectados. Sin

embargo, durante la terapia el paciente sufre efectos secundarios ya que el cisplatino es muy
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toxico y puede llegar a producir nefrotoxicidad, neurotoxicidad y desérdenes gastricos, limitando

asi la dosis que puede emplearse®.

El cisplatino ejerce actividad anticancerosa a través de multiples mecanismos, pero el mecanismo
mas estudiado implica la formacion de aductos con en el ADN. EI mecanismo de accidn propuesto
para el cisplatino depende de que los cloruros se intercambien por moléculas de agua dentro de
las células debido a la concentracion variable de ion CI-. La nueva especie, [Pt(NH3)2(H20)2]%*,
se une covalentemente al ADN, especificamente al N-7 de la guanina (G) o de la adenina (A) en
la secuencia de los dinucle6tidos GG y AG, formando enlaces entrecruzados con el ADN, como

se muestra en la Figura 2°,

Figura 2. Aducto formado entre la especie de platino al N-7 de la guanina®.

Al cisplatino se le considera un agente alquilante bifuncional, puesto que se une covalentemente
en dos sitios del ADN para formar enlaces entrecruzados, ya sea intracatenarios o intercatenarios®-
°, Tales aductos conducen a la detencion de la replicacion, inhibicion del ciclo celular, inhibicién

de la reparacion del ADN y finalmente a la muerte celular®.

Por un lado, el éxito y las limitaciones debidas a la toxicidad del cisplatino han inspirado la sintesis
de nuevos compuestos inorganicos que puedan presentar interacciones con el ADN, que sean mas
solubles en agua, menos toxicos, pero mas activos y eficientes hacia distintos tumores. Las
primeras modificaciones incluyeron complejos de Pt(Il) analogos al cisplatino, que presentaban
una geometria de plana cuadrada con formula general [PtX2(NH2R)2] donde NHzR es una amina

inerte y X es un grupo saliente i6nico, denominados “segunda generacion”(Figura 3)01,
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Figura 3. Segunda generacion de compuestos antitumorales de platino®1t,

La segunda generacién de compuestos de platino incluye moléculas como oxaliplatino y
carboplatino!®!! (Figura 3), aprobados por la FDA como farmacos y algunos otros como el
nedaplatino, lobaplatino, heptaplatino, y satraplatino, que se encuentra aprobados actualmente

para sus ensayos clinicos en EUA,

El carboplatino, cis-diamina-diclorobutano-1,1-dicarboxilato-platino(ll), forma un anillo quelato
de seis miembros que reduce su actividad quimica y también disminuye los posibles efectos

secundarios, como el dafio al oido y rifiones®!!,

El oxaliplatino, (1E,2R)-(N,N"-1,2-diaminociclohexano)-(O-O")etanodioato)platino(ll), ya se
encuentra en uso en Japon, China y Corea de Sur y ha sido probado en formulaciones con
nanoparticulas y parece reducir las reacciones adversas permitiendo una mejor explotacion del

farmaco®.

1.2 Disefio de Metalofarmacos
Desde el descubrimiento de la actividad antitumoral del cisplatino, se ha buscado realizar el
disefio racional de los agentes anticancerigenos a base de metales que pueden usarse

potencialmente en la quimioterapia del cancer. Una gran cantidad de complejos metalicos han
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sido ampliamente investigados y evaluados in vitro e in vivo, y algunos de ellos se encuentran en
diferentes etapas de estudios clinicos®®. Los principales objetivos de estos estudios radican en
encontrar nuevos complejos metélicos que podrian superar los obstaculos de los farmacos actuales
presentes en la terapia con compuestos de platino, como la toxicidad, la resistencia a los farmacos,

la baja solubilidad y otras deficiencias!®**.

El cisplatino es un farmaco de naturaleza inorganica pura, ya que ninguno de los ligantes unido a
él contienen atomos de carbono, sin embargo, hoy en dia muchos de los metalofarmacos
disefiados para el tratamiento de enfermedades se disefian y sintetizan con ligantes de naturaleza

organica.

Los ligantes tienen una gran importancia en el disefio de farmacos, ya que la modificacion de
éstos puede variar la disponibilidad oral, pueden ayudar a dirigirse a tejidos especificos o distintas
enzimas, si es el caso, pueden coordinar o quelatar a algin ion metélico en el cuerpo y ésto se
puede alterar segin la terapia o diagnostico que se desee realizar. Los ligantes también pueden
modificar las propiedades quimicas en un compuesto coordinacion como la reactividad, la inercia
de sustitucion o el potencial redox del metal. La adicién de sustituyentes puede modificar la
afinidad por ciertos receptores o puede ayudar a que el compuesto presente una mayor afinidad

por cierta diana®>1e,

Mas alla de elegir el ion metalico correcto para una aplicacion en particular, se tienen que
encontrar el ligante adecuado, ya sea para apuntar a una diana molecular o para asegurar que el

ion metalico permanezca coordinado dentro del organismo®.

La variabilidad de los compuestos de coordinacion, ya sea por el metal, el estado de oxidacién, la
geometria, los ligantes coordinados o el tamafio, permiten un alto grado de selectividad hacia
distintos blancos biolégicos. Conociendo el blanco molecular en una enfermedad, es posible
disefiar nuevas moléculas con ciertas caracteristicas para que el compuesto de coordinacién pueda
interactuar con el sitio de accion en la biomolécula, de tal forma que el compuesto pueda tener un
mayor efecto sobre la enfermedad. Se sabe ademas que, la inclusidn de un centro metalico en el
disefio de compuestos intercalantes da lugar a un mayor intervalo de diversidad geométrica y

flexibilidad estructural que cualquier molécula puramente organica pueda lograr.

Ademas, el estado de oxidacion del ion metélico puede ser decisivo en la regulacion de la
respuesta in vivo inmediata de los metalofarmacos, puede influir entre una respuesta beneficiosa
y una respuesta toxica usando una misma dosis administrada de un ion metalico y también
dirigiéndose hacia las rutas metabolicas por las cuales se integrard el compuesto. El estado de
oxidacion del ion metélico también impone la geometria del centro metalico y puede presentar
preferencias al coordinarse con distintos atomos donadores, por lo tanto, limita la coordinacién

para diferentes conjuntos de ligantes®.
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Desde el descubrimiento de las propiedades terapéuticas de cisplatino, se han sintetizado una gran
variedad de complejos metalicos y de otros metales del grupo del platino tales como Ru, Pd entre
otros. Los compuestos de cobre se habian utilizado contra artritis, pero como antitumoral se

propusieron hasta 1992 y han ganado una gran atencion®’.

1.3 Cobre
El cobre (Cu) es un elemento esencial que se encuentra en todos los organismos vivos con la
capacidad de adoptar diferentes estados de oxidacion: el estado oxidado (Cu'") y el reducido (Cu').
Es necesario para la supervivencia y sirve como un cofactor catalitico importante en la quimica
redox para proteinas que llevan a cabo funciones bioldgicas fundamentales, en el crecimiento y

desarrollo. 1819

La quimica de coordinacion de los compuestos de cobre ha sido extensivamente estudiada con
anterioridad, se sabe que existen compuestos de Cu''y Cu', y en raras ocasiones se han encontrado

compuestos de Cu'', sin embargo, la especie mas estudiada y estable es el Cu'".

Los compuestos de Cu' presentan una configuracion 3d*° de capa llena, por lo que los complejos
no suelen ser coloridos y al ser un metal mas blando que el Cu" prefiere coordinarse con atomos
donadores blandos, como fésforo, nitrégenos de aminas aromaticas o atomos de azufre. La
geometria que suele estabilizar es tetraédrica, aunque se ha encontrado compuestos con una

geometria lineal y trigonal?®?,

Los compuestos de Cu', cuya configuracion electronica corresponde a 3d°, suelen generar
especies coloridas, en donde el nimero de coordinacion puede variar desde cuatro hasta seis. Las
geometrias adaptadas pueden ser planar cuadrada, piramide de base cuadrada, bipiramide trigonal,

y octaédrica, generalmente distorsionada por efecto de Jahn Teller.

La geometria de los compuestos de coordinacion de Cu" varia de acuerdo a los ligantes a los que
se encuentre coordinado y suelen influir de manera importante en el potencial de media onda de
la reaccion de reduccion de Cu' a Cu', ya que se ha visto que al coordinarse con atomos
electrodonadores los potenciales de reduccién disminuyen generando especies menos

oxidantes??L,

Respecto al mecanismo de accion se sabe poco, pero es claro que va por una ruta diferente al de
los compuestos de platino, cuya actividad depende de interacciones covalentes con ADN, y tiene

la ventaja de ser un metal mas econémico y menos toxico?.

En comparacion con los complejos de platino, hay menos informacion de como actuan los

farmacos citotoxicos de cobre, no obstante, estd claro que el centro metalico juega un papel
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importante en las diversas rutas propuestas, el cobre, siendo un metal esencial es menos toxico

que el platino o que algun otro metal no esencial?.

La principal funcion del cobre en sistemas bioldgicos involucra reacciones de oxidacion y
reduccion, en donde reacciona directamente con una molécula de oxigeno produciendo radicales
libres.% La actividad terapéutica citotoxica del cobre proviene de su habilidad para reaccionar y
generar especies reactivas de oxigeno (ERO), para desplazar otros iones metalicos, peroxidar

lipidos y producir escisiones a ADN 0 ARN?,

Uno de los principales mecanismos de accidn propuestos que explica la citotoxicidad del cobre
es que éste es capaz de generar especies reactivas de oxigeno. En general, podemos decir que las
especies de cobre(l) y cobre(ll) pueden participar en reacciones redox intracelulares en presencia
de 05" o de agentes reductores como acido ascérbico o glutation (GSH). Las especies de Cu'"
pueden reducirse a Cu', capaz de catalizar la reaccion de formacion de radicales hidroxilo (OH")
a partir de la reaccion con H,0, via la reaccion de Habber-Weisse, como se muestra a

continuacion®:

Cu?t + 05 - Cut + 0,
Cu* + H,0, -» Cu?* + OH + OH™

0; + Hy,0, » 0, + OH + OH™
El radical hidroxilo (OH") presenta una alta reactividad y es capaz de generar un dafo oxidativo
a la célula, de hecho, se ha mostrado que el cobre puede producir escisiones y dafio oxidativo al

ADN a partir de la generacién de ERO?.

Se han estudiado nuevos complejos de cobre como agentes antineoplasicos, principalmente los
complejos de cobre(ll) con 1,10-fenantrolina (phen). En la década de 1970s el complejo
[Cu(phen).]?* fue estudiada por Sigman et al., fue descrito como un agente capaz de degradar al
ADN y ARN mediante un dafio oxidativo a través del ataque a los grupos azlcar?’, también se ha

reportado que presenta actividad antitumoral, antifingica y antibi6tica?®2°.

Los nuevos compuestos basados en Cu'' han mostrado un mayor potencial antineoplasico hacia
los carcinomas humanos en comparacion con el cisplatino. En general, se cree que los agentes
activos redox que dafian el ADN in vitro exhiben actividades apoptdticas al inducir estrés
oxidativo y/o dafio en el ADN. Parecen formar especies intracelulares redox activas en las células

tumorales, que generan ERO in vivo?,
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1.4 Casiopeinas

Las Casiopeinas son un grupo de compuestos de cobre disefiados y sintetizados por el grupo de
investigacion de la Dra. Lena Ruiz Azuara, en los 1990s fueron los primeros compuestos de

coordinacion de cobre(ll) patentados bajo las caracteristicas de antitumorales®”%,

Las Casiopeinas son quelatos mixtos de cobre(ll), cuya férmula general es [Cu(N-N)(N-0)]* o
[Cu(N-N)(O-0)]*, donde N-N, denominado como ligante primario, representa una diimina
aromatica que pueden ser fenantrolinas o bipiridinas sustituidas, y el ligante secundario N-O u O-
O puede variar de acuerdo a la generacion de Casiopeinas a la que corresponda, como se muestra

en la Figura 433,

Ligante primario

Casiopeinas® o _ _ @_@
B Jn=1402+ N N \ r:/ \N / \ N/ \N /

N N o

\ / 1,10-fenantrolina 2,2"-bipiridina

2+
Cu Ligante secundario

/ \ Primera generacién: Seguda generacién: Tercera generacién:

L *  Acetilacetonato ¢  Etilendiamina * Indometacinato
o )/ L L . a:-am_moac_ldatos . o-ferflle.ndlamma *  Curcuminatos

_ | - *  B-aminoacidatos *  benzimidazol
~— *  Dipeptidatos Cuarta generacion:
*  Salicilacetonatos *  Hemi-salen

Figura 4. Férmula general de las Casiopeinas.

Las Casiopeinas han sido ampliamente estudiadas y mediante ensayos in vitro e in vivo han
presentado actividad citotoxica, genotdxica y antitumoral. Se han evaluado en distintas lineas
tumorales, como carcinoma de ovario humano®, leucemia murina®*, cervicouterino®%,

mama®®, colon?’, pulmdn?®, préstata®, entre otros.

En el disefio de las moléculas, el cobre(ll) fue elegido como centro metélico con la finalidad de
disminuir los efectos toxicos, puesto que es un metal esencial y el cuerpo humano cuenta con un
sistema homeostatico capaz de modular las concentraciones del cobre®’. De igual forma, el
cobre presenta propiedades redox, como se mencion6 anteriormente, y es un metal mucho méas
econémico en comparacion con el platino, lo que disminuiria los costos en la sintesis de los

complejos.

Los ligantes primarios elegidos fueron fenantrolinas y bipiridinas sustituidas, que son ligantes con
anillos aromaticos que presentan una planaridad debida a la conjugacion de la molécula,

favoreciendo interacciones de tipo apilamiento 7...mt con ADN3®42,
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Por otra parte, el ligante secundario pueden ser distintas moléculas, la variacion del ligante se ha
realizado con la finalidad de modular las propiedades de los compuestos, ya que una de las
hipotesis es que el ligante secundario participa en el ingreso de los compuestos a la célula al
modificar la lipofilicidad®. EI cambio de la carga neta del complejo exhibe una gran influencia,
pues los ligantes secundarios neutros generan compuestos de carga +2, menos activos que
aquellos de carga +1, que se ha atribuido a su baja lipofilicidad®!. EI potencial de media onda
Cu''/Cu', que presenta una correlacion con la actividad bioldgica, también se puede modificar por
efecto del ligante secundario, lo que ayudaria a generar especies mas reductoras, que son las que

han presentado una mejor actividad citotoxica.

En la actualidad, existen cuatro generaciones de Casiopeinas, estas generaciones varian de

acuerdo al ligante secundario.

La primera generacion de Casiopeinas se caracteriza por tener como ligantes secundarios
moléculas aniénicas como aminoacidatos, peptidatos, acetilacetonas, salicilaldehidatos, como los

compuestos mostrados en Figura 5 que genera compuestos de con carga +1.%2

La segunda generacion de Casiopeinas se caracteriza por tener ligantes secundarios neutros, tal
como 2-aminometilbencimidazol, 2-hidroximetilbenciimidazol, 1,2-fenilendiamina, generando

compuestos de coordinacién con carga +2°L,

La tercera generacién de Casiopeinas se caracteriza por presentar como ligantes secundarios
moléculas que por si solas ya tienen un comportamiento terapéutico, tal como la indometacina, la

curcumina y analogos de ésta®.

La cuarta generacion se caracteriza por tener un ligante secundario tridentado, se han utilizado
ligantes tridentados tipo hemi-salen, con 4tomos donadores N-O, estos generan complejos con
carga +1, y debido a la flexibilidad de los ligantes las geometrias del compuesto de coordinacion
pueden variar entre una piramide de base cuadrada o una bipiramide trigonal®. El uso de ligantes
tridentados permite la generacion de nuevas moléculas con propiedades distintas a las otras
generaciones de Casiopeinas, ya que el nimero de coordinacion cambia y la geometria que adapte
el centro metalico dependera del ligante secundaria, lo que podria generar un cambio importante

en el mecanismo de accidn de estos compuestos y en su actividad bioldgica.
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Figura 5. Variaciones del ligante secundario en las Casiopeinas, segun la generacion.

1.4.1. Estudio de Relacion Cuantitativa Estructura Actividad

Mediante un estudio de la relacion cuantitativa estructura actividad (QSAR, por sus siglas en
inglés) de las Casiopeinas de primera generacion,? se encontré una correlacion entre la inhibicion
de la proliferacién celular con el LogD, como descriptor de la hidrofobicidad, el potencial de
media onda del proceso Cu'"/Cu' (E12), como descriptor de las propiedades electrdnicas del cobre,

y la influencia del ligante primario, N-N, que puede ser una fenantrolina o una bipiridina.

— —{ | NOg NOs NO; — = NO, — — | NOy
NS W Q}_‘\M N \_ ¢\ _/ \ /
of e

Clgo (UM) = 18.2 Clso (UM) =42.0  Clyo (M) = 1.4 Clg (UM) = 3.4 Clsp (M) = 10.7

| | | | 5 Eir(V)
[-0.338 [-0318 | 02w [ozn > Fc*-Fc
Log—=-3.78(+1.71) + 1.19(+0.41)/,_, — 0.47(0.33)pE1 + 0.23(+0.26)LogD
CIso HeLa 7

Figura 6. Parametros que influyen en la actividad bioldgica de las Casiopeinas de primera generacion.
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Una de las ecuaciones obtenidas en el estudio QSAR (Figura 6) muestra que el descriptor con una
mayor contribucion es la presencia del ligante primario (In-n). Los compuestos con fenantrolinas
como son mas activos que aquellos con bipiridinas, como se ilustra en la Figura 6. La presencia
de un sistema aromatico mas grande provoca una mayor toxicidad en el compuesto, tanto in vivo
como in vitro, debido a esto al complejo [Cu(N-N)]™ se le considera como el ligante primario y

el grupo farmacéforo de las Casiopeinas.

El siguiente parametro con mayor contribucion es el potencial de media onda del par Cu'/Cu'
(pE12), que sugirid la participacion del cobre en el mecanismo de reaccion. Los compuestos
menos oxidantes, es decir, con potenciales menores, presentan una mayor toxicidad. La adicion
de sustituyentes electrodonadores, como metilenos, en las diferentes posiciones del ligante
primario aumenta la actividad biologica de los compuestos, puesto que aumenta la densidad

electronica del cobre, desplazando el Ey/, a valores mas negativos, como se ilustra en la Figura 6.

La hidrofobicidad del complejo, representada por LogD, contribuye en menor proporcion en la
actividad citotoxica. Los complejos con acetilacetonato como ligantes secundarios son mas
hidréfobos y ligeramente mas activos que aquellos con glicinato, lo que indica que los ligantes

maés hidrofobicos aumentan la actividad de los complejos.

Gracias a este estudio se optimizo la sintesis de nuevas Casiopeinas, donde se ha buscado
incrementar la actividad bioldgica de éstas modificando el potencial de media onda, generando

compuestos menos oxidantes, y modificando la hidrofobicidad cambiando el ligante secundario.

1.4.2. Mecanismo de Accidn de las Casiopeinas

Las Casiopeinas son un grupo de compuestos que han mostrado un gran potencial como agentes
guimioterapéuticos, por lo que se han realizado diversos estudios con la finalidad de comprender
la manera en la que actlan en los organismos vivos y elucidar el mecanismo de accién. Los
estudios sugieren que los principales sitios de accién son la mitocondria y/o el nucleo de la célula,
existe evidencia de que son capaces de inhibir la proliferacion celular e inducir la muerte celular
por apoptosis. También se ha encontrado que una fraccién celular puede activar la autofagia como
mecanismo de muerte celular. En un estudio de expresién de genes por microarreglos en la linea
tumoral Hela, se encontré que la Casio ll-gly apaga los procesos de proliferacion celular y los

procesos de muerte celular por apoptosis se encienden*.

Uno de los mecanismos de accién propuestos para las Casiopeinas de primera generacion es la
generacidn de especies reactivas de oxigeno, ya que el cobre(l) es un catidn capaz de participar

en reacciones tipo Fenton, formando radicales -O; y -OH.
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Un estudio realizado por Remy Kachadourian y colaboradores?® propone un ciclo catalitico en
donde la Casiopeina ll-gly interviene provocando dafio oxidativo que genera disfuncion
mitocondrial. La Casiopeina Il-gly puede reaccionar con reductores enddgenos como el glutation
y genera una especie de Cu' capaz de reaccionar con peréxido de hidrdgeno, generado por la
dismutacion del radical peréxido, regenerando la especie de Cu' y a su vez el radical -OH que
provoca dafio al ADN, causa disfuncion mitocondrial y posteriormente la muerte celular, como

se ilustra en la Figura 7.

Dafio a ADN
GSH Cu(I) ‘OH —» mitocondrial
Y
Cas Ilgly Desbalance MRC
Y
GS* Cu(D) H,0, ™| Distfuncién
mitocondrial

GSSG SOD A

GSH + 0, el - 0, =

Reduccion de
GSH

Figura 7. Propuesta de ciclo catalitico de la formacion intracelular de radicales *OH generado por la Cas ligly?®.

El dafio al ADN no s6lo puede ocurrir por un dafio oxidativo, también se ha estudiado la
interaccion de las Casiopeinas de primera generacion directamente con este blanco molecular
mediante la teoria de funcionales de la densidad (density functional theory, DFT por sus siglas en
inglés)* y ensayos in vitro, como electroforesis en gel, espectroscopia electrénica y dicroismo

circular®47.

El estudio de dinamica molecular in silico realizado por el Dr. Rodrigo Galindo* sugiere que la
Casiopeina [Cu(bpy)(acac)H.0]" se estabiliza principalmente en el surco menor del ADN,
posteriormente se lleva a cabo la coordinacion del cobre(ll) con uno de los oxigenos de los

fosfatos presentes en el surco menor, en la posicion apical libre, como se ilustra en la Figura 8.
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Figura 8. Representacién molecular del aducto formado entre el fosfato desoxirribosa y la Casiopeina.*®

Conociendo que en el sitio de reconocimiento entre el ADN y la Casiopeina se forma el aducto,
Galindo realiz6 estudios de dindmica molecular con una duracién de 10 ps empleando el
dodecamero de Dickerson-Drew (d(CGCCAATTCGCG),). Los resultados sugieren tres tipos de
interacciones: 1) interaccion en el final del dodecamero, 2) interaccion en el surco menor y 3)
intercalacién. La interaccidn presente depende del ligante secundario, el compuesto [Cu(5-metil-
fen)(acac)]* presenta la interaccion tipo A), [Cu(5-NO,-fen)(acac)]® presenta la interaccién tipo
B), [Cu(4,7-difenil-fen)(acac)]” presenta la interaccion tipo C), [Cu(5-fenil-fen)(acac)]* presenta
la interaccion tipo D), y [Cu(bpy)(acac)]* presenta la interaccion tipo E) ilustradas en la Figura
9%,

Figura 9. Representacion de las distintas interacciones de las Casiopeinas con ADN. A) apilamiento en el extremo
terminal del dodecamero, B) interaccién en el surco menor, ¢) intercalacion con desplazamiento de bases, d)
interaccion en el surco menor e intercalacion con bases nitrogenadas, y E) intercalacion.*®
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Los estudios en electroforesis mostraron que las Casiopeinas presentan interaccion con el
plasmido pBR322 observandose un cambio en la configuracion del plasmido de su forma
superenrollada a su forma circular, mientras que algunas Casiopeinas pueden escindir el ADN
lograndose observar la forma lineal del plasmido. EI cambio de la forma superenrollada a circular
se debe a una ruptura en una de las cadenas del ADN, que permite que se pierda el
superenrollamiento, cuando se presenta en forma lineal quiere decir que hubo una ruptura doble,
esto es, en ambas cadenas del ADN. Mediante estudios de espectroscopia electrénica se estudid
el modo de interaccion y se encontrd que éstas interaccionan en los surcos y también se intercalan.
El modo de union al ADN depende de los ligantes, tanto del primario como el secundario, las
constantes de union calculadas para los compuestos con el ligante secundario glicinato son
ligeramente mayores en comparacién gque con el ligante secundario acetilacetonato. El ligante
secundario ha mostrado tener una participacion importante en la actividad de las Casiopeinas,
tanto en su actividad frente a distintas células tumorales, como en el mecanismo de accion

propuesto®e4’,

Como se ha visto, se han realizado bastantes estudios para elucidar el mecanismo de accion de las
Casiopeinas de primera generacion, sin embargo, las Casiopeinas de cuarta generacién con
ligantes tridentados bases de Schiff tipo hemi-salen, presentan un nimero de coordinacion y una
geometria distinta que puede influir en su mecanismo de accién, ya que los potenciales de
reduccion Cu'"/Cu' cambiaran y las interacciones que presenten con el ADN pueden variar debido

a la modificacion en la geometria.

1.5. Bases de Schiff

Las bases de Schiff es el nombre que se le da al grupo imina o0 azometino, y fueron descritas por
primera vez por Hugo Schiff. La sintesis de las bases de Schiff se lleva a cabo entre una amina
primaria a grupo carbonilico (puede ser una cetona o un aldehido), seguida de la transferencia de
un protén del nitrégeno al oxigeno para formar un amino alcohol o un carbinolamina. El grupo -
OH se protona convirtiéndose en un mejor grupo saliente (-H.O") y produce un ién imino debido
a la pérdida del agua“. La pérdida de un protén del nitrégeno da como resultado un doble enlace

carbono nitrégeno o una base de Schiff, como se ilustra en la Figura 10.

OH
R | R,
\/c=o +R——NH, === R—C—N—R" ===  C=N + HO
- [ " -

R” H

Figura 10. Formacion de una base de Schiff®,
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Las especies imino son un grupo funcional muy versétil debido a que la sintesis es sencilla y sus
propiedades estéricas y electronicas pueden ser modificadas por la eleccion de los precursores de
amina, asi como los sustituyentes del grupo carbonilo, creando una infinidad de diferentes

compuestos.

Las bases de Schiff derivadas de aldehidos alifaticos pueden polimerizar facilmente, mientras que
las derivadas de aldehidos aromaticos poseen mayor estabilidad gracias a la conjugacién

electrénica del grupo azometino con el anillo aromatico®.

Las bases de Schiff han generado un gran interés quimico, biolégico y médico, el caracter
electréfilo del carbono y el nucleéfilo del nitrégeno favorecen la union con diferentes especies
electréfilas y nucledfilas. En el campo de los hidratos de carbono se conocen iminas procedentes
de la condensacidon del aldehido y azUcares con aminas y otras resultantes de la condensacion de
aminoazUcares con aldehidos, pueden unirse a enzimas y ADN o se ven implicados en la

formacion de puentes de hidrégeno.>°

El 4&tomo de nitrogeno en el grupo imino es una base de Lewis, por lo que las bases de Schiff
pueden ser usadas como ligantes en quimica de coordinacion. Debido a la versatilidad de los
ligantes bases de Schiff, se pueden generar una amplia familia de complejos metalicos. Las
propiedades electronicas, estéricas y lipofilicas de estos pueden ser moduladas, estabilizando
complejos con diversos estados de oxidacion y distintos nimeros de coordinacién®. Las bases de
Schiff y sus complejos metalicos presentan varias aplicaciones terapéuticas, entre ellas su uso

como antomicrobianos®-%, antitumorales®-8, anti alzhéimer®®%, etc.

1.6. Ligantes Tipo Salen

Cuando dos equivalentes de salicilaldehido reaccionan con un equivalente de 1,2-etilendiamina,
se forma el ligante tetradentado (Figura 11) cominmente conocido como “salen”. Si el ligante se
desprotona se genera un compuesto dianiénico, que contiene dos nitrdgenos de grupos imino
(bases de Schiff) y dos oxigenos fenolatos, N.O,, que pueden actuar como donadores de
electrones, coordinando metales de transicién con diferentes estados de oxidacion, con un fuerte

efecto quelatante.

H

0 = N=
2 + — + 2 HO
OH H,N NH, OH OH

Figura 11. Sintesis de ligante salen
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Se pueden usar distintos precursores de aldehidos sustituidos en las diferentes posiciones del
anillo aromatico o usar diferentes diiminas, que permiten aumentar la flexibilidad del ligante
cambiando la geometria que puede adquirir un compuesto de coordinacion. EI modo de
coordinarse y la geometria se ve influenciada por la rigidez y la longitud del puente de metilenos
gue unen los atomos de nitrégeno. En compuestos de cobre(ll), una cadena corta, de dos metilenos
o rigida, impone geometrias cuadradas planas, mientras que un puente mas largo, de tres y cuatro
metilenos, confiere flexibilidad al ligante favoreciendo geometrias cuadradas planas
distorsionada, cadenas con méas de cuatro metilenos generan compuestos dinucleares donde el

ligante salen funge como puente entre ambos centros metalicos®-°.

El principal uso que se les ha dado es en catalisis, las bases de Schiff son capaces de transmitir
informacién quiral para generar productos no racémicos a través de procesos cataliticos,
coordinando al electréfilo al centro metalico o mediante la activacion del nucledfilo®. Sin
embargo, recientemente la atencion se ha centrado en la aplicacion de estos complejos en el

campo de la quimica inorganica medicinal®®-,

La mayoria de los ligantes salen son poco o nada solubles en agua, pero son solubles en
disolventes organicos como DMF o DMSO. La baja solubilidad de estos compuestos ha sido un
obstaculo para estudiarlos en sistemas bioldgicos. Como solucion a este problema, se han
sintetizado nuevos ligantes con grupos funcionales idénicos, como aminas cuaternarias cargadas
6970 0 la sulfonacion del anillo aroméatico’™, que incrementan la solubilidad en agua, ademas del
grupo sulfonato, se pueden introducir acidos carboxilicos’ y otros grupos funcionales

hidrosolubles, como se muestra en la Figura 12.

+ / \
(HaC)sN" N(CHs)3 ~N N==

—N N=— ~—N N="7
O 0
OH HO OH  HO
HO OH
Figura 12. Ligantes tipo salen solubles en agua.

Una desventaja importante de los ligantes tipo salen es que se hidrolizan en medios acuosos o en
disolventes con agua provocando su descomposicion. En la Figura 11 se muestra la reaccion de
hidrolisis, en presencia de agua se desplaza el equilibrio a la izquierda para formar los reactivos.
Por ejemplo, se han estudiado compuestos de vanadio con SOs-salen a diferentes pH y se ha

encontrado que puede formar diversas especies dependiendo de éste.
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Aunque no todos los ligantes bases de Schiff son igual de susceptibles a la hidrélisis, esto es un
problema, ya que la mayoria de los disolventes contienen humedad y los estudios en sistemas
bioldgicos, en su mayoria, se realizan en agua. Una solucion a esta desventaja ha sido la reduccion
de la base de Schiff para formar una amina, como se muestra en la Figura 13, que en comparacion

con SOs-salen, SOs-salan es soluble en agua e hidroliticamente estable”™ 7.

NH HN

0,8 OH HO SO,

Figura 13. Ligante hidrogenado SO3-salan

1.7. Ligantes Tipo Salan

Una desventaja importante de las bases de Schiff es que son susceptibles a la hidrolisis®e,
principalmente en medios acuosos, en disolventes no anhidros o en condiciones oxidantes como
en presencia de peroxido de hidrdgeno, ya que éste tiene cantidades significativas de agua; lo que
llevaria a la descomposicidn de los ligantes, y a la descoordinacién de los metales en compuestos

de coordinacion.

Como solucidn al problema se han propuesto los derivados hidrogenados, donde la base de Schiff
se reduce con NaBH, para generar aminas secundarias, como se muestra en el esquema de la
Figura 14, este nuevo ligante, bautizado como “tetrahidrosalen” o “salan”, es estable en
condiciones acuosas al igual que los compuestos de coordinacion que forma.
/R' /R’
/=N + NaBH; + CH;0H—» /—NH + NaH;BOCH; + H,
R R

Figura 14. Reaccion de hidrogenacion del grupo imino.

La hidrogenacidn del grupo azometino cambia las propiedades del ligante, el nitrogeno se vuelve
mas basico (pk,=10.6) puestos que ahora es un mejor donador de electrones y al tener mayor
caracter s presenta una mayor flexibilidad, se ha encontrado que los compuestos de coordinacion
con estos ligantes presentan una mayor distorsion en su geometria™. Los ligantes salan en

comparacion con las bases de Schiff son mas estables en medio acuosos.

La hidrogenacion del grupo imino del ligante salen, como solucion a la hidrolisis de éste para
generar compuestos de coordinacion mas estable no fue tan exitosa como se esperaba. El estudio

de las especies [M(salan)] con metales de la primera serie de transiciéon como Co", Ni' y Cu"

35



mostraron que el ligante salan en presencia de O en disolucién presenta una deshidrogenacion
oxidativa, formado las especies [M(salen)] o [M(salanen)] (con un enlace C=N y otro C—N),

como se ilustra en la siguiente reaccion’:

[M(salan)] + 0, —» [M(salanen)] + 2H* + 0, » [M(salen)] + 2H*
La cinética de la reaccidn de deshidrogenacion oxidativa depende tanto del metal, el disolvente y
la geometria del complejo. Bottcher y colaboradores en el 2001 estudiaron la reaccion de
deshidrogenacion de los compuestos [Co(salan)], [Ni(salan)] y [Cu(salan)], encontrando que la
cinética de la reaccion sigue el siguiente orden Co >> Ni >> Cu. El disolvente fue importante en
este proceso, para [Ni(salan)] la interconversion a [Ni(salanen)] en acetona ocurri6 en siete dias,
mientras que en DMF ocurrio mucho mas lento, la misma tendencia fue observada para el
compuesto [Co(salen)]. Para [Cu(salan)] se observd una mayor estabilidad llegando a dudar si
ocurria lo mismo para este compuesto. Algo importante a notar es que en los casos de los
complejos de niquel y cobalto en el tiempo de estudio so6lo se observo la deshidrogenacion de uno

de los grupos amina, la oxidacion de ambos grupos imino no se llevé a cabo’.

Taylor y colaboradores® estudiaron el efecto de la geometria sobre el potencial redox de los
compuestos [Cu(salan)], [Cu(salpan)] y [Cu(salban)] (Figura 15), sin embargo, no lograron aislar
el compuesto [Cu(salan)] obteniendo en todos los intentos a [Cu(salanen)], lo que confirma que

para este compuesto también ocurres la deshidrogenacién oxidativa.

H VAR H
Cﬁ Q}d @d
[Cu(salan)] [Cu(salpan)] [Cu(salban)]

Figura 15. Estructura de compuestos [Cu(salan)], [Cu(salpan)] y [Cu(salban)].

Los ligantes con una cadena de metilenos N-N mayor no son tan susceptibles a la
deshidrogenacion oxidativa, en el caso de los complejos con ligantes tipo salpan y salban (cadena
de tres y cuatro metilenos), los grupos amina no presentaron reacciones en disolucién y se
pudieron caracterizar y estudiar es diferentes disolventes. Esto se ha atribuido principalmente a la
geometria de los compuestos, ya que el ligante salan impone una geometria cuadrada plana, en
donde el O, disuelto se puede coordinar facilmente en las posiciones apicales, no obstante, los
ligantes salpan y salban al tener una cadena N-N de metilenos mas grande son més flexibles y la

geometria cuadrada plana se distorsiona, dificultando la coordinacion del O al metal®.
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Pese a lo encontrado, Bottcher y colaboradores’” encontraron que al usar diiminas con
sustituyentes voluminosos en el puente de dos metilenos en el ligante salan se puede evitar la
deshidrogenacion oxidativa, puesto que el impedimento estérico de los sustituyentes evita que la

molécula de oxigeno pueda coordinarse al metal.

Tanto los compuestos de coordinacion con ligantes tipo salen y salan, han sido ampliamente
estudiados dentro del campo de la quimica inorganica medicinal, compuestos de Ni", Cu'" y Zn'"!
han presentado actividad antibidtica frente a distintas bacterias y esto se ha atribuido a la alta
lipofilicidad de los ligantes que pueden favorecer la permeacion a través de la capa lipidica de las
membranas bacterianas® 87, Los compuestos tipo M-salen y M-salan también han presentado
buena actividad citotoxica frente a distintas células tumorales, compuestos de V'V frente a K562
(leucemia)®, Ti'"V en HelLa (cancer cervicouterino)®, Mn'"'y Fe'''en MCF-7 (cancer de mama)®#2,

etc.

Los mecanismos de accion propuestos para este tipo de compuestos se basan en interacciones de
intercalacion con blancos moleculares como el ADN o el G-quadruplex ADN®. Compuestos de
hierro(I1l) han presentado actividad antibacteriana y el mecanismo de accion propuesto es la

induccion de ferropoptosis que se ha asociado a la generacion de especies reactivas de oxigeno®.

Dentro del grupo de investigacién de la Dra. Lena Ruiz, se han estudiado los compuestos de tipo
[Cu(salen)]y [Cu(salan)], se han realizado cambios en la estructura de los ligantes con la finalidad
de determinar la actividad bioldgica de éstos. Los cambios realizados han sido en la longitud de
la cadena de metilenos, por dos, tres y cuatro metilenos, el uso de diferentes precursores de
saliciladehido con diferentes sustituyentes en la posicion cinco del anillo aromético y la

hidrogenacion de la base de Schiff®, los cambios realizados se ilustran en la Figura 16.

R = -OCHs, -CHa, -H, -Cl y -NO,

Figura 16. Modificaciones en la estructura del ligante tipo salen.

Los resultados mostraron que los compuestos [Cu(5-NO2-Hzsalen)] y [Cu(5-NO2-Hzsalpr)]
presentaron actividad amebicida (Clsp = 25.12 mM y 18.53 mM), sin embargo, ésta no fue tan

buena en comparacion del farmaco metronidazol (0.0068 miM)®e.
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Los compuestos con una cadena de 4 metilenos se probaron en las células tumorales A549, Hel a.
LS180 y en ARPE-19. Los compuestos mas activos fueron [Cuz(5-Me-salbu);)] y [Cu(5-ClI-
salban)] presentando concentraciones inhibitorias medias en el intervalo de 20 a 8 uM. Una
desventaja es que también presentaron actividad en las células sanas®’.

Los compuestos de coordinacion de cobre con ligantes tipo salen han mostrado ser muy versétiles,
dependiendo de las propiedades del ligante, como los sustituyentes o la cadena de metilenos, la
actividad biol6gica de estos puede cambiar y ser mas selectiva frente a una enfermedad. Debido
a ello, estos compuestos se han estudiado ampliamente y se ha buscado como mejorar sus

propiedades y la solubilidad de estos sin que se hidrolicen en medios acuosos.

Como se ha mencionado anteriormente, debido la baja solubilidad de los complejos con metales
divalentes en agua se han modificado los ligantes adicionando grupos funcionales que permitan
su solubilidad en medios bioldgicos. Otra opcion encontrada ha sido la sintesis de ligantes tipo
salen tridentados, que al desprotonarse y coordinarse a un metal divalente forma compuestos

cationicos con carga +1, incrementando de manera importante la solubilidad en agua.

1.8. Ligantes Tridentados Tipo Salen

Los ligantes bases de Schiff tridentados con atomos donadores NNO derivados de la
monocondensacion de salicilaldehido con diiminas son conocidos como “unidad media (half-
salen) o hemi-salen,” mostrado en la Figura 17. La sintesis de los ligantes se lleva a cabo con
salicilaldehido y diiminas con una estequiometria 1:1, sin embargo, si ambas aminas son primarias
es posible que se lleve a cabo la doble condensacion generando ligantes tipo salen N2O;
tetracoordinadados, por lo que las diiminas usadas en la sintesis de estos ligantes generalmente
una es primaria y la otra secundaria o terciaria o0 se encuentra protegida con un grupo protector
para favorecer la monocondensacion. Otro método utilizado para la sintesis es mediante el método

templado en la sintesis de los complejos®®®°,

—N HN—

O

Figura 17. Estructura de ligante unidad media (half-salen) o hemi-salen.
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Los ligantes salen tridentados tienen tres atomos donadores NNO, y al desprotonar el fenolato
presentan una carga -1. Al coordinarse con metales divalentes generan moléculas monoio6nicas

solubles en agua, a diferencia de los ligantes tetradentados salen.

La sintesis de compuestos de coordinacion con ligantes tipo hemi-salen no ha sido tan estudiada
como la de sus compuestos analogos, sin embargo, en los dltimos afios se ha indagado en los
beneficios que presenta el uso de estos ligantes. Presentan posiciones vacantes que pueden ser
utilizadas por el disolvente o por algin otro ligante, ya sea monodentado, bidentado o tridentado,
produciendo un gran nimero de nuevos compuestos con distintas geometrias y caracteristicas.
Compuestos de coordinacién de Ni", Cu", V!V, pueden formar compuestos mononucleares, en
donde la posicion vacante puede ser ocupada por otros ligantes o incluso, como se muestra en la
Figura 18. También, estos ligantes pueden formar compuestos dinucleares que son puenteados
por el mismo ligante, o por moléculas pequefias. Se ha visto que pueden generar estructuras

polinucleares con interacciones antiferromagnéticas con iones como Fe'"', Ni''y Cu', %0-92

El tipo de compuesto que se forme, ya sea mononuclear o polinuclear, depende de las sales de
cobre que se utilice en la sintesis y en los sustituyentes que tenga el ligante. Das y colaboradores®
estudiaron la modulacion y el arreglo cristalino supramolecular de compuestos de cobre(ll) con
ligantes tridentados HL! y HL?, mostrados en la Figura 18. En la sintesis de los compuestos se
usa la sal de cloruro de cobre, el i6n cloruro se coordina en el cuarto sitio de coordinacion del
cobre(ll) en los complejos [Cu(LY)(u-CN] y [Cuz(L?)2(u-Cl)2], mostrados en la Figura 18. Un
segundo cloruro de una especie relacionada con una molécula vecina se coordina con el cobre(ll)
para hacer que el complejo 1 sea un polimero puenteado por cloro y el complejo 2 que forma un

polimero a partir del doble dimero puenteado por el cloro.

En el ligante HL? la presencia de un atomo de hidrégeno forma un puente de hidrégeno que
estabiliza la estructura dimérica de [Cuz(L?)2(u-Cl),]. La existencia de interacciones C-H...n

entre las unidades diméricas da lugar a una red supramolecular en 2D.

Cuando se usa la sal Cu(ClO4), y se afiade dicianamida, ésta se coordina en cuarta posicion
ecuatorial entre dos atomos de cobre para producir las especies poliméricas [Cuz(LY)(Uvs-
NCNCN)]n y [Cuz(L?)(u1.5-NCNCN)]-%.

El ligante HL! en los complejos [Cu(LY)(p-Cl)] y [Cuz(LY)(p15-NCNCN)]. no son capaces de
formar puentes de hidrégeno, pero HL? en los complejos [Cuz(L?)2(u-Cl)2] y [Cua(L?)(p1s
NCNCN)],. son capaces de formar enlaces de hidrégeno. Las interacciones supramoleculares
como los puentes de hidrogeno, las interacciones «...ty C—H...w son responsables de la variacion
en la estructuras moleculares y cristalinas de los complejos. A pesar de que algunos de estos
compuestos forman estructuras diméricas, presentan una susceptibilidad magnética cercanaa 1.7

MB, lo que indica que no hay interacciones cobre-cobre a temperatura ambiente.%
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(1)

HL! : R,=Me, R,=Me " [cul)p-chl,
HL2 : R,=H, R,=Et Vs
CuCl,-2H,0 =
||| Reflujo en
metanol
HL!
CuCl,-2H,0 /_3
N N Reflujo en metanol \ N

HL? g \1*‘"’"(“\ /t"\

@

HL! o HL? (2)
° [Cu(L2){1-Cl),]

OH

Cu(ClO,),-6H,0
Dicianamida de sodio
Reflujo en metanol

f?

N ’C*--.._I\,..--( "*-N"
(3) (4)
[Cuy(L*)(p, s-NCNCN)],, 0 [Cuy(L?)(n, s-NCNCN)],

Figura 18. Distintas estructuras moleculares de compuestos de Cu'! con ligantes tridentados asimétricos tipo salen®,

Pragathi y Reddy®, sabiendo que los compuestos de Cu'' con ligantes tridentados bases de Schiff
pueden formar compuestos mononucleares y polinucleares realizaron la sintesis de nuevos
compuestos modificando las propiedades estéricas del ligante mostrado en la Figura 19. Al
realizar la sintesis con los cuatro ligantes se percataron que al usar Cu(NO3), se formaban los
compuestos monodenados (Figura 19, a) y con Cu(ClO.), en presencia de trietilamina se
formaban compuestos dinucleares estables en disolucion (Figura 19, b). Se estudié la interaccion
que tienen con ADN mediante uv-vis y electroforesis en gel, encontrando que presentan
interacciones en los surcos y que a 30 minutos en presencia de H>O, son capaces de escindir el

ADN plasmidico; los compuestos dinucleares son los que presentaron una mayor eficiencia®.
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—N H—Rz
OH
Ligante: R;: R,:
SAMENH H CH,
SAPENH H C;H,
HAPMENH CH, CH,
HAPPENH CH; C;H;

Figura 19. Compuestos de cobre con ligantes tridentados®.

Areli Silva en su tesis de maestria®, sintetiz6 una familia de seis compuestos de cobre con ligantes
tridentados hemi-salen usando como sustituyentes en la posicion 5-, al grupo -NOy, -H y -OMe; y
modificando la cadena de dos y tres metilenos, con formula general [Cu(NNO)(NOs)], y doce
Casiopeinas de cuarta generacion con la férmula general, [Cu(dmbpy)(NNO)]* vy
[Cu(phen)(NNO)]*. Los compuestos se evaluaron en E. Coli, y se observé que los compuestos no
mixtos [Cu(NNO)(NOs3)], resultaron ser poco o nada activos, mientras que los derivados mixtos
con fenantrolina fueron los que presentaron una mejor actividad, con Clso en un rango de 59 a 26
UM, donde el més activo fue el compuesto [Cu(phen)(5-NO2-L1)]* con un sustituyente -NO; y
una cadena de dos metilenos. En comparacién con la ampicilina, que se utilizé como control (1.23
1M) los compuestos no fueron tan activos, sin embargo, lo que se ha observado, es que los
compuestos tipo salen con sustituyentes -NO; son aquellos que presentan mejores propiedades

antimicrobianas®.

La investigacion orientada a los complejos metalicos con ligantes tridentados ha sido de gran
interés debido a que pueden formar diversos compuestos con geometrias distintas y propiedades
antiferromagnéticas. Como se menciond anteriormente, compuestos de cobre con el ligante
asimétrico salen pueden presentar interacciones con ADN Yy la reactividad hacia éste dependera

de las propiedades del complejo.
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Los derivados mixtos con ligantes hemi-salen presentan propiedades distintas, al usar una diimina
aromatica se ha observado que la actividad bioldgica de los compuestos se incrementa y
modificando el ligante tridentado se pueden sintetizar nuevos complejos con la finalidad de

mejorar su actividad frente a distintas enfermedades.
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2. Justificacion

Las Casiopeinas son un grupo de compuestos que ha mostrado una buena actividad frente a
distintas lineas tumorales. La actividad farmacéfora se le ha atribuido a la especie de cobre
coordinada a una diimina aromatica, que puede ser bipiridina o fenantrolina, mientras que al
ligante secundario se le han atribuido propiedades importantes en la modulacién del potencial de
media onda y en la lipofilicidad del complejo. El ligante secundario influye en la actividad
bioldgica de las Casiopeinas al modificar propiedades como la lipofilicidad y el potencial de
media onda, por lo que se han sintetizado diferentes familias o generaciones de Casiopeinas

modificando el ligante secundario.

En este trabajo se sintetizaran nuevas Casiopeinas de cuarta generacion con formula general
[Cu(N-N)(NNO)]*, usando como ligante primario 4,4"-dimetil-2,2"-bipiridina, ya que los grupos
metilos son sustituyentes donadores de densidad electrénica, que generaran especies menos
reductoras (puesto que en estudios previos éstas son las que han mostrado mejor actividad
bioldgica) y como ligantes secundarios un ligante tridentado hemi-salen con atomos donadores
NNO.

Los ligantes tipo salen han demostrado ser muy versatiles y por su facil sintesis y sus propiedades
frente a distintas lineas tumorales se utilizardn como ligantes secundarios. Con el objetivo con
conservar las propiedades interesantes del ligante salen y sus derivados hidrogenados, e
incrementar la solubilidad de éste, se sintetizaran ligantes tridentados NNO hemi-salen, que
siguen siendo féciles de sintetizar y al coordinarse con un metal divalente generan compuestos

cationicos de carga +1, incrementando su solubilidad en medios bioldgicos.

Se realizaran modificaciones en la estructura del ligante hemi-salen, para estudiar qué propiedades
son las que pueden influenciar y mejorar la actividad biol6gica. Entre los cambios estructurales,
ilustrados en la Figura 20, se realizaran la hidrogenacion del grupo imino, para generar
compuestos mas que no puedan hidrolizarse en medios acuosos; se extenderd la aromaticidad de
éste usando un sustituyente naftil, para favorecer interacciones intermoleculares de tipo 7...7 con
blancos bioldgicos como el ADN. Por ultimo, la extension de la cadena de metilenos, que influird
en la geometria del cobre y en la lipofilicidad del complejo, con la finalidad de estudiar si al
cambiar el nimero de coordinacion y la geometria los compuestos presentan una mejor o peor

actividad bioldgica.
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(CHo)n H
\ /

Figura 20. Cambios estructurales en el ligante tridentado tipo hemi-salen.

2.1 Hipotesis
El uso de ligantes tridentados hemi-salen como ligante secundario de las Casiopeinas permitiran
hacer modificaciones en la coordinacién del centro metélico al cambiar el nimero de coordinacion
y la geometria del centro metalico. a hidrogenacién de enlace imino y el incremento de metilenos
en la cadena que une a los &tomos de nitrogeno en el ligante tridentado NNO, provocara una
distorsién en la geometria del compuesto de coordinacion, que modificara las interacciones con

ADN, el potencial de media onda y la actividad bioldgica en células tumorales.

La coordinacion del ligante primario (N-N) y la extension de la aromaticidad en el ligante

secundario (NNO) incrementaran la actividad bioldgica de los compuestos.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivos Generales
Sintetizar compuestos de coordinacién mixtos de Cu'' con ligantes bases de Schiff y sus derivados
hidrogenados, con férmula general [Cu(NNO)(NO3)] y los derivados mixtos usando 4,4"-dimetil-
2,2 -bipiridina (dmbpy), con férmula general [Cu(dmbpy)(NNO)]* que presenten interacciones

con ADN y una posible actividad bioldgica en células tumorales.

2.2.2  Objetivos Particulares
» Sintetizar los ligantes bases de Schiff NNO modificando el nimero de metilenos en la

cadena y el salicilaldehido.
* Realizar la reduccidn del grupo imino de los ligantes bases de Schiff.

 Sintetizar y caracterizar los compuestos de coordinacion de Cu" con los ligantes NNO

bases de Schiff y sus derivados hidrogenados.
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Sintetizar y caracterizar los compuestos de coordinacion de Cu'' mixtos con los ligantes

NNO y la diimina aromatica N-N.

Evaluar la actividad de los compuestos sobre la viabilidad de las células HeLa y MDA-

MB-231 (céancer cérvico uterino y cancer de mama)

Realizar un estudio que relacione las propiedades de los complejos con su actividad

bioldgica frente a la linea tumoral HeL a.

Estudiar la interaccién de los compuestos de coordinacion con ADN mediante las técnicas

de uv-vis y electroforesis en gel.
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3. Desarrollo
Experimental
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3.1 Reactivos
Los experimentos se realizaron en condiciones ambientales a excepcion de la resonancia
paramagnética electrénica (RPE) en vidrio, que se realiz6 a 77 K. Los reactivos: nitrato de
cobre(Il) hemi(pentahidratado), el salicilaldehido, el 2-hidroxi-1-naftaldehido, la N-metiletano-
1,2-diamina, N-metilpropano-1,3-diamina y la 1,4-butanodiamina fueron adquiridas de Sigma
Aldrich. EI DMSO, fue adquirido de Sigma Aldrich, el metanol, etanol, éter etilico, cloroformo,
diclorometano, fueron adquiridos de Quimica Alvi. Los reactivos fueron utilizados sin

purificacion previa.

3.2 Metodologia

3.2.1 Sintesis de Ligantes Lny LNn (n =1y 2) (NNO)

Un mmol de salicilaldehido o 2-hidroxi-1-naftaldehido se disolvié en etanol anhidro,
posteriormente se agregé 1.1 mmol de la diaminametilada (N-metiletano-1,2-diamina o N-
metilpropano-1,3-diamina), como se muestra en la Figura 21. La disolucion se torn6 amarilla y
se dejo reaccionar bajo agitacion y calentamiento ligero por treinta minutos®. El disolvente se
evaporé al vacio, al igual la diamina, que fue el reactivo en exceso, y se obtuvo un liquido color
amarillo. Los ligantes se caracterizaron sin una previa purificacion, puesto que se descomponian
al estar a temperatura ambiente por un tiempo mayor a 2 h. Los rendimientos en crudo de las
reacciones fueron de 95% para L1, 93% para LN1, 86% para L2 y 89% para LN2.

0 (CHz)n
_N/ \N_
H
CH - 4
H+ /( 2)n\ — +H,0
N N OH
on \ /
0 (CHa)n
/7 N\
N N—
H (CHz)n —_—
* H2N/ \N— + H,0
H OH
OH

Figura 21. Sintesis de ligantes hemi-salen.

47



3.2.2 Sintesis de Ligantes Hidrogenados Tipo LHny LNHn (n =1y 2)
(NNO)

Un mmol de ligante Ln y LNn (n = 1,2) se disolvié en metanol, posteriormente se agreg6 1.5
mmol de NaBH, dividido en cinco porciones cada veinte minutos, como se muestra en la Figura
22. La disolucion color amarillo se tornd transparente, y se dejo reaccionar bajo agitacion por
treinta minutos. Pasado el tiempo, se agregaron 10 mL de agua y se dejo en agitacién durante

treinta min®’.

Los ligantes no se aislaron puesto que comenzaban a descomponerse a condiciones ambientales,
se caracterizaron comparando los resultados de los compuestos de coordinacién con los

compuestos con ligantes bases de Schiff.

/ (CHg)n

N
CH3OH /
+ NaBH,

k0

H
(CHz)n (CH

. ; _CHgOH . ;
+ NaBHy ———— + NaH3BOCH; + Hy

Figura 22. Sintesis de ligantes LNHn.

N—
H

+ NaH3BOCHj3 + H,

3.2.3 Sintesis de Compuestos de Coordinaciéon de Cu'' con Ligantes
Tridentados NNO, [Cu(NNO)(NO3)]

Un mmol de Cu(NOs3),2.5H,0 se disolvié en metanol y se agregd gota a gota un mmol del ligante
(Ln, LNn, LHn o LNHn) disuelto en etanol como se muestra en la Figura 23, la disolucion se
torné verde. Se agreg6 0.9 equivalentes de NaOH y la reaccion se dejé reaccionar por treinta min
y posteriormente el disolvente se evapord, el producto obtenido se precipité y se purificé con

lavados de metanol frio y éter.

CH CH
/( 2)n\ /( 2)n\/_H

~—N N— —N N
H NaOH / . +3.5 H,0 + NaNOs
+ Cu(NO3), 2.5 H,0 - N
ONO
OH <\_>70 2

Figura 23. Sintesis de compuestos [Cu(Ln)(NO3)].
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3.24 Sintesis de Compuestos de Coordinacion Mixtos [Cu(N-
N)(NNO)]PFs

Un mmol de Cu(NOs3),2.5H,0 se disolvio en 15 mL de metanol, y se goted lentamente 1 mmol
de 4,4 -dimetil-2,2"-bipiridina (dmbpy) disuelto en 60 mL de etanol anhidro. Terminada la
adicion, un mmol del ligante secundario NNO (Ln, LNn, LHn o LNHn) se disolvio en 60 mL de
etanol anhidro y se gote6 lentamente sobre la mezcla de reaccidn y se dejo treinta min en
agitacion. Se agregd 0.9 mmol de NaOH diluido en etanol y se afiadi6 gota a gota y se dejé en
agitacion por treinta min. Por ltimo, se afiadié 1 mmol de KPFs y se dejo en agitacion durante
dos horas mas, como se ilustra la Figura 24. Terminada la reaccion se concentrd la disolucién y
se precipitd el compuesto afiadiendo agua fria. Se lavo el producto obtenido con agua y con etanol
y se filtré usando papel filtro al vacio. EI compuesto obtenido se lavé con gotas de agua tibia para

filtrar impurezas, el s6lido obtenido se lavo con éter etilico y se secé al vacio.

(NO3),
+ Cu(NO3),2.5H,0 - >

\ / \ 3)2 2 \ N/ \N /

N N ~. .~

N

H,O OH,
(NO3),
(CHy)n B (CHz)n "|PFs
_— _ VAN /N M
N N— P
+ PFg
\ N/ \N / 6, +2NO5 + 2 Hy,0
\Cu/ OH
H20/ \OHZ

Figura 24. Sintesis de [Cu(dmbpy)(Ln)]PFe.

Para los compuestos [Cu(dmbpy)(L3)]PFs y [Cu(dmbpy)(LN3)]PFs se usd una ruta de sintesis
distinta. Se disolvié nitrato en cobre en etanol y se afiadi6 gota a gota 1 mmol de 4,4 -dimetil-
2,2 -bipiridina disuelta en etanol, terminada la adicion se agregd gota a gota 1 mmol del
saliciladehido correspondiente disuelto en etanol. Posteriormente, se agregé 0.8 mmol de NaOH
y se dejé reaccionar 20 minutos. Por ultimo, se adicion6 1 mmol de 1,4-diaminbutano y se dejé
reaccionar por una hora y se afiadié 1 mmol de KPFs y se dej6 en agitacion durante dos horas
mas, como se muestra en la Figura 25. La purificacion de los productos obtenidos fue la misma
que en el caso anterior, se concentrd la mezcla de reaccion al evaporar parte del disolvente, se
afiadié agua para precipitar el compuesto y se filtr6 al vacio ocupando un papel filtro, por Gltimo,
al producto obtenido se lavd con gotas de agua tibia para filtrar impurezas, y el sélido obtenido

se lavé con éter etilico y se seco al vacio.
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Figura 25. Sintesis de [Cu(dmbpy) (L3)]PFe.

3.3 Caracterizacion
Los espectros de IR se realizaron en un equipo Nicolet AVATAR 320 FT-Ir en un intervalo de
4000 — 400 cm™. Las muestras fueron previamente molidas y diluidas en KBr (Sigma Aldrich)

grado espectroscopico para posteriormente preparar una pastilla.

Los experimentos de andlisis elemental fueron realizados en la Unidad de Servicio de Apoyo a la
Investigacion y a la Industria (USAII), se empleo un analizador elemental EAGER 200 (EAGER
200 CHNS/method).

El anélisis de conductividad se realizé en un conductimetro JENWAY 4350 Conductimetry and
pHmeter, que fue previamente calibrado con disoluciones de KCI 1.0, 0.1 y 0.01 mol L. Se
prepararon disoluciones de cada compuesto en una concentracion de 0.001 mol L en DMSO y

en metanol.

Los ligantes bases de Schiff NNO se caracterizaron por resonancia magnética nuclear de proton
RMN-H, los experimentos se realizaron en la USAII, en un equipo VARIAN VNMRS 400 MHz.
20 mg de los compuestos fueron disueltos en 1 mL de DMSO deuterado, los desplazamientos

guimicos se reportaron en ppm relativos al estandar interno tetrametilsilano (TMS).
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Los espectros electrénicos fueron obtenidos en un espectrofotdémetro GENESYS 10S THERMO
SCIENTIFIC de arreglos de diodos en un intervalo de 100 - 1100 nm, se utilizé una celda de
cuarzo de 3 mL. Para determinar los espectros electrénicos de los compuestos de coordinacion se

prepara una disolucion de concentracion 0.001 mol Lt en DMSO.

Los espectros de resonancia paramagnética electronica fueron realizados en el Instituto de
Quimica de la UNAM, en un equipo JEOL JES-TE300 equipado con un sistema criogénico
ITC%%, La muestra en sélido se midi6 en una celda plana a temperatura ambiente y las muestras
en disolucion de DMSO 0.001molL* se midieron a 77 K usando nitrégeno liquido para congelar
la muestra. ElI campo externo magnético se calibré usando un gaussémetro de precisién JEOL
ES-FC5 y frecuencia de microondas con un contador de frecuencia 5330B HP. El campo
magnético centrado utilizado fue de 301.415 mT, un poder de microondas de 1 mW y frecuencia
de 2.02 GHz.

La espectrometria de masa de los ligantes bases de Schiff se realizé en la USAIl mediante la
técnica de APCI acoplado a cromatografia en un equipo LECO PEGASUS IIl. Las muestras de
los compuestos de coordinacion fueron evaluadas en el Instituto de Quimica de la UNAM
utilizando el método de ionizacion de FAB+ en un equipo JEOL The AccutTF JMS-T100.LC.

Para obtener los cristales se prepararon soluciones saturadas del compuesto correspondiente en
metanol (Quimica Alvi, CDMX, MXx) y se dejaron evaporar lentamente hasta obtener cristales.
Los monocristales de los compuestos [Cu(L1)(NO3)], [Cus(L2)sp®-OH](PFe).H20
[Cu(dmbpy)(L1)]PFs y [Cu(dmbpy)(LN1)]PFs elucidados en la USAII, se montaron sobre una
fibra de vidrio; los datos cristalogréaficos se recogieron con un difractometro Oxford Difraction
Gemini "A" con un detector de area CCD, con 1woka = 0.71073 A. Los parametros de la celda
unitaria se determinaron con un conjunto de tres corridas de 15 marcos (1° en w). Se utilizo el
método de escaneo de doble paso para excluir cualquier ruido.®® Los marcos recopilados se
integraron mediante el uso de una matriz de orientacion determinada a partir de los escaneos de
marcos estrechos. Las constantes de celda finales se determinaron mediante un refinamiento
global; los datos recolectados fueron corregidos por absorbancia usando una correccion de
absorcion numérica analitica usando un modelo de cristal multifacético basado en expresiones
sobre la simetria de Laue con reflejos equivalentes. ® Las soluciones y el refinamiento de la
estructura se realizaron con los paquetes SHELXS-2018'® y SHEL XL-2018.1% Se utilizaron los
software WinGX v2020.212 y MERCURY%, El refinamiento por minimos cuadrados de matriz
completa se llevd a cabo minimizando (Fo? — Fc?)2. Todos los atomos que no son de hidrégeno se
refinaron anisotropicamente. Los &tomos de H de los grupos amina (N-H) se ubicaron en un mapa
de diferencia y se refinaron isotropicamente con Uiso(H) de 1.2 Ueq para N-H. Los atomos de H

unidos a los a&tomos de C se colocaron en posiciones idealizadas geométricamente y se refinaron
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como montados en sus atomos originales, con C—H = 0.93- 0,99 A, Uisx(H) = 1.2Ueq(C) para los

grupos aromatico y metileno y Uiso(H ) = 1.5Ueq(C) para grupos metilo. Los datos cristalograficos

para todos los complejos se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Refinamiento de estructura y datos de cristal para los compuestos [Cu(LN1)(NOs3)], [Cu(dmbpy)(LN1)]PFs y
[Cus(L2)sp-OH](PFe)2"H20.

Clave de identificacion

[Cu(LN1)(NO3)]

[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs

[Cus(L2)3u-OH](PFe)2:H20

Férmula empirica
Peso de la formula
Temperatura
Longitud de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial
Dimensiones  de
unitaria

celda

Volumen

VA
Densidad (calculada)

Coeficiente de absorcion

F(000)
Tamafio de cristal (mm3)
Rango theta para la

recopilacion de datos
Rangos de indice

Reflexiones recogidas
Reflexiones independientes
Completitud a theta =
25.242°

Meétodo de refinamiento

Datos /  restricciones/
pardmetros

Bondad de ajuste en F2
indices R finales
[1>2sigma(l)]

Indices R

Mayor diferencia pico y
agujero

C14 His Cu N3 O4
352.83

130(2) K
0.71073 A
Monoclinica
P21
a=8.5848(5) A

b =7.2794(3) A
c=12.1840(8) A
a= 90°.

b= 107.658(7)°.
g=90°.

725.53(8) A
2

3
1.615 Mg/m

1527 mm L

362
0.470 x 0.260 x 0.100

3.454 a 30.127°.

-11<=h<=11, -10<=k<=9,
-17<=I<=15

7942

3567 [R(int) = 0.0276]
99.7%

Minimos cuadrados de

matriz completa en F2
3567/2/203
1.037

R1 =
0.0620
R1 =
0.0655

0.226y -0.318 eAS

0.0291, wR2

0.0341, wR2

CH27CuFs NsOP
620.02

130(2) K

0.71073 A

Triclinica

P-1

a=8.7577(5) A

b = 11.4666(6) A
¢ =13.5640(7) A
a= 95.388(4)°.
b= 98.250(4)°.

g = 104.041(5)°.

1295.93(12) A3
2

3
1.589 Mg/m

0.976 mm’*

634
0.440 x 0.360 x 0.100

3.462 a 30.144°.

-9<=h<=12, -
15<=k<=15, -18<=I<=18
11634

6431 [R(int) = 0.0263]
99.7%

Minimos cuadrados de
matriz completa en F2
6431/1/358

1.036

R1 =
0.0811
R1 =
0.0882

0.420y -0.382 eAS

0.0376, wR2

0.0488, wR2

C33Ha47.93Cu F12NeOsP2
1105.26

130(2) K

0.71073 A
Monoclinica

P 21/c

a=20.0874(9) A

b = 14.5416(5) A
c = 14.8448(6) A
a= 90°.
b=99.978(4)°
g=90°
4270.6(3) AS
4

3
1.719 Mg/m
1658 mm’
2244
0.460 x 0.400 X 0.028 mm"°
3.392 a 29.565°

-25<=h<=23, -18<=k<=19, -
19<=I<=16

24033

10134 [R(int) = 0.0744]
99.7%

Minimos cuadrados de matriz

completa en F2
10134 /0/556

1.275
R1=10.0884, wR2 =0.3165

R1=0.1346, wR2 = 0.3299

1.088 and -1.174 e.A'3

3.4 Meétodos Computacionales DFT

Los céalculos DFT de optimizaciéon de las estructuras se desarrollaron usando el programa

Gaussian 06 para Mac, el funcional usado y la base fue MO6/LANL2DZ. Para la fase solvatada

se usé un modelo de solvatacion SMD en dimetilsulféxido, n-octanol y agua.
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3.4.1 Calculo de LogP. Teorico

El logaritmo de particion se calcul6 tedricamente, se optimizaron las geometrias de los diferentes
compuestos por el método de la teoria del funcional de las densidades, usando un funcional M06,
base Lanld2dz y un modelo de solvatacion SMD. Las estructuras optimizadas fueron confirmadas
por un analisis minimo vibracional (ninguna frecuencia imaginaria). El logaritmo de particion

tedrico n-octanol agua fue calculado de acuerdo a la siguiente ecuacidn:104105

AGSol agua ~— GSol n—octanol
2.303RT

Donde AGsol €S el cambio de energia libre de solvatacion del estado estandar en un compuesto en

DFT — Log P =

n-octanol y en agua a 298.15 K. La energia libre de solvatacion en estado estandar se define como
la energia libre de transferencia de la fase gaseosa a la fase condensada, en las condiciones
estandar. Debido a que las energias libres en fase gaseosa se calculan con respecto a un estado
estandar de 1 atm, es necesario agregar un factor de correccién de RTIn 24.46 (es decir, 1.894

kcal mol™ a 298 K) para convertirlo al estado estandar de 1 mol dm™3 106:107,

3.5 Voltamperometria Ciclica
Los experimentos de electroquimica se realizaron en un potenciostato / galvanostato PAR273 con
un arreglo convencional de tres electrodos, utilizando un electrodo de trabajo de carbono vitreo,
como electrodo auxiliar un alambre de Pt y como electrodo de pseudorreferencia un alambre de
Ag. Como ajuste interno se referencié contra el par Fc*-Fc. Los experimentos se realizaron

compensando la caida 6hmica por retroalimentacién positiva del sistema.

Como electrolito soporte se utilizo hexafluorofosfato de tetrabutilamonio (TBAPFg) marca sigma-
aldrich (99.99% de pureza) y dimetilsulfoxido marca sigma-aldrich (99.9% de pureza)

previamente secado con perlas moleculares, y ferroceno marca sigma-aldrich (99.9% de pureza).

Se prepararon 10 mL de disolucion, con una concentracion 0.1 mol L del electrolito soporte y
0.001 mol L del compuesto de coordinacion. Los experimentos se llevaron a cabo bajo el

burbujeo de nitrdgeno gaseoso.

Se realizaron experimentos de inversidn de potencial a diferentes velocidades de barrido, hacia

potenciales positivos y negativos iniciando desde el potencial de corriente nula.

3.6 Lineas celulares

Se emplearon las lineas celulares HeLa y MDA-MB-231, adenocarcinoma de cérvix y de mama,
obtenidas por crecimiento adherente derivadas de tumores sdlidos humanos. Las células fueron
cultivadas en medio DMEM-F12 por sus siglas en inglés (Dulbecco’s Modified Eagle’s
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Medium/Ham’s Nutrient Mixture F-12), que contiene L-glutmina 2.5 mM, HEPES 15 mM,
piruvato de sodio 0.5 mM y bicarbonato de sodio 1200 mg L, con rojo fenol, suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB, Biowest), 1% de antibiotico y antimicotico (Anti-Anti, Biowest),
y 1% de aminodcidos no esenciales (ANE, Biowest), en cajas de cultivo de plastico estériles
CORNING de 75 cm? e incubadas a 37 °C y en atmoésfera de CO, al 5%, en una incubadora
CO2cell MMM Group. Para el mantenimiento de las células, se cambié el medio cada dos dias

lavando las células con una solucién tampon salina de fosfatos (PBS) a un pH de 7.1-7.3.

3.6.1 Proliferacion Celular

Las células se encontraban congeladas a una temperatura de -196 °C en un contenedor de
nitrégeno, los crioviales contenian 1 mL de suspensién celular mas 50 yuL de DMSO. La
suspensién de células se descongel6 a temperatura ambiente y agregé 1 mL de medio DMEM-
F12 suplementado. La suspensién se transfirié a un tubo falcon de 15 mL con 5 mL de medio y
se centrifug6 por 5 min a 1500 rpm. El sobrenadante se decant0 y se agreg6 1 mL de medio para
resuspender las células. Las células se cultivaron en botellas de cultivo que contenian 8 mL de
medio DMEM-F12 suplementado con SFB y se dejaron incubar a 37 °C y 5% de atmdsfera de
CO,. Cuando las células se adhirieron a la superficie de la botella, se cambi6 el medio y se dejaron

proliferar hasta que hubiera un 80% de abundancia o confluencia.

3.6.2 Conteoy Comprobacion de la Viabilidad

Los cultivos con 80% de confluencia se trataron afiadiendo 5 mL de una solucion de verseno
(EDTA y PBS) durante 6 min a 37 °C, obteniendo una suspension celular que se diluy6 en medio
DMEM-F12 y se centrifug6 a 1500 rpm. El boton celular se decantd y se resuspendié en medio
nuevo y se realizo el conteo celular en una cAmara de Neubauer mediante el método de exclusién

con azul tripano 0.4%

3.6.3 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Media de los

Compuestos de Coordinacion

Para la determinacidn de la citotoxicidad de los compuestos de coordinacién se empled el ensayo
de MTT realizando modificaciones'®%. Se usaron cajas de 96 pozos, en cada uno de los pozos
se cultivaron 10,000 células en medio DMEM-F12 (100 pL), se incubaron por 24 h a 37 °C en
atmosfera de CO- al 5%. Pasado el tiempo el medio se retird y coloc6 90 pL medio nuevo con 10

UL de las disoluciones de los compuestos a probar disueltos en una mezcla DMSO:H-0, 1:9, para
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que la concentracién final del DMSO en cada pozo fuera del 1%. Las concentraciones evaluadas
para los compuestos no mixtos, fueron de 120, 100, 80, 40 y 20 uM, y para los compuestos mixtos
fueron de 40, 20, 10, 5y 1 uM, debido a que los compuestos mixtos son mas activos y se tuvieron

que utilizar concentraciones menore para determinar la Clso.

Los resultados se compararon con el control negativo, que solo contenia el medio de cultivo y el
control positivo que contenia la mezcla de disolvente usada para disolver las muestras. Por placa
se probaron cuatro compuestos y cada uno se evalu6 por cuadriplicado, como se muestra en la

Figura 26.

Las células estimuladas con los compuestos se dejaron incubar durante 24 + 2 h. Posteriormente,
el medio con el tratamiento se retird y se afiadieron 30 pL de una disolucion de 0.5 g/mL de MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-difeniltetrazolio) disuelto en PBS. Las células se
dejaron incubando por 4 h, se retir6 el sobrenadante y los cristales de formazan se disolvieron en
100 pL de una disolucion de isopropanol (1620 mL de isopropanol, 300 mL de SDS al 20% y 10
mL de HCI 1N), se dejé reposar durante 10 min y la placa se ley6 en el lector de microplacas
Elisa (AgileReader®) en una longitud de 570 nm. El procedimiento se repitio tres veces mas de

manera independiente.

90 uL medio + 10 pL del compuesto disuelto
en H,0:DMSO 9:1

111213 4 5 6 7|8 9 10 11 12
AL,
B g Compuesto 1 Compuesto 2
s
@ <| 8
D g|=
E 2|2
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Q
£
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Figura 26. Esquema del ensayo de inhibicién celular.

El porcentaje de inhibicion celular se calcul6 usando la siguiente formula:
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%I =100 — (100 X g)
Donde:
%I = porcentaje de Inhibicidn celular
T = Absorbancia del pozo con tratamiento
C = Absorbancia del pozo sin tratamiento

Finalmente se construyeron curvas de concentracion respuesta (CR) graficando el %I en funcion
del logaritmo de la concentracion del compuesto a evaluar en unidades de micromolar (uUM). Las
gréficas se ajustaron utilizando el programa Origin Pro 5. De la ecuacién obtenida de los ajustes

realizados se calcularon las concentraciones de inhibicion media (Clso).

3.7 Interaccion con ADN

3.7.1 Espectroscopia Electronica.

Se determing la interaccion de los complejos con ADN lineal. Se us6 ADN de ternera, (CT-ADN,
por sus siglas en inglés) disuelto en amortiguador, NaCl 0.5 mM / Tris-HCI 5 mM a pH = 7. Para
determinar la pureza del ADN y se determind el cociente de absorbancias en 260 nm y 280 nm,
para la muestra usada fue de 1.85, indicando que el ADN se encontraba libre de proteinas. El
ADN se cuantifico mediante su absorcion en 260 nm usando el coeficiente de absortividad molar
(6600 dm*mol-*cm™).

Para determinar la constante de unién (Ky) se realizaron titulaciones de los compuestos de
coordinacion, los detalles de los experimentos se muestran en la Tabla 2. Se prepararon 2000 pL
de la disolucién de los complejos con una concentracion aproximada de 10 uM, disueltos en una
disolucion amortiguadora (0.5 mM NaCl/5 mM Tris-HCI a pH=7) y al 5% en DMSO. A la
disolucion anterior se le afiadieron alicuotas de 10 pL de la disolucion de ADN, cuantificada
previamente, con la finalidad de ir variando la concentracion de éste, los detalles experimentales
se muestran en la Tabla 2 para el compuesto [Cu(dmbpy)(LN1)]*. Posterior a cada adicion se
colect6 un nuevo espectro de electrénico usando un espectrofotémetro Cary 60. El cociente r =
[complejo]/[ADN] varié entre 9.5 — 0.4%,

La constante de formacion se determin6 evaluando la fuerza de interaccién entre el complejo y el
ADN, aplicando la ecuacién de Benesi—Hildebrand!!?, graficando Ao/(A-Aq) vs. 1/[ADN],
siguiendo la absorbancia de una de las bandas presentes entre 260- 270 nm.
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Donde Ao y A son la absorbancia del complejo libre y el complejo unido al ADN; &; Y €y4_¢ SOn

sus coeficientes de extincion molar (H y G por su traduccion en inglés huésped e invitado).

Tabla 2. Detalles del experimento de la titulacion de [Cu(dmbpy)(LN1)]* con CT-ADN.

No. Volumen  Volumen Volumen [Complejo] [ADN] r=
Titulacion  afiadido total total (uMm) (uM)  [Complejo]/[ADN]
CT-ADN afiadido (uL)
(uL) de ADN

(uL)

1 0 0 2000 0 0

2 10 10 2010 13 7.38 7.38
3 10 20 2020 2.5 3.69 3.69
4 10 30 2030 3.8 2.46 2.46
5 10 40 2040 5.0 1.85 1.85
6 10 50 2050 6.2 1.48 1.48
7 10 60 2060 7.4 1.23 1.23
8 10 70 2070 8.6 1.05 1.05
9 10 80 2080 9.8 0.92 0.92
10 10 90 2090 11.0 0.82 0.82

3.7.2 Electroforesis en Gel.

Para llevar a cabo los estudios de electroforesis se utiliz6 el plasmido pBR322 de E. coli (Sigma-
Aldrich) que presenta dos isoformas, superenrollada (Forma 1) y circular (Forma Il). Su peso

molecular es de 2.9x 10° Dalton, y contiene 4363 pares de bases.

El plasmido se suspendid en un mililitro de agua estéril y se cuantificd espectroscépicamente
usando el NanoDrop marca Thermofisher, donde 1 unidad de absorbancia corresponde a 50 ng
uL™. La concentracion del plasmido fue de 67.2 ng uL* y el cociente de la absorbancia (Aeo/Azso)

fue de 1.91, indicando que se encuentra libre de proteinas®.

Se prepararon geles de agarosa al 1% disuelto en buffer TBE 0.5x (Tris, acido bérico, EDTA), se

uso una camara de electroforesis acondicionada con un peine de ocho pozos.

Para la evaluacion de los compuestos con el plasmido se siguié el siguiente esquema de reaccion
mostrado en la Tabla 3 las muestras se dejaron incubando por 30, 180 y 720 min a 37 °C. En cada
experimento se evaluaron tres compuestos distintos a una concentracion de 85 uM en presencia

y ausencia de peroxido de hidrégeno 10 pM*%2,

Posterior al tiempo de incubacion a 10 uL de muestra se le afiadieron 2 uL de buffer de carga
(25% de azul de bromofenol y 40% de sacarosa en agua), y se afiadieron 6 puL de muestra en cada

pozo. El experimento se corrié por 140 min a una corriente de 75 V.
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Tabla 3. Condiciones de reaccidn usadas para evaluar la interaccion de los compuestos de coordinacién con el
plasmido pBR322 en presencia y ausencia de per6xido de hidrédgeno en un volumen total de 20 pL.

Pozo

Condiciones de reaccién

1

0 N O Wb

4 uL ADN (300 ng) + 16 pL agua estéril

4 uL ADN (300 ng) + 2 pL H202 (10 pM) + 14 pL agua estéril

4 uL ADN (300 ng) + 2 pL Compuesto 1 (85 uM) + 14 pL agua estéril

4 uL ADN (300 ng) + 2 puL H202 (10 uM) +2 pL Compuesto 1 (85 puM) + 12 L agua estéril
4 uL ADN (300 ng) + 2 uL Compuesto 2 (85 uM) + 14 pLagua estéril

4 uL ADN (300 ng) + 2 pL H202 (10 uM) + 2 pL. Compuesto 2 (85 uM) + 12 uL agua estéril
4 uL ADN (300 ng) + 2 pL Compuesto 3 (85 uM) + 14 uL agua estéril

4 uL ADN (300 ng) + 2 pL H202 (10 uM) + 2 pL Compuesto 3 (85 uM) + 12 uL agua estéril

Los geles se tifieron usando una disolucién de bromuro de etidio (0.05 pL/mL) sumergiéndolos y

manteniéndolos en agitacion por 25 minutos, posteriormente se removié el exceso de bromuro de

etidio sumergiendo los geles en agua destilada bajo agitacion por 5 min. Las bandas se observaron

usando un trasiluminador de UV.
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4. Resultados y

Discusion



4.1 Ligantes

Se sintetizaron cuatro ligantes bases de Schiff, L1, L2, LN1y LN2, ilustrados en la Figura 27. Se
caracterizaron por las técnicas de espectroscopia de infrarrojo, espectrometria de masas por el
método de ionizacion APCI y por resonancia magnética nuclear de proton (RMN-1H).

La sintesis de los ligantes L3 y LN3 fue distinta a la reportada para el resto de los ligantes, esto
fue debido a la diimina utilizada, ya que para los ligantes L1, LN1, L2, LN2 se partié de N-
metiletano-1,2-diamina y N-metilpropano-1,3-diamina, que contiene una amina primaria y una
secundaria con un metileno, por lo que la condensacion con el aldehido sélo se llevaba a cabo
entre el carbonilo y la amina primaria, formando al ligante asimétrico.

Para los ligantes L3y LN3 la diamina de la cual se partio es la 1,4-butanodiamina, ambas aminas
son primarias y la condensacion con el aldehido puede llevarse a cabo por ambas.
Experimentalmente, cuando la reaccién de condensacion se llevo a cabo, a pesar de intentar por
rutas diferentes, siempre se obtenian los productos de la doble condensacion (ligante salbu
tetradentado) y no el ligante asimétrico tridentado. Para la obtencion de los ligantes deseados, se
realizo la sintesis templada a partir de la coordinacion de los ligantes salicilaldehidato y la dmbpy
al cobre; y posteriormente se afiadio la 1,4-butanodiimina; como se describi anteriormente. Por
este motivo los ligantes L3 y LN3 no se caracterizaron individualmente, pero se confirmé su
obtencion mediante la caracterizacion de los compuestos [Cu(dmbpy)(L3)]" vy
[Cu(dmbpy)(LN3)]*.

/N /\

LN3

Figura 27. Estructura de los ligantes L1, LN1, L2, LN2, L3y LN3.
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Los ligantes hidrogenados derivados de las bases de Schiff ilustrados en la Figura 28 no se
caracterizaron puesto que previo a su purificacion, comenzaban a oxidarse si no se conservaban
a temperaturas bajas. Por tal motivo, en la sintesis de los compuestos de coordinacion los ligantes
se sintetizaron y se utilizaron en ese mismo momento. La obtencion de estos se comprobd
mediante la caracterizacién de los compuestos de coordinacion al comparar los resultados con los

complejos con los ligantes bases de Schiff.

Los ligantes hidrogenados derivados de L3y LN3 no se obtuvieron, puesto que al sintetizarse por
una sintesis templada no se podia llevar a cabo la reduccion de la base de Schiff cuando se

encontraban coordinados al cobre, ya que el cobre también podia reaccionar con el reductor.

/\ / N\

NH HN— NH HN—
OH  LH1 OH LNH1
NH HN— NH/\HN
OH OH

LH2 LNH2

Figura 28. Estructura de los ligantes LH1, LNH1, LH2 y LNH2.
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4.1.1 Espectroscopia de Infrarrojo

El espectro de infrarrojo del ligante L1 se ilustra en la Figura 29, en frecuencias altas se observa
la sefial caracteristica del estiramiento O-H en 3429 cm correspondiente al fenol, en 3059 cm™
encontramos las bandas del estiramiento Ca-H que corresponden a las sefiales del anillo
aromatico, en 2914 cm™ se observan las sefiales de estiramiento de C-H correspondientes a los
metilenos y al metilo. En frecuencias mas bajas se observa la banda caracteristica de la vibracion
de estiramiento del grupo imina C=N en 1632 cm™ que indica que la condensacion entre la amina
y el aldehido se llevo a cabo correctamente. Se aprecian las vibraciones de estiramiento de C=C
en 1583 cm™y en 1497 cm? la sefal correspondiente al enlace C-N. Las vibraciones de
estiramiento de Ar-O aparecen en 1279 cm™™,
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Figura 29. Espectro de infrarrojo del ligante L1.

En general, los espectros obtenidos para los ligantes L2, LN1 y LN2 son muy similares con el
descrito arriba, los espectros se muestran en las Figuras 1.1 a I.IV del Anexo I. En la Tabla 4 se
presentan los resultados de las principales bandas correspondientes a los enlaces presentes en los
ligantes sintetizados.
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Tabla 4. Bandas de infrarrojo seleccionadas en cm™ de los ligantes bases de Schiff.

Clave vO-H vN-H vC-Har vC-H vC=N vC=C vC-N vC-O
L1 3429 3059 2947 1632 1583 1497 1279
L2 3390 3055 2949 1632 1589 1460 1255

LN1 3425 3641 3053 2943 1633 1545 1446 1265
LN2 3396 3626 3064 2945 1633 1545 1493 1360
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4.1.2 Espectrometria de Masas

Se realizaron los experimentos de espectrometria de masas de los ligantes L1, L2, LN1y LN2
por el método de ionizacion APCI. En la Figura 30 se muestra el espectro de ligante L2, la masa

exacta del compuesto corresponde a 192 y el ion molecular encontrado también a 192 m/z.

En la Tabla 5 se muestra un resumen de los resultados obtenidos para todos los ligantes, para el
L1 la masa exacta es de 178 y el ion molecular corresponde a 178 m/z, para el ligante LN1 la
masa exacta es de 228, sin embargo, no se encontré el ion molecular, que puede deberse a que
éste no sea estable a tales condiciones o0 a que no sea sensible al método de ionizacion. Para el

ligante LN2 la masa exacta corresponde a 242 y el ion molecular encontrado fue de 242 m/z.

Los espectros se encuentran en el Anexo Ill, en las Figuras Ill.1a IV.
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Figura 30. Espectro de masas por APCI de L2.

Tabla 5. Resultados de espectrometria de masas por APCI para los ligantes.

Clave Masa m/z
exacta

L1 178 178

L2 192 192

LN1 228

LN2 242 242
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4.1.3 Resonancia Magnética Nuclear

Se realizaron los espectros de RMN-H de los ligantes L1, L2, LN1 y LN2, en la Figura 31 se
muestra el espectro del ligante LN1 y el espectro simulado (en color negro) en el programa
ChemDraw Profesional. Para LN1 el proton 1 corresponde a un metilo que aparece como un
singulete en & 3.15 ppm puesto que se encuentra vecino a un atomo de nitrégeno, el proton 2
corresponde a un metileno que aparece como un triplete en § 2.72 ppm, el protén 3 que también
corresponde a un metileno aparece como un triplete desplazado hasta 6 3.6 ppm debido a que se
encuentra vecino al nitrégeno del grupo azometino. El protén 4 que corresponde al carbono del
azometino aparece como un singulete desplazado hasta § 8.29 ppm. Los demés protones que
corresponden a los anillos aromaticos aparecen en un intervalo de § 6.6 a 8.0 ppm que se asignan
de acuerdo a la multiplicidad y al desplazamiento de estos. Los espectros de los demas ligantes
son similares, sin embargo, presentan diferencias dependiendo del nimero de protones dentro de
la estructura. Para el ligante L1 el proton 4, que corresponde al carbono del azometino aparece

como un singulete en § 8.28 ppm, al igual que LN1, el espectro se muestra en Anexo IV en la

Figura IV.1.
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Figura 31. Espectro experimental (azul) y simulado (negro) de RMN-'H de LN1 en DMSO-de.
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En los espectros, ademas de las sefiales de los protones del ligante sintetizado, se observan sefiales
del disolvente empleado en la sintesis, que fue etanol y también se observar otras sefiales, debidas
a impurezas, puesto que el ligante al estar expuesto mucho tiempo al ambiente puede comenzar a

descomponerse al hidrolizarse la base de Schiff.

En la Figura 32 se muestra en espectro del ligante LN2 y el espectro simulado (en color negro).
La asignacion de protones cambia con respecto al ligante LN1 puesto que LN2 presenta un
metileno mas. El proton 1 corresponde a un metilo que aparece como un singulete de muy baja
intensidad en & 2.88 ppm, el proton 2 corresponde a un metileno que aparece como un triplete en
& 2.52 ppm, el proton 3 que también corresponde a un metileno aparece como un quintuplete en
6 1.42 ppm, el proton 4, vecino al nitrégeno de la base de Schiff aparece en § 3.53 ppm con una
baja definicion. El protén 5 que corresponde al hidrogeno del enlace H-C=N no se observo, sin
embargo, los espectros de infrarrojo corroboraron la presencia de este enlace al mostrar una banda
en 1633 cm™. Los demas protones que corresponden a los anillos aromaticos aparecen en un
intervalo de § 6.7 a 8.0 ppm que se asignan de acuerdo a la multiplicidad y al desplazamiento de
éstos. Para el ligante L2 el proton 5, que corresponde al carbono del azometino aparece como un

singulete en & 8.28 ppm, el espectro de L2 se muestra en Anexo 1V en la Figura IV.I1.
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Figura 32. Espectro experimental (azul) y simulado (negro) de RMN-'H de LN2 en DMSO-ds.
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4.2  Compuestos de Coordinacion de Cobre(ll)

Se sintetizaron ocho compuestos de coordinacion con férmula general [Cu(NNO)(NO3)] con
ligantes bases de Schiff y sus derivados hidrogenados mostrados en la Figura 33, donde se
muestran las estructuras propuestas y la nomenclatura empleada. Se caracterizaron por las
técnicas de espectroscopia de infrarrojo, espectroscopia electronica, anélisis elemental,
conductividad, resonancia paramagnética electrénica, espectrometria de masas por el método
FAB+, por voltamperometria ciclica y para [Cu(LN1)(NOs)] y [Cus(L2)su-OH](PFs)2. H20 por
cristalografia de rayos X de monocristal.

Ademas, se sintetizaron diez compuestos ternarios de cobre(ll) con férmula general
[Cu(dmbpy)(NNO)]PFs, con ligantes bases de Schiff y sus derivados hidrogenados. Se
caracterizaron por las técnicas de espectroscopia de infrarrojo, espectroscopia electrdnica, analisis
elemental, conductividad, resonancia paramagnética electrénica, espectrometria de masas por el
método FAB+, por voltamperometria ciclica y para [Cu(dmbpy)(L1)]PFs vy
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs por difraccion de rayos X de monocristal. Las estructuras propuestas y la
nomenclatura empleada se muestran en la Figura 34.

Los dieciocho compuestos obtenidos presentaron una coloracion verde en diferentes tonalidades

y los rendimientos en la sintesis variaron del 53% — 82%, como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Rendimientos de la reaccion de sintesis de los compuestos de coordinacion.

Clave Rendimiento (%6)
[Cu(L1)(NO3)] 74
[Cu(L2)(NO3)] 79

[Cu(LN1)(NOs3)] 82
[Cu(LN2)(NO3)] 57
[Cu(LH1)(NO3)] 78
[Cu(LH2)(NO3)] 65
[Cu(LNH1)(NO3)] 72
[Cu(LNH2)(NO3)] 79
[Cu(dmbpy)(L1)]PFs 77
[Cu(dmbpy)(L2)]PFs 55
[Cu(dmbpy)(L3)]PFs 82
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs 76
[Cu(dmbpy)(LN2)]PFs 80
[Cu(dmbpy)(LN3)]PFs 67
[Cu(dmbpy)(LH1)]PFs 59
[Cu(dmbpy)(LH2)]PFs 55
[Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs 81
[Cu(dmbpy)(LNH2)]PFs 78

Los compuestos [Cu(phen)(L1)]PFs y [Cu(phen)L2]PFs fueron sintetizados por la M. en C. Areli
Silva Becerril, en su tesis de maestria®, la caracterizacion de estos complejos se muestra en su
trabajo, sin embargo, en esta tesis se utilizaron estos complejos y se realizaron los estudios de
RPE, voltamperometria ciclica y la determinacion de la Clso, con la finalidad de comparar el

efecto del ligante phen con la dmbpy sobre la actividad biolégica en células tumorales.
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Figura 33. Compuestos de coordinacion sintetizados y nomenclatura empleada para los compuestos [Cu(NNO)(NO3)].
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Figura 34. Compuestos de coordinacion mixtos [Cu(N-N)(NNO)]PFs y nomenclatura empleada.
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4.2.1 Espectroscopia de Infrarrojo

En la Tabla 7 se presentan los resultados de las principales bandas correspondientes a los enlaces
presentes en los compuestos sintetizados. Se observa la banda caracteristica de la vibracion de
estiramiento del grupo azometino en 1630 cm™. El estiramiento del enlace C-H de los anillos
aromaticos en 3040 cm™, C=C en 1570 cm™; una banda intensa y ancha caracteristica de las
vibraciones de estiramiento del enlace O-H en 3420 cm™ debida a la humedad en la muestra. Con
respecto al puente que une a los atomos de nitrégeno, las vibraciones de estiramiento de los
metilenos en 2945 cm™ y las vibraciones de C-N en ~1490 cm™. Para los compuestos no mixtos
la banda del grupo NO3s™ en 1384 cm™, lo que indica que el nitrato se encuentra como contraion,
en la Figura 35 se muestra el espectro de infrarrojo para el compuesto [Cu(L1)(NO3)] y en el

Anexo | en las Figuras 1.V a 1.XXII se muestran los espectros para el resto de los compuestos.
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Figura 35. Espectro de infrarrojo de [Cu(L1)(NO3)].

Para los compuestos de coordinacion con ligantes hidrogenados LH1, LH2, LNH1 y LNH2 se
observé que la banda caracteristica del grupo azometino en 1630 cm™* desaparece, se distinguio
una banda nueva en 3450 cm™? caracteristica del estiramiento del enlace N-H para aminas
primarias o secundarias, lo que indic6 la hidrogenacion del grupo azometino y la formacién de
una amina secundaria. En los espectros también se siguen apreciando las bandas caracteristicas

de estos ligantes, tales como Ar-O en 1270 cm™, C=C en 1600 cm?, C-N en 1450 cm? y las
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bandas caracteristicas debidas a C-H de anillo arométicos por arriba de 3000 cm? y C-H de

metilos en metilenos en 2950 cm™.

En la sintesis de los compuestos ternarios de cobre se realizé el intercambio del contraion por
PFg, en los espectros de infrarrojo se observa este cambio, aparecen dos nuevas bandas en 882
cm? y 557 cm™? que corresponden a las vibraciones del enlace P-F. También se observaron las
bandas caracteristicas del ligante tridentado y de la 4,4 -dimetil-2,2"-bipiridina, como se muestra

en la Figura 36. El resumen de los resultados obtenidos se muestra en la Tabla 7.
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Figura 36. Espectro de infrarrojo de [Cu(dmbpy)(L1)]..
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Tabla 7. Bandas de infrarrojo seleccionadas en cm de los compuestos de coordinacién con cobre(l1).

Clave vO-H vN-H vC-Har vC-H vC=N vC=C vC-N vC-O vN-O vP-F
[Cu(L1)(NO3)] 3421 3193 2929 1637 1540 1448 1384
[Cu(L2)(NO3)] 3430 3108 3025 2927 1627 1544 1450 1282 1384

[Cu(LN1)(NO3)] 3436 3239 3011 2933 1621 1540 1463 1278 1384

[Cu(LN2)(NO3)] 3438 3047 2933 1618 1544 1384 1292 1384

[Cu(LH1)(NO3)] 3425 3245 2933 1596 1483 1270 1384

[Cu(LH2)(NO3)] 3425 3241 3012 2931 1594 1481 1268 1384

3191
[Cu(LNH1)(NO3)] 3429 3282 3064 2927 1591 1465 1275 1384
[Cu(LNH2)(NO3)] 3428 3239 3066 2941 1592 1290 1384
Compuestos mixtos

[Cu(dmbpy)(L1)]PFs 3421 3290 3074 2927 1639 1531 1450 1349 838, 557
[Cu(dmbpy)(L2)]PFs 3431 3671 3060 2923 1621 1533 1450 1351 842, 559
[Cu(dmbpy)(L3)]PFs 3432 3652 3060 2925 1619 1539 1448 1324 842, 557
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs 3452 3253 3061 2953 1620 1541 1419 1365 839, 557
[Cu(dmbpy)(LN2)]PFs 3433 3267 3066 2926 1618 1541 1439 1363 843, 557
[Cu(dmbpy)(LN3)]PFs 3429 3059 2927 1618 1542 1463 1363 842, 557
[Cu(dmbpy)(LH1)]PFs 3436 3646 3070 2925 1618 1517 1475 1384 842, 557
[Cu(dmbpy)(LH2)]PFs 3425 3627 3064 2946 1618 1598 1452 1384 840, 559
[Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs 3421 3641 3079 2971 1619 1560 1415 1384 842, 557
[Cu(dmbpy)(LNH2)]PFs 3430 3633 3074 2948 1618 1562 1447 1382 842, 557
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4.2.2 Espectroscopia de Infrarrojo ATR

Se realizd la espectroscopia de IR-ATR de los compuestos no mixtos, es una técnica no
destructiva en comparacion con la preparacion de la dilucién de la muestra en KBr y la
preparacion de la pastilla. Los espectros presentan las bandas mencionadas anteriormente para los
distintos tipos de enlace, sin embargo, se observé una diferencia con respecto a la técnica por
pastilla. Las vibraciones para los enlaces N-O del ion nitrato aparecen en 1384 cm?, que es
caracteristica para el NO3 como contraion, mientras que en ATR esta sefial no se observa, como
se ilustra en la Figura 37, por lo que se propone que el nitrato forma parte de la esfera de

coordinacion.
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Figura 37. Espectro de infrarrojo de [Cu(L1)(NOs)] por ATR.

El nitrato es un ligante que se puede coordinar por los &tomos de oxigeno de varias formas, en la
Figura 38 se ilustran dos, de forma bidentada (a) y monodentada (b). Para poder diferenciar los
NOj3 que se coordinan de forma bidentada o0 monodentada la espectroscopia es una técnica muy
atil. En la Figura 38 a) se observan dos tipos de enlace N-O, el primero donde los oxigenos se
encuentran coordinados al metal y el segundo donde el oxigeno esta libre, por lo que se
observarian dos bandas distintas. Para la forma b) también presenta dos tipos de enlace N-O al

igual que la forma a) y ambos presentan bandas similares. Sin embargo, la separacion de las
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bandas de mayor frecuencia es la que determina el modo de coordinacién. Los compuestos
bidentados (forma a) presentan una separacion mas grande en la banda de mayor frecuencia, que
los monodentados. Si el A es mayor a 100 cm™ se considera que nitrato se coordina de forma

bidentadal*®1%.
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Figura 38. Formas en las que el nitrato se puede coordinar a un metal.

Por ATR se observé que la banda de los nitratos aparece desdoblada y se desplaza a 1447 cm?y
1306 cm™, como se muestra en la Figura 37. Para todos los compuestos excepto para
[CU(LNH2)(NO3)], el A es mayor a 100 cm™, que indica que el nitrato se coordina de forma
bidentada. Para [Cu(LNH2)(NO3)] las vibraciones del enlace N-O también se observa desdoblada
en 1352 cm™y 1322 cm? y el A es igual a 30 cm™, que indica que el nitrato se coordina de forma

monodentada. Los resultados se encuentran resumidos en la Tabla 8.

Tabla 8. Bandas de infrarrojo en cm del grupo nitrato en compuestos de coordinacién de Cu'.

Clave wWN-O (cm?) A (cm- Modo de
1 coordinacion
[Cu(L1)(NO3)] 1447, 1306 141 Bidentado
[Cu(L2)(NO3)] 1449, 1281 168 Bidentado
[Cu(LN1)(NO3)] 1462, 1273 189  Bidentado
[Cu(LN2)(NO3)] 1418, 1288 130 Bidentado
[Cu(LH1)(NO3)] 1482, 1271 194 Bidentado
[Cu(LH2)(NO3)] 1427, 1268 159 Bidentado
[Cu(LNH1)(NOs)] 1462, 1267 195 Bidentado
[Cu(LNH2)(NO3)] 1352, 1322 30 Monodentado

Se propone que los cambios en los espectros se deben al tratamiento previo del producto, ya que
se realiza una dilucion en KBr en un mortero de agata y posteriormente se prensa la muestra para

hacer una pastilla, se sugiere que ocurre la siguiente reaccion:

[Cu(NNO)(NO3)] + KBr — [Cu(NNO)(Br)] + KNOs
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4.2.3 Conductividad

La conductividad electrolitica es la capacidad de una disolucion para conducir corriente eléctrica,
la medicion de la conductividad se ve directamente afectada por el nimero de iones disueltos y

ésta incrementa al aumentar la cantidad y movilidad de los iones.

En un estudio realizado por Geary se propone que los complejos disueltos en dimetilsulféxido
con un comportamiento de electrolito tipo 1:1 presentan valores de conductividad entre 50 - 70
uS, los compuestos que no son electrolitos presentaron valores menores a 50 uS. En metanol los

electrolitos 1:1 presentan valores de 80-115 uS*e.

Se realizaron las mediciones de conductividad en los compuestos de coordinacion para comprobar
que tipo de comportamiento electrolitico presentan en disolucién. En los resultados obtenidos
(Tabla 9), los valores de conductividad en DMSO son menores que en metanol, que se asocian a
gue el metanol presenta una menor viscosidad que el DMSO, debido a esto, el movimiento de los

iones a través de la disolucién es mas lento y se refleja en menores valores de conductividad.

Tabla 9. Conductividad de los compuestos de coordinacion en una disolucién 1 mM en DMSO y metanol a 25 °C.

Clave Conductividad Electrolito  Conductividad  Electrolito
en DMSO en Metanol
(1S) (1S)
[Cu(L1)(NO3)] 24 1:1 86 1:1
[Cu(L2)(NO3)] 36 1:1 114 1:1
[Cu(LN1)(NO3)] 47 1:1 146 1:1
[Cu(LN2)(NO3)] 31 1:1 111 1:1
[Cu(LH1)(NO3)] 35 1:1 105 1:1
[Cu(LH2)(NO3)] 29 1:1 114 1:1
[Cu(LNH1)(NO3)] 21 1:1 74 1:1
[Cu(LNH2)(NO3)] 20 1:1 54 1:1
Compuestos mixtos
[Cu(dmbpy)(L1)]PFs 29 1:1 116 1:1
[Cu(dmbpy)(L2)]PFs 33 11 88 1:1
[Cu(dmbpy)(L3)]PFs 30 11 103 1:1
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs 24 11 105 1:1
[Cu(dmbpy)(LN2)]PFs 28 1:1 97 1:1
[Cu(dmbpy)(LN3)]PFs 32 11 115 1:1
[Cu(dmbpy)(LH1)]PFs 27 1:1 123 1:1
[Cu(dmbpy)(LH2)]PFs 30 11 114 1:1
[Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs 29 11 118 1:1
[Cu(dmbpy)(LNH2)]PFs 28 1:1 115 1:1

La movilidad de los iones en disolucion depende de varios factores, uno de ellos es el disolvente.
Los compuestos de coordinacion presentan diferentes valores de conductividad molar que
depende de las estructuras que los caracterizan, estos valores pueden variar de un compuesto a

otro dependiendo del disolvente utilizado para solubilizar la muestra, las propiedades de los
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disolventes son responsables de causar la diferencia en la ionizacion y la movilidad de los iones

en disolucion.

La conductividad de los compuestos de coordinacién en metanol se encuentra dentro de los
valores esperados para un electrolito 1:1: excepto para [Cu(LNH1)(NO3)] y [Cu(LNH2)(NO3)]
que no se solubilizaron completamente en metanol; lo que nos indica que en este disolvente el
anion nitrato se disocia como se muestra en la Figura 39. Los compuestos mixtos también

presentan un comportamiento de electrolito 1:1, lo que nos indica la ionizacion del PFg en este

disolvente.
- - NDN'J, NO;
e | e
L '5‘-}\10 ) - b )

Figura 39. Disociacion del ion nitrato en disolucion, donde la D representa moléculas de disolvente.

En DMSO los compuestos presentan valores de conductividad menores a los esperados para un
electrolito tipo 1:1. Se midi6 la conductividad de las disoluciones 24 h después de su preparacion,
y los resultados fueron los mismos. Se propone que el DMSO que es un disolvente altamente
coordinante, desplaza al ani6n nitrato, como se ilustra en la Figura 39 para los compuestos
[CU(NNO)(NO3)], y que se coordine el disolvente al cobre en las posiciones vacantes y genere
una molécula méas voluminosa. La conductividad es proporcional a la movilidad de los iones en
disolucion, y la velocidad de movilidad de los iones es mas lenta cuando el tamafio de los iones
es mayor, por lo que los valores de conductividad en DMSO obtenidos para los compuestos nos
muestran que presentan una constante de difusion muy baja debido a lo mencionado
anteriormente, este comportamiento se ha observado previamente en un estudio realizado por
Imran Ali et. al. donde compuestos de Ni" coordinados a macrociclos presentan valores de

conductividad molar menores a los esperados debido a que las moléculas eran voluminosas*!’.

Para los compuestos mixtos de formula general [Cu(dmbpy)(NNO)]PF¢ que son mas voluminosos
que los no mixtos, la movilidad i6nica también puede estar influenciada, por lo que los valores de
conductividad también son menores a lo esperado para un electrolito tipo 1:1. Sin embargo, para
ambas familias de compuestos se propone que los compuestos son electrolitos 1:1 debido a que
el DMSO es mas polarizante que el metanol y en metanol presentan este comportamiento®!’,
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En comparacion con las disoluciones en DMSO los valores encontrados son “normales” debido
a gue el metanol es un disolvente menos viscoso, por lo que la movilidad idnica no se ve reducida

en este disolvente®,
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4.2.4 Andlisis Elemental

Se realizé el analisis elemental para los compuestos sintetizados, a partir de los resultados
obtenidos se propuso la férmula minima de los compuestos de coordinacion. Los resultados se
muestran en la Tabla 10. En algunos compuestos los valores se ajustaron con moléculas de

disolvente, entre estos, moléculas de agua (H-0), de etanol (C2HsO) y acetona (CsHgO).

Tabla 10. Resultados tedricos y experimentales del anélisis elemental de los compuestos de coordinacién de Cu'.

Clave Férmula minima % Cexp %Hexp  %Nexp  %Ec  %En  %En
%Creo %HTeo %0NTe0
[Cu(L1)(NO3)] [CuC10H13N304] C2HsOH 40.1 4.7 13.4 2.1 0.5 0.9
40.9 4.7 13.2
[Cu(L2)(NO3)] [CuC11H15N304] 41.7 48 13.3 0.1 25 3.7
41.8 4.7 13.8
[CU(LN1)(NO3)] [CuCi14H15N304] H20 453 4.6 11.3 4.0 13 1.9
43.5 4.7 111
[Cu(LN2)(NO3)] [CuCisH17N304] 49.1 47 11.4 1.6 5.3 1.8
48.3 4.4 11.7
[Cu(LH1)(NO3)] [CuC10H15N304] 2H20 35.2 5.6 12.3 2.4 16 0.1
36.1 5.7 12.3
[Cu(LH2)(NO3)] [CuC11H17N304] 414 5.4 11.2 3.2 0.9 3.8
40.1 5.3 12.7
[Cu(LNH1)(NOs)] [CuC14H17N304] H20 45.4 5.1 11.2 0.9 1.9 1.4
44.8 5.0 9.2
[CU(LNH2)(NO3)] [CuCisH19N304] H20 44.49 5.7 10.4 0.9 2.4 145
44.9 5.6 8.9
Compuestos mixtos
[Cu(dmbpy)(L1)]PFe [CuC22H2sN40]PFs 46.4 4.4 9.8 18 16 2.7
455 4.5 10.1
[Cu(dmbpy)(L2)]PFs [CuC23H27N4O]PFe 47.3 4.7 9.6 0.2 2.4 7.7
47.4 4.6 10.3
[Cu(dmbpy)(L3)]PFs [CuC23H27N4O]PFs 1/2C3HeO 48.0 4.9 9.1 14 16.2 45
48.7 4.1 8.7
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs [CuC26H27N4O]PFe 50.4 44 9.0 0 0 35
50.4 4.4 9.3
[Cu(dmbpy)(LN2)]PFs [CuC27H29N4O]PFs 58.8 5.3 11.6 0.9 3.8 10.3
58.3 55 12.8
[Cu(dmbpy)(LN3)]PFs [CuC27H29N4O]PFe 51.2 46 8.8 0.2 4.3 35
51.0 4.8 8.5
[Cu(dmbpy)(LH1)]PFs [CuC22H27N4O]PFs 46.2 4.8 9.8 21 4.0 0.4
45.2 4.6 9.8
[Cu(dmbpy)(LH2)]PFs [CuC23H2sN40O]PFs 3H20 432 5.6 8.8 0.6 4.9 0.6
429 5.8 8.8
[Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs [CuCa2sH29N4O]PFs H20 48.8 4.9 8.7 2.0 19.9 0.5
47.8 5.9 8.7
[Cu(dmbpy)(LNH2)]PFs [CuC27H3:N4O]PFs 2H20 47.55 453 7.61 3.2 9.4 3.7
46.06 5.01 7.9

%Cexp = Porcentaje de carbono experimental
%Hexp = Porcentaje de hidrégeno experimental
%NEexp = Porcentaje de nitrgeno experimental
%Creo = Porcentaje de carbono tedrico

%Hreo = Porcentaje de hidrégeno teorico
%NrTeo = Porcentaje de nitrégeno tedrico

%E = Porcentaje de error
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4.25 Susceptibilidad Magnética

La susceptibilidad magnética es una herramienta que nos permitird conocer las propiedades
magnéticas de un compuesto y nos permite diferenciar compuestos diamagnéticos y
paramagnéticos. El cobre(ll) al presentar una configuracion electronica 3d° tiene un electron
desapareado y es paramagnético, este tipo de compuestos presentan valores de pes entre 1.7 a 2.2
MB. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 11, el momento efectivo calculado para los
compuestos de cobre corresponden para Cu'' con un electrén desapareado con una configuracion

electrénica de 3d°.

Los compuestos [Cu(LN2)(NOs)], [Cu(LH1)(NO3)] y [Cu(LH2)(NO3)] presentaron valores de
Mert debajo de 1.7, esto podria deberse a que en estado sélido existan interacciones entre los &tomos
de Cu'", generando un efecto antiferromagnético que provoque una disminucién en el momento

magnético®'®.

Tabla 11. Momento magnético efectivo y nimero de electrones desapareados de los compuestos de coordinacion de

Cu',
Clave de compuesto Peso Xm Xeorr Meff #e
molecular (cm3mol)  (cm¥mol) (MB)  desapareados
(g/mol)
[Cu(L1)(NO3)] 348.8 1.3x10°  14x10® 18 1
[Cu(L2)(NOs)] 315.5 1.6X10%  1.7X103 2.0 1
[Cu(LN1)(NOs)] 370.9 1.1x10°  12x10% 17 1
[Cu(LN2)(NOs)] 365.5 6.8X104  85x104 14 1
[Cu(LH1)(NO3)] 3408 39X104 54x104 14 1
[Cu(LH2)(NO3)] 3185 6.7X10%4  84x104 14 1
[Cu(LNH1)(NOs)] 3729 9.7X10%  1.1x10% 17 1
[Cu(LNH2)(NOs)] 386.9 1.0x10%  12x10% 17 1
Compuestos mixtos
[Cu(dmbpy)(L1)]PFs 569.5 1.2 x10°  15x%10° 1.9 1
[Cu(dmbpy)(L2)]PFs 583.5 1.1 x10°  14x10°3 1.8 1
[Cu(dmbpy)(L3)]PFe 613.35 1.8X10%  2.1x10% 22 1
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs 619.5 11x10%  14x10® 18 1
[Cu(dmbpy)(LN2)]PFs 633.5 11x10%  1ax10® 18 1
[Cu(dmbpy)(LN3)]PFs 633.5 1.0x10°% 1.3 x10% 1.8 1
[Cu(dmbpy)(LH1)]PFe 571.5 1.0X10%  1.4X103 18 1
[Cu(dmbpy)(LH2)]PFe 640.0 8.3x10%  1.1x10% 17 1
[Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs 640.0 9.0X10%  1.1X103 1.7 1
[Cu(dmbpy)(LNH2)]PFs 635.5 7.4X10 1.1X1073 1.7 1

Xm = susceptibilidad magnética
Xeorr = susceptibilidad magnética corregida
Meff = momento magnético efectivo
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4.2.6 Espectrometria de Masas

Se us6 espectrometria de masa por el método de FAB+ para confirmar la obtencion de los
compuestos sintetizados. La técnica de FAB+ es muy util para el anélisis de compuestos de
coordinacioén, ya que es recomendada para moléculas polares, de alto peso molecular y no
volatiles. Se ocup6 una matriz de alcohol 3-nitrobencilico (MNBA) donde se sumergen las
muestras y son bombardeadas por 4&tomos acelerados de alta energia. EI MNBA es un disolvente
viscoso de baja volatilidad que ayuda a ionizar las muestras. La matriz presenta sefiales en 136
m/z, 154 m/z, 289 m/z, 307 m/z entre otras, que no son tomadas en cuenta para la caracterizacion

de los compuestos.

En la Figura 40 se ilustra el espectro de masa de [Cu(L1)(NOs)]. La sefial observada no
corresponde a esta especie (341 m/z), el ion molecular pertenece a la especie [Cu(L1)]* (240 m/z)
donde el nitrato se encuentra fuera de la esfera de coordinacion. El cobre presenta dos is6topos
estables, 3Cu (69.09%) y %Cu (30.91%), debido a esto las sefiales encontradas presentan isotopia
My M+2 debida al cobre. (240 m/z'y 242 m/z). En algunos casos el ion molecular corresponde a

M+1 que se asocia a la unién de un atomo de hidrogeno durante el proceso de fragmentacion.
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Figura 40. Espectro de masas de [Cu(L1)(NOs)] por el método de FAB+.
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Los compuestos con formula general [Cu(Ln)(NOs)] y [Cu(LNn)(NO3)] presentan el mismo
comportamiento que [Cu(L1)(NOs3)], el ion molecular observado corresponde a las especies sin
el ligante NO3 ya que éste se disocia en disolucion. Para el resto de los compuestos no mixtos los
resultados se encuentran resumidos en la Tabla 12 y los espectros de masas se muestran en el
Anexo V en las Figuras V.l a V.VIII.

En la Figura 41 se muestra el espectro de masas de [Cu(dmbpy)(L1)]*, presenta un ion molecular
de 424 m/z, y muestra una distribucion isotopica debida al cobre, M y M+2. Se observa el pico
correspondiente a la pérdida del ligante dmbpy que corresponde a la especie [Cu(L1)]" en 240
m/z y el ligante dmbpy protonada en 185 m/z.
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Figura 41. Espectro de masas de [Cu(dmbpy)(L1)]* por el método de FAB+.

Todos los compuestos mixtos presentan un espectro similar al descrito y para el resto de los
compuestos mixtos los resultados se encuentran resumidos en la Tabla 12 y los espectros de masas
se muestran en el Anexo V en las Figuras V.IX a V.XV. En algunos casos el ion molecular
corresponde a M+1 que se asocia a la unién de un atomo de hidrégeno durante el proceso de

fragmentacion.

Para los compuestos [Cu(dmbpy)(LN3)]" y [Cu(dmbpy)(LNH2)]* no se observaron los iones

moleculares por la técnica de FAB+, los resultados solo muestran las sefiales de la matriz de

81



MNBA. Esto puede deberse a que las especies ionizadas no sean sensibles a esta técnica o que el

ion molecular no sea estable.

Tabla 12. Resultados de espectrometria de masas por FAB+ para los compuestos de coordinacion.

Clave de Compuesto Masa exacta lon molecular
m/z
[Cu(L1)(NO3)] 240 240
[Cu(L2)(NO3)] 254 254
[Cu(LN1)(NO3)] 290 290
[Cu(LN2)(NO3)] 304 304
[Cu(LH1)(NO3)] 242 242
[Cu(LH2)(NO3)] 256 256
[Cu(LNH1)(NO3)] 292 291
[Cu(LNH2)(NO3)] 306 307

Compuestos mixtos

[Cu(dmbpy)(L1)]PFs 424 424
[Cu(dmbpy)(L3)]PFs 453 453
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs 474 474
[Cu(dmbpy)(LN3)]PFs 503
[Cu(dmbpy)(LH1)]PFs 426 426
[Cu(dmbpy)(LH2)]PFs 440
[Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs 476 475
[Cu(dmbpy)(LNH2)]PFs 490
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4.2.7 Espectroscopia Electrénica

Los metales de transicion que tienen orbitales incompletos absorben en longitudes de onda
especificas dentro de la region visible del espectro, suele extenderse hasta la region de infrarrojo
cercano. La interpretacion de los espectros electronicos da informacion del nimero de
coordinacién y de la geometria del complejo. Dentro de la region ultravioleta se observan
transiciones T — ©n* y n — n* debidas a los ligantes que presentan enlaces =z, y cercano al visible
se observan transferencias de carga del metal al ligante (TCML) o del ligante al metal (TCLM),
mientras que en la region del visible se observan las transiciones d-d debidas al metal, el maximo
de absorciéon y el nimero de sefiales dependen de la naturaleza del metal, del ndmero de

coordinacidn, de los ligantes y de la geometria de éste.

Se prepararon disoluciones de los compuestos sintetizados usando DMSO como disolvente se
realizaron diluciones con la finalidad de analizar todas las sefiales y determinar los coeficientes

de absortividad molar (¢).

En la Figura 42 se muestran los espectros electronicos de los compuestos [Cu(L1)(NO3)] (arriba)
y [Cu(LH1)(NO3)] (abajo), estos presentan bandas en la region de 260 - 400 nm, la primera
aparece en un intervalo de 260 a 278 nm, atribuidas a las transiciones © = n*, de los anillos
aromaticos, en el caso de los compuestos con el grupo naftil, [Cu(LN1)(NOs)],
[Cu(LNH1)(NOs3)], [Cu(LN2)(NO3)] y [Cu(LNH2)(NOs3)] se observan dos bandas en esta region,
puesto que aumenta la aromaticidad en la molécula y las transiciones © — w*. Los espectros se

muestran en el Anexo VI en las Figuras V1.1 a VL.VIII.

En el espectro de [Cu(L1)(NOs3)] la segunda sefial aparece en un intervalo de 315 a 375 nm, estas
bandas son atribuidas a las transiciones n —» n*12%121 en la conjugacion del enlace C=N, estas
transiciones son permitidas por espin y por Laporte y son caracteristicas por tener un coeficiente
de extincién molar alto (entre 102 a 108 L mol™* cm™). Para los ligantes hidrogenados como
[Cu(LH1)(NO3)], [Cu(LNH1)(NO3)], [Cu(LH2)(NO3)] y [Cu(LNH2)(NO3)] esta banda no se

observa debido a la hidrogenacion de la base de Schiff.

Para los compuestos con ligantes hidrogenados como [Cu(LH1)(NOs3)], [Cu(LNH1)(NO3)],
[Cu(LH2)(NO3)]y [Cu(LNH2)(NO3)] se observa una banda definida en un intervalo de 407 a 435
nm, esta transicion corresponde a una transferencia de carga metal ligante (TCML). Para los
compuestos con ligantes bases de Schiff esta banda se aprecia como un hombro junto a la segunda
banda (n — n*), no se reporta el valor del maximo de absorbancia, puesto que ambas sefiales se
traslapan. La TCML se atribuye a la transferencia electrénica del cobre al oxigeno del
fenolato’®12212 esta transicion en comparacion con las © — n* tienen un coeficiente de extincién

molar menor, y son permitidas por Laporte y por espin.
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Figura. 42. Espectros electronicos de los compuestos [Cu(L1)(NO3)] (arriba) y [Cu(LH1)(NOs3)] (abajo) en DMSO.

Las transiciones electrénicas, d — d debidas al metal se observan entre 615 a 656 nm; este tipo de
transiciones permitidas por espin y prohibidas por Laporte se caracteriza por presentar

coeficientes de absortividad muy bajos (¢ < 200 L mol? cm™?). En el caso de los compuestos

[Cu(NNO)(NO3)] presentan un estado fundamental d,z_,z,como se muestra en la Figura 43,

caracteristicas, ’E(dy, = dy;) 9?B1g(dy2_y2),

’Byg(d,2) =B1g(dy2_y2), ¥ *A1g(dyy) =?Big(dy2_y2), sin embargo, en los espectros

presentaran tres transiciones

electronicos obtenidos las tres sefiales aparecen muy cercanas entre si y por ley de aditividades

s6lo se observa una banda ancha®?1?, Los resultados para todos los compuestos sintetizados se
encuentran resumidos en la Tabla 13.
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Tabla 13. Maximos de absorcion de las transiciones en uv-vis (Amax) €n nm de los compuestos de coordinacion de
cobre en DMSO. Entre paréntesis se muestra el coeficiente de absortividad molar en L mol* cm™ .

Clave de compuesto A m-m* A C=N A TCML Ad-d
[Cu(L1)(NOs3)] 268(14080) 368(5468) 628(125)
[Cu(L2)(NO3)] 268(11405) 368(4681) 648(116)

[Cu(LN1)(NO3)] 318(10958), 266(24347) 394(7710) 614(185)
[Cu(LN2)(NO3)] 306(10812), 264(14814) 400(7087) 634(72)
[Cu(LH1)(NO3)] 268(3634) --- 412(453) 648(161)
[Cu(LH2)(NO3)] 284(5892) --- 406(460) 638(124)
[Cu(LNH1)(NOs3)] 326(3672), 282(9898), --- 466(242), 650(126)
338(3976) 400(523)
[CUu(LNH2)(NO3)] 282(11232), 260(13124) --- 656(192)
Compuestos mixtos

[Cu(dmbpy)(L1)]PFs 276(24981) 368(5184) 630(141)

[Cu(dmbpy)(L2)]PFs 275(10350) 368(2009) 655(130)

[Cu(dmbpy)(L3)]PFs 276(22532) 374(5681) 652(176)

[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs 258(39511) 395(7444) 623(169)
317(10641)
[Cu(dmbpy)(LN2)]PFs 286(47081), 264(20306) 386(4188) 632(117)
[Cu(dmbpy)(LN3)]PFs 286(18683), 262(18398) 362(4661) --
[Cu(dmbpy)(LH1)]PFs 298(10061), 286(9292) 358(2554) --
[Cu(dmbpy)(LH2)]PFs 288(14352), 266(15395) 373(2911) --
[Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs 288(14352), 266(15395) 372(2911) -
[Cu(dmbpy)(LNH2)]PFs 298(12052), 262(10738) 648(66)
4,4’ -dimetil-2,2"-bipiridina 284(10142)
dpe — ~o - dxz 2
S~ ~. dxz_yz - -
P - d,z o S~
- - - = S~ -
ey _‘_}'L/_'_‘_*::::ix_'j_.:. ———————————— ) —ag—--- day
dyz dyy '_—_:::-/_“ _______ dyy dyz _-____-_-_*_;\‘:::_= dy, d'Iy'z
dxz_yz - ™ — dzz
Lineal Octaedro Octaedro Octaedro elongado Cuadrado
Coop comprimido Op y piramide de base plano
D3y cuadrada Dyp
Dy Cy

Figura 43. Desdoblamiento de los niveles energéticos para el ion de Cu" en una simetria axial.

Se obtuvo el espectro electronico de la 4,4 -dimetil-2,2"-bipiridina para comparar los espectros
de los compuestos mixtos con los no mixtos. Al igual que los compuestos la dmbpy se disolvid
en DMSO vy el espectro se muestra en la Figura 43. Al ser un compuesto organico con anillos
aromaticos conjugados, la dmbpy sélo present6 una transicion en 284 nm debida a transiciones n

— * debidas a los orbitales p del ligante.
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Figura 44. Espectro electronico de 4,4"-dimetil-2,2"-bipiridina

Se obtuvieron los espectros electronicos de los compuestos mixtos con férmula general
[Cu(dmbpy)(NNO)]*. Los espectros son parecidos a los de los compuestos no mixtos, como se
muestra en la Figura 45 para [Cu(dmbpy)(L1)]" (arriba) y [Cu(dmbpy)(LH1)]" (abajo), sin
embargo, existen diferencias. Al coordinar el ligante dmbpy, el nimero de transiciones © — ©* en
el intervalo de 260 — 298 nm aumenta y se observa un incremento en el coeficiente de absortividad
molar en estas bandas, puesto al traslape de transiciones, en algunos casos sélo se observa una
sefial con una € mayor que en los compuestos no mixtos y para otros compuestos se alcanzan a
separar las sefiales y se observan hombros que no permiten asociar un maximo de absorcion. Los
espectros del resto de los compuestos mixtos se encuentran en el Anexo VI en las Figuras VI.IX
a VLXVIII.

En todos los compuestos, bases de Schiff y ligantes hidrogenados, se observa una transicion
atribuida a n - n*, debida a la conjugacion del enlace C=N en los ligantes NNO y al enlace C=N

en el ligante dmbpy.

Las transiciones electronicas, d — d debidas al metal se observan entre 620 y 656 nm, con
coeficientes de absortividad muy bajos (¢ < 200 L mol? cm™?). Al igual que los compuestos no

mixtos, el estado fundamental de estos compuestos corresponde a d, donde

_y2,
[Cu(dmbpy)(L1)]* y [Cu(dmbpy)(LN1)]* presentan una geometria de pirdmide de base cuadrada,
y los compuestos mixtos restantes presentan una geometria de octaédrica alargada. Las
transiciones  permitidas por spin  corresponden a ’E(d,, = d,,) —>2Blg(dxz_yz),
’Byg(d,2) =*B1g(dy2_y2), ¥ ?A1g(dyy) =?B1g(dy2_y2), sin embargo, al igual que en los

compuestos no mixtos, sélo se observa una sefial*?+1%,

86



25000

A 2 2
m—m* d—-d Eq =By
| '|‘ 140 2329 i 2Blg

‘|| |‘ y 2A1g = 2By
| 120 / N
20000 - ‘l \
| ||‘ '-Eﬂou
Sl | | 2.
g 150004 [ | g
o [ “
'E ‘ ‘l 60
< 10000 | ‘I w0}
[ . , ‘ ‘ . .
|‘ \I n-m* B0 s0 g 0 TR0 80
soo0{ | //\\
\ \
\/ \ d
-d
0 T T l\- T T T B e e
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
» (cm)
Tt
18000 4 fm/\RI‘ sod | 2Eq = ?Byg
I\ m] \ B2y~ By
16000 - I‘l ol A1g = 7Byg
1 ‘I g 500 ] )
14000 -‘ I‘, Emu_ g d > d
1 =3 T
12000 4 \ =001 ~
E ] | 200 -

<> 10000 | " 100

_E 1 | 0

. 8000 ‘ ; . : : ;

w L || 500 550 600 ?Eﬂ ) 700 750 800
A(nm
6000 ‘, .
02T 1om
o
4000 \/\
1 \
2000 4
. \ d-d
—_—mn— — - - -
300 350 400 450 500 550 600 650 70

—
0 750
A (nm)

Figura 45. Espectros electronicos de los compuestos [Cu(dmbpy)(L1)]* (arriba) y [Cu(dmbpy)(LH1)]* (abajo) en
DMSO.

Con ayuda de los experimentos de RPE se asignaron las geometrias de los compuestos en
disolucién, [Cu(LN1)(NOs)], [Cu(LNH1)(NO3)], [Cu(LH2)(NO3)] y [Cu(LNH2)(NO3)] (614 nm,
650nm, 656 nm, y 638 nm) presentan una geometria plana cuadrada. [Cu(L1)(NOs3)],
[Cu(dmbpy)(L1)] ", [Cu(dmbpy)(LN1)]* y [Cu(dmbpy)(LH1)]* (628 hm, 630 nm 6 623 nm) una
geometria de piramide de base cuadrada. [Cu(L2)(NOs3)], [Cu(dmbpy)(L2)]*, [Cu(dmbpy)(L3)]*,
[Cu(dmbpy)(LN2)]",  [Cu(dmbpy)(LN3)]",  [Cu(dmbpy)(LH1)]",  [Cu(dmbpy)(LH2)]",

[Cu(dmbpy)(LNH1)]* y [Cu(dmbpy)(LNH2)]" (634 nm, 655 nm, 652 nm, 632 nm, y 648 nm )
una geometria octaédrica elongada.
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4.2.8 Resonancia Paramagnética Electronica

La resonancia paramagnética electronica (RPE) es una técnica muy empleada en compuestos de
coordinacién paramagnéticos, brinda informacion sobre el entorno electronico del ion metélico y

sobre la geometria que éste puede llegar a adoptar.

Los compuestos de coordinacion sintetizados presentan un atomo de Cu", con configuracion
electronica 3d° con un electron desapareado (S = 1/2). Estos compuestos son paramagnéticos,
como se confirmé en la seccidn de susceptibilidad magnética, lo que los hace activos a la técnica
de RPE. Se obtuvieron los espectros en estado solido a temperatura ambiente y en vidrio en
DMSO, congelando la muestra a 77 K con nitrégeno liquido. Se realizaron las simulaciones de
los espectros obtenidos utilizando la herramienta Easy Spin 6.0 del programa MatLab para
Windows; los espectros simulados se grafican superpuestos a los experimentales en color verde,

como se observa en el Anexo VII.

4281 Resonancia Paramagnética Electrénica en Sélido

Los espectros en sélido se midieron a temperatura ambiente y en la mayoria de los caso se obtiene
una sefial isotropica, como se muestra en la Figura 46 para [Cu(L1)(NOs)] (izquierda) y
[Cu(dmbpy)(L1)]PFs (derecha), excepto para [Cu(LH2)(NO3)] [CU(LNH1)(NO3)] vy
[Cu(LNH2)(NO3)], mostrados en el Anexo VII en las Figuras VILVI a VILVIII que se logra
observar un desdoblamiento en las sefiales debido al acoplamiento hiperfino del electron

desapareado de Cu con el nlcleo de éste (1=3/2).

Figura 46. Espectro de resonancia paramagnética electronica en banda X de la primera derivada experimental (linea
negra) y simulado (linea verde) de [Cu(L1)(NOs)]* (izquierda), y [Cu(dmbpy)(L1)]* (derecha), en estado sélido a
temperatura ambiente.
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Para la mayoria de los compuestos sélo se aprecia una absorcion puesto que los experimentos en
sOlido la sefial se vuelve mas ancha debido a que hay muchas moléculas distribuidas
aleatoriamente que dan una respuesta distinta segun su orientacion, lo que se observa es la suma
de todas esas sefiales. También en sélido el tiempo de relajacion de las sefiales es menor que en
disolucion debido a interacciones espin-espin con las moléculas vecinas, hay compuestos que
presentan una sefial mas ancha que otros y esto es debido a que las interacciones espin-espin

varian dependiendo la distancia entre las especies paramagnéticas.

Para [Cu(LH2)(NO3)], [Cu(LNH1)(NOs)]y [Cu(LNH2)(NOs3)] se realiz6 una dilucion magnética,
que permitio evitar las interacciones espin-espin entre los &tomos de Cu'' vecinos permitiendo que
el tiempo de relajacion fuera mayor y se lograra apreciar el acoplamiento hiperfino del electron
desapareado de Cu con nucleo activo del cobre (3Cu (69.09%) y %Cu (30.91%) con 1=3/2),
siguiendo la regla [2nl+1], donde n representa el nimero de nicleos activos, sin embargo, en
todos los espectros, la cuarta sefial del desdoblamiento paralelo se traslapa con la parte

perpendicular del espectro y solo se aprecian tres sefiales del acoplamiento hiperfino.

A partir de los experimentos se realizaron las simulaciones de los espectros y se obtuvieron los

valores de los parametros de gy, g,, A, y Ay, mostrados en la Tabla 14.

Tabla 14. Parametros de RPE obtenidos mediante la simulaciéon de los espectros en sélido.

9
Clave gL g AJ.[a] A"[a] Yiso Aiso[a] All
[Cu(L1)(NOa3)] 21520  2.2952 20.06 331.69 2.0321 95 69
[Cu(L2)(NO3)] 22002 22773  31.68 282.52 2.2259 115 81
[Cu(LN1)(NOs)] 2.1846 22792 2913 216.69 2.0293 99 105
[Cu(LN2)(NO3)] 2.1343  2.3051 35.51 288.29 2.1912 119 80
[Cu(LH1)(NO3)] 2.1353  2.3495 12.15 266.09 2.0411 90 88
[Cu(LH2)(NO3)] 2.1287  2.8053 7.05 446.85 2.2552 153.65 56
[Cu(LNH1)(NOs)] 21257 2.3855  80.00 309.00 2.0347 86 77
[Cu(LNH2)(NOs)] 2.1050 25376  239.98 151.53 2.2492 210 167
Compuestos mixtos
[Cu(dmbpy)(L1)]PFs 2.1474  2.2690 36.19 303.36 2.0355 91 75
[Cu(dmbpy)(L2)]PFs 2.0578  2.2903 10.46 100.02 2.1353 40.3 229
[Cu(dmbpy)(L3)]PFs 2.1857  2.2404 20 117.17 2.2051 52.39 192
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs 2.0418 23004  25.00 334.96 2.0300 92 69
[Cu(dmbpy)(LN2)]PFs 2.0372  2.3067 25 278.27 2.1270 109 83
[Cu(dmbpy)(LN3)]PFs 2.1543  2.2947 30 130.16 2.2011 63.39 176
[Cu(dmbpy)(LH1)]PFs 2.1657  2.2632 56.00 210.00 2.1317 93 108
[Cu(dmbpy)(LH2)]PFe 21619 22710 98.7 324.47 21983  170.62 70
[Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs 2.1494 23146 30.00 295.40 2.1251 95 78

[Cu(dmbpy)(LNH2)JPFs  2.1415  2.3308  47.97 22523  2.2046  107.06 103

llUnidadesen 1 x 10~ cm™~1.
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Los espectros en solido presentaron una anisotropia axial donde los valores de g, son mayores

g1, con un estado fundamental d,2_,z2, que indica que electron desapareado se encuentra en el
orbital d,2_,2 que concuerda con las geometrias de piramide de base cuadrada, octaédrico
elongado y plana cuadrada!?*?7,

El cociente % = f esun indice empirico que muestra la distorsion en complejos tetracoordinados

de cobre(Il), un compuesto con geometria cuadrada plana presenta valores entre 105 a 135 cm,
este valor aumenta al incrementar la distorsion a una geometria tetraédrica, entre 200 a 247 cm*?8,
Para los complejos [Cu(LNH2)(NO3)], [Cu(dmbpy)(L2)]", [Cu(dmbpy)(L3)]* v
[Cu(dmbpy)(LN3)]* el cociente se encuentra entre 167 - 229 cm, que indica que presentan un
nimero de coordinacion de cuatro con una geometria cuadrada plana distorsionada y para
[Cu(dmbpy)(LN3)]* la distorsién es mayor, adaptando una geometria distorsionada tetraédrica.
Para el compuesto [Cu(LNH2)(NOs3)] el nimero de coordinaciéon asignado coincide con lo

observado en espectroscopia de infrarrojo por ATR.

Para [Cu(LN1)(NO3)], [Cu(dmbpy)(LH1)]* y [Cu(dmbpy)(LH2)]*, el cociente f varia entre 103
— 108 cm?, con un nimero de coordinacién de cuatro y una geometria cuadrada plana, que para

[Cu(LN1)(NOs)] coincide con lo observado en difraccién de rayos X.

Los compuestos [Cu(L1)(NOs)], [Cu(L2)(NOs3)], [Cu(LN2)(NOs3)], [Cu(LH1)(NO3)],
[Cu(LH2)(NO3)], [Cu(LNH1)(NO3)], [Cu(dmbpy)(L1)T, [Cu(dmbpy)(LN1)]*,
[Cu(dmbpy)(LN2)]*, [Cu(dmbpy)(LH2)]* vy [Cu(dmbpy)(LNHL1)]*, presentaron valores del
cociente f menores a 100 cm™, se propone que presentan una geometria de piramide de base
cuadrada, puesto que en este caso los valores g,> g, > g., que corresponde a compuestos de
cobre pentacoordinados con un estado fundamental d,2_,. Estas geometrias coinciden con lo
observado en difraccion de rayos X para los compuestos [Cu(dmbpy)(LN1)]* vy
[Cu(dmbpy)(L1)]* y con los resultados de espectroscopia de infrarrojo por ATR para los
compuestos  [Cu(L1)(NOs)],  [Cu(L2)(NOs3)],  [Cu(LN2)(NOs)],  [Cu(LH1)(NO3)],
[Cu(LH2)(NO3)], [Cu(LNH1)(NO3)].

4.2.8.2 Resonancia Paramagnética Electrénica en Vidrio

Para obtener mas informacion sobre el entorno de coordinacion del Cu'" se realizaron los espectros
de RPE en disolucién en DMSO de los compuestos a 77 K. Los espectros obtenidos presentan
una anisotropia axial prolata, como se observa en la Figura 47 para los compuestos
[Cu(L1)(NO3)]*y [Cu(dmbpy)(L1)]*. Las sefiales se desdoblan en cuatro debido al acoplamiento
hiperfino del electron con el nicleo activo del cobre (53Cu (69.09%) y %Cu (30.91%) con 1=3/2)
siguiendo la regla [2nl+1], donde n representa el nimero de nlcleos activos, sin embargo, en
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todos los espectros, la cuarta sefial del desdoblamiento paralelo se traslapa con la parte
perpendicular del espectro, por lo que sélo se aprecian tres sefiales del acoplamiento hiperfino. A
partir de los valores obtenidos de la simulacion se obtuvieron los parametros de gy, g., 4,y AL,

mostrados en la Tabla 15.

Figura 47. Espectro de resonancia paramagnética electronica de banda X de la primera derivada, experimental (linea
negra) y simulado (linea verde) de [Cu(L1)(NO3)]* (izquierda), y [Cu(dmbpy)(L1)]* (derecha), preparado en
disolucion en DMSO a 77 K.

Los espectros presentaron una anisotropia axial donde los valores de g, son mayores g,, que

indica que el estado fundamental corresponde a d,.: donde el electrén desapareado se

_y2!
encuentra en el orbital d,2_,,2. Esto es consistente con lo observado en espectroscopia electronica,
que concuerda con las geometrias de piramide de base cuadrada, octaédrico elongado y cuadrada

plana125—127

El cociente % = f para los complejos [Cu(LN1)(NOs)], [CU(LNH21)(NO3)], [Cu(LH2)(NO3)] y
Il

[Cu(LNH2)(NOs)] se encuentra entre 100-107 cm; se propone que estos compuestos presentan

una geometria de pirdmide de base cuadrada, donde el nitrato se descoordina y en una de las

posiciones vacantes se coordina una molécula de DMSO, como se habia propuesto anteriormente

en los estudios de conductividad. El resto de los compuestos presenta valores del cociente f

menores a 100 cm, lo que indica un cambio en el nimero de coordinacion®?°.

Para asignar las geometrias del resto de los compuestos se graficaron los valores de Ay vs. gu,'?°
como se muestra en la Figura 48. Los compuestos se dividen en tres grupos, el primer grupo
corresponde a los compuestos [Cu(LN1)(NOs)], [CU(LNH1)(NOs)], [Cu(LH2)(NO3)] vy
[Cu(LNH2)(NO3)] con una menor constante de acoplamiento y un cociente f de 100-107 cm?,

cuya geometria corresponde a una cuadrada plana.
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Tabla 15. Pardmetros de RPE obtenidos mediante la simulacién de los espectros en vidrio en DMSO a 77 K.

Clave gL ai A, A Giso Ayl A_" (cm) a
[Cu(L1)(NO3)] 1.9549  2.1864 20.6 242.6 2.0321 94.6 90 0.75
[Cu(L2)(NO3)] 2.0383  2.3081 16.3 236.5 2.1282 94.9 98 0.86

[Cu(LN1)(NO3)] 1.9466  2.1947 384 221.3 2.0293 99.4 100 0.68
[Cu(LN2)(NO3)] 2.0398  2.3005 175 244.4 2.1267 89.7 94 0.88
[Cu(LH1)(NO3)] 1.9609  2.2015 16.8 237.2 2.0411 90.3 93 0.74
[Cu(LH2)(NO3)] 2.0318  2.3094 233 216.7 2.1244 93.1 107 0.80
[Cu(LNH1)(NO3)] 1.9495  2.2050 21.7 213.6 2.0347 85.6 103 0.67
[Cu(LNH2)(NO3)] 2.0453  2.3092 17.0 228.1 2.1333 87.8 101 0.85
Compuestos mixtos
[Cu(dmbpy)(L1)]PFs 1.9598  2.1870 16.2 240.1 2.0355 90.8 91 0.74
[Cu(dmbpy)(L2)]PFs 2.0380  2.2912 15.9 250.0 2.1224 87.4 92 0.92
[Cu(dmbpy)(L3)]PFs 2.0513  2.3007 15.8 247.9 2.1344 88.3 93 0.91
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs 1.9560 2.1781 18.0 2385 2.0300 915 91 0.73
[Cu(dmbpy)(LN2)]PFs 2.0409 2.3001 16.5 246.0 2.1273 93.9 92 0.89
[Cu(dmbpy)(LN3)]PFs 2.0532  2.3037 11.9 250.4 2.1367 94.5 91 0.92
[Cu(dmbpy)(LH1)]PFs 2.0477  2.2998 14.0 251.5 2.1317 93.2 91 0.91
[Cu(dmbpy)(LH2)]PFs 2.0507  2.3094 2.4 250.4 2.1369 93.0 93 0.89
[Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs  2.0437  2.2881 16.4 251.2 2.1251 94.7 91 0.90
[Cu(dmbpy)(LNH2)]JPFs  2.0512  2.3141 10.1 244.8 2.1389 85.0 92 0.92
[Cu(phen)(L1)]PFs 2.0393  2.2886 15.99 252.79 2.1224 94.90 91 0.90
[Cu(phen)(L2)]PFs 2.0432  2.2926 21.56 240.39 2.1263 94.50 95 0.87

llUnidadesen 1 x 1074 cm ™1

El segundo grupo corresponde a los compuestos [Cu(L1)(NOs)], [Cu(LH1)(NOs)]
[Cu(dmbpy)(L1)]* y [Cu(dmbpy)(LN1)]*, con una cadena de dos metilenos en el puente de las
aminas y el tercer grupo corresponde a los compuestos [Cu(dmbpy)(LH1)],
[Cu(dmbpy)(LNH1)]*, [Cu(L2)(NO3)], [Cu(LN2)(NOs3)], [Cu(LH2)(NO3)], [Cu(LNH2)(NO3)],
[Cu(dmbpy)(L2)]",  [Cu(dmbpy)(LN2)]",  [Cu(dmbpy)(LH2)]",  [Cu(dmbpy)(LNH2)]",
[Cu(dmbpy)(L3)]* vy [Cu(dmbpy)(LN3)]*, con dos, tres y cuatro metilenos en el puente de las

aminas.

Para los compuestos del segundo grupo se propone que presentan una geometria de pirdmide de
base cuadrada, puesto que en este caso los valores g;> g, < g., que corresponde a compuestos
de cobre pentacoordinados con un estado fundamental d,.2_,2. A los compuestos del tercer grupo
se les asigna una geometria octaédrica elongada, donde el disolvente DMSO se coordina en las
posiciones vacantes resultando en compuestos con un ndmero de coordinacion de seis, en este
grupo se encuentra que g,> g, > g que corresponde para compuestos octaédricos con un estado

fundamental de d,z_,2 2> 127129438,

En los resultados obtenidos podemos observar ciertas tendencias que estan relacionadas con el
ambiente electronico del cobre y de la geometria adquirida por cada complejo. Por ejemplo, para
el grupo de compuestos [Cu(LN1)(NOs)] y [Cu(LNH1)(NOs)]; que presentan una geometria

cuadrada plana, para [Cu(LNH1)(NOs3)] el valor de Ay se reduce y gy incrementa en comparacion
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con de [Cu(LN1)(NOs)] que es su compuesto analogo con una base de Schiff, esto indica que la
hidrogenacién del enlace imina incrementa la distorsion de la geometria. Este comportamiento se
observa de manera general al comparar los valores de Ay y gn de compuestos con ligantes bases
de Schiff con los derivados hidrogenados y se observa el mismo comportamiento al comparar a

los compuestos mixtos.
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Figura 48. Correlacion de los valores de 4, y g, para los compuestos de cobre(ll), los puntos azules representan a los
compuestos con una cadena de dos metilenos; los puntos naranjas, los compuestos de tres metilenos y los puntos

grises cuatro metllenosm

Los valores de gy menores también indican una mayor deslocalizacion de los electrones sobre el
atomo de cobre, que se interpreta como un incremento en la covalencia de los enlaces metal-
ligante. Los valores menores de gu se presentan para los compuestos con ligantes bases de Schiff
en comparacion con los derivados hidrogenados, por ejemplo, [Cu(LN1)(NOs3)] vy
[Cu(LNH1)(NO3)] con 2.1947 y 2.2050, el par de electrones del doble enlace del grupo azometino
se encuentra conjugado con el anillo aromatico y existe una transferencia de carga metal-ligante,
que se realiza mediante los oxigenos del fenolato enlazados al cobre. La densidad electrénica del
cobre se reparte en todo el ligante generando una mayor deslocalizacién de los electrones y un

mayor caracter covalente en el enlace coordinado.

Kivelson y Nieman sugiere emplear el valor de gy para diferenciar un entorno puramente iénico
del enlace M-L'*, La Tabla 16 muestra que de los compuestos [Cu(L1)(NOs)], [Cu(LN1)(NO3)],
[Cu(LH1)(NO3)], [Cu(LNH1)(NO3)], [Cu(dmbpy)(L1)]" y [Cu(dmbpy)(LN1)] tuvieron valores
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de gn < 2.3, que implica un mayor caracter covalente en sus enlaces debido a una mayor

deslocalizacion de los electrones desapareados del nicleo de cobre con el ligante.

[Cu(L2)(NO3)], [Cu(LN2)(NO3)], [Cu(LH2)(NOs3)], [Cu(LNH2)(NOs)], [Cu(dmbpy)(L2)]",
[Cu(dmbpy)(L3)I",  [Cu(dmbpy)(LN2)]*,  [Cu(dmbpy)(LN3)]*,  [Cu(dmbpy)(LHI)]",
[Cu(dmbpy)(LH2)]*, [Cu(dmbpy)(LNHL)]", [Cu(dmbpy)(LNH2)]*, [Cu(phen)(LD)]" vy
[Cu(phen)(L2)]*, presentaron valores de gy cercanos a 2.3, indicando un mayor caracter iénico,

donde los electrones desapareados del cobre estan cerca de su nicleo.
El caracter covalente de un enlace también se evalud calculando el parametro o? utilizando la
siguiente ecuacion®*:

A 3
@t =— (7") + (gy = 2.0023) + = (g, — 2.0023) +0.04

Donde el coeficiente dipolar P = -0.036 cm™ 32, Se observd la misma tendencia que con los
valores de g, los compuestos [Cu(L1l)(NOs)], [Cu(LN1)(NOs)], [Cu(LH1)(NOs3)],
[Cu(LNH1)(NO3)], [Cu(dmbpy)(L1)]*y [Cu(dmbpy)(LN1)], presentaron valores de a? dentro de
un intervalo de 0.68 —0.75, que indica que el enlace M-L es de naturaleza covalente y los ligantes
estan fuertemente unidos al centro metalico. Los valores para el resto de los compuestos fueron
mas cercanos a 1, que indica un mayor caracter iénico y que el enlace M-L esta débilmente unido.
Esto puede deberse a que los complejos coordinados a un ligante hidrogenado, que es mas
flexible, presentan una mayor distorsion, por lo que el traslape entre los orbitales ¢ es menor, que
implica un menor caracter covalente en el enlace M-L, como se ha observado en trabajos

previos'®3,

El carécter ionico también presenta una relacién con la longitud de la cadena de metilenos en el
ligante NNO, la diimina con cadena de tres y cuatro metilenos al coordinarse forma un anillo de
seis y siete miembros, generando un mayor impedimento estérico y una mayor distorsion en la
geometria, al igual que en los ligantes hidrogenados, que son mas flexibles el traslape entre los

orbitales ¢ es menor, incrementando el caracter idnico del enlace coordinado.

También se observé que los complejos con el sustituyente naftil en el ligante NNO presentaron
valores de o? mas bajos, el sustituyente naftil incrementa la aromaticidad del ligante y favorece
la deslocalizacién de la densidad electrdnica del cobre hacia el ligante, aumentando el caracter

covalente del enlace®.
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4.2.9 Difraccién de Rayos X de Monocristal

La difraccion de rayos X de monocristal indica que el compuesto [Cu(LN1)(NOs3)] cristaliza en
el sistema monoclinico, con el grupo espacial P21, como se muestra en la Figura 49. Las distancias
de enlace y los angulos seleccionados se enumeran en la Tabla 16. La unidad esta compuesta por
un ion Cu", un ligante base de Schiff desprotonado LN1 y un anién nitrato. EI centro metalico
Cu'" se coordina a través de tres atomos donadores (Namina, Nimina, Otenolato) del ligante base de
Schiff (E)-3-((2-(metilamino)etilimino)metil)naftalenolato (LN1) desprotonado y un atomo de
oxigeno del ligante del anion nitrato. La geometria del centro del metal muestra una disposicion
cuadrada plana ligeramente distorsionada. Esta distorsion también puede medirse
convenientemente mediante los angulos trans O(1)-Cu(1)-N(1) = 173.70(11)° y N(2)- Cu(1)-

0(2) =178.96(10)°, (que idealmente son de 180° para una geometria cuadrada plana cuadrada).

Para los compuestos de cobre tetracoordinados existe un parametro, 14, que ayuda a comparar las
geometrias que el centro metalico puede llegar a adoptar, al igual que sirve para examinar la
distorsion de éstas. Se calcula usando la siguiente ecuacion®®:

_360°— (a +p)

[ VET

Los angulos a 'y 8, son los angulos mas grandes en una especie tetracoordinada. Los valores de
14 oscilaran entre 1.00 para una geometria tetraédrica perfecta, de cero para una geometria
cuadrada plana perfecta. Para el compuesto [Cu(LN1)(NOs)] valor del pardmetro t, de 0.052, que

indica que la geometria es cuadrada plana distorsionada, sin embargo, la distorsion es muy poca.

Figura 49. Representacion ORTEP de la unidad asimétrica para el compuesto [Cu(LN1)(NOz)].
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Tabla 16. Longitudes de enlace [A] y angulos [°] seleccionados para [Cu(LN1)(NOs3)].

[Cu(LNI)(NOs)]
Longitudes de enlace (A)
C(1)-N(1) 1.472(4) C(14)-N(1) 1.463(5)
C(1)-C(2) 1.511(6) Cu(1)-0(1) 1.897(2)
C(2)-N(2) 1.469(4) Cu(1)-N(2) 1.919(3)
C(3)-C(4) 1.425(5) Cu(1)-0(2) 2.005(2)
C(4)-C(5) 1.420(5) Cu(1)-N(1) 2.024(3)
C(8)-C(9) 1.405(7)
Longitudes de angulos (°)
O(1)-Cu(1)-N(2) 92.64(11) O(1)-Cu(1)-N(1) 173.70(11)
0(1)-Cu(1)-0(2) 87.76(10) N(2)-Cu(1)-N(1) 85.28(12)
N(2)-Cu(1)-0(2) 178.96(10) 0(2)-Cu(1)-N(1) 94.42(10)

Cabe sefialar que el atomo de oxigeno O(2) del ligante nitrato coordinado con el ion Cu'" tiene
una fuerte interaccion intermolecular formando puentes de hidrégeno con el grupo amina del
ligante LN1 [N(1) —H(1)---O (2) = 2.22(3) A], de la misma manera, el atomo de oxigeno 04
establece puentes de hidrégeno con el grupo amina [N(1) —H(1)---O(4) = 2.58(3) A]. Estas

interacciones supramoleculares dan lugar a una cadena 1D a lo largo del eje b (Ver Figura 50).

Figura 50. Red cristalina del compuesto [Cu(LN1)(NO3)].

El compuesto [Cu(dmbpy)(LN1)]PFs cristaliza en el grupo espacial triclinico P.1, con Z = 2. En
la unidad asimétrica, el complejo catiénico esta formado por el centro metalico de Cu", una
molécula del ligante base de Schiff desprotonado LN1 y una molécula de 4,4 -dimetil-2,2"-
bipiridina, mientras que el anion corresponde a hexafluorofosfato PF, . Una vista en perspectiva
gue se muestra en la Figura 51, las distancias de enlace y los angulos seleccionados se enumeran

en la Tabla 17. EI Cu" presenta una esfera de coordinacion de cinco, con una geometria de
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piramide de base cuadrada distorsionada, la base de la pirdmide esta formada por dos 4&tomos de
nitrégeno N(1), N(2), un a&tomo de oxigeno O(1) del ligante tridentado base de Schiff LN1y un
atomo de nitrégeno N(4) del ligante bidentado dmbpy, mientras que en la posicion apical esta
ocupada por un dtomo de nitrégeno N(3) del dmbpy. Los angulos O(1)—Cu(1)-N(1) = 160,16(7)°
y N(2)-Cu(1)-0(2) = 173.31(7)°.

Para compuestos pentacoordinados existe el pardmetro ts, que se utiliza para analizar las

geometrias que el centro metalico puede adoptar. El parametro 15 Se calcula con la siguiente

ecuaciont:

L —«a
60°

Tg =

Los angulos a y 8, son los angulos més grandes en una especie pentacoordinada. Para un sistema
con geometria de pirdmide de base cuadrada a = = 180°, para una geometria de bipiramide
trigonal « = 120°. Para una geometria de pirdmide de base cuadrada, 7 es igual a cero, mientras
que se convierte en la unidad para una geometria de bipirdmide trigonal. El valor de 15 para
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs es de 0.2191que corresponde a una geometria de piramide cuadrada

distorsionada®®®.

La coordinacion del dmbpy genera una mayor distorsién en la geometria del cobre en
comparacion con el ligante NO3 en el cristal [Cu(LN1)(NO3)], debido a que dmbpy se coordina
de forma bidentada, mientras que NO3 de forma monodentada. El dmbpy forma un anillo quelato
de cinco miembros y los angulos de enlace distorsionan la planaridad en la geometria de
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFe.

Figura 51. Representacion ORTEP de la unidad asimétrica para el compuesto [Cu(dmbpy)(LN1)]PFs. El contraion
hexafluorofosfato se omiti6 para mayor claridad.
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Tabla 17. Longitudes de enlace [A] y 4ngulos [°] seleccionados para [Cu(dmbpy)(LN1)]PFe.

[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs
Longitud de enlace (A)
C)-N() 1.479(3) C(8)-C(9) 1.422(3)
c(1)-C(2) 1.515(3) C(14)-N(1) 1.478(2)
C2)-N(Q) 1.476(2) C(15)-N(3) 1.345(3)
CR)-C(4) 1.432(3) C(17)-C(25) 1.504(3)
C(4)-C(5) 1.415(3) C(19)-C(20) 1.487(3)
C(5)-0() 1.304(2)
Angulos de enlace (°)
N(2)-Cu(1)-0(1) 92.09(6) N(4)-Cu(L1)-N(2) 93.92(6)
N(2)-Cu(1)-N(4) 173.31(7) N(2)-Cu(1)-N(3) 109.01(7)
0(1)-Cu(1)-N(4) 89.23(6) 0(1)-Cu(1)-N(@3) 108.36(6)
N(2)-Cu(1)-N(1) 82.65(7) N(4)-Cu(1)-N(3) 76.72(6)
0(1)-Cu(1)-N(1) 160.16(7) N(1)-Cu(1)-N(3) 91.41(6)

En la red cristalina (Ver Figura 52), el compuesto de coordinacion [Cu(dmbpy)(LN1)]PFs
involucra contactos intermoleculares C-H...F y C-H...O del tipo de enlace de hidrdgeno e
interacciones 7...7 entre los anillos aromaticos del ligante LN1 y el ligante dmbpy. La interaccion
débil dentro de la celda unitaria C(21) —H(21)...0(1) con un angulo de 145.68° a 2.67 A forma
el motivo Rz2 (12), el C(23) —H(23)...F (3) y C(23) —H(23)...F(6) forman el motivo R'2 (4), al
mismo tiempo se observa el contacto intermolecular de los centroides Cg4...Cg5 a 3.568 A. Los
centroides Cg4 formados por N(3) —C(15) —C(16) —C(17) —C(18) —C(19), y el resultado Cg5 de
N(4)—C(20)—C(21)—C(22)—C(23)—C(24). Todas las interacciones intermoleculares se observan

en una matriz supramolecular tridimensional.

Figura 52. Red cristalina del compuesto [Cu(dmbpy)(LN1)]PFe.
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Anteriormente se ha comentado la versatilidad de los ligantes tridentados hemi-salen y que
dependiendo de la sal de cobre con la que se realice la sintesis se pueden estabilizar estructuras
mononucleares, dinucleares o trinucleares. La sintesis del compuesto [Cu(L2)(NOs)] ha sido
confirmada mediante las técnicas de espectroscopia de infrarrojo, analisis elemental y

espectrometria de masas.

El compuesto [Cu(L2)(NOs3)] se disolvid en metanol y se agregd un exceso de KPFg para cambiar
el contraién, con la finalidad de obtener cristales, como se muestra en la siguiente reaccion:
3[Cu(L2)(NO3)](metanol) + 2KPF¢(exceso) + 2H,0(1)

- [Cuz(L2)3u® — OH](PFg), - H,0(s) + 2KNO5(ac) + H* (ac)
+ NO;3 (ac)

Los resultados de difraccion de rayos X revelaron que la estructura formada corresponde al
compuesto trinuclear [Cus(L2)sp3-OH](PFs)2-H20, mostrada en la Figura 53. La estructura

obtenida solo se caracterizé usando esta técnica.

En los compuestos [Cu(Ln)(NO3)] el ligante nitrato se coordina al &tomo de cobre y favorece la
formacion de estructuras mononucleares, como la observada para [Cu(L1)(NO3)], donde el nitrato
forma interacciones supramoleculares en uno de sus ejes. Cuando se realiza el cambio del
contraion por PF,, el contraion no funge como ligante, favoreciendo la formacion del compuesto
trinuclear, donde los tres &tomos de cobre presentan un nimero de coordinacion de cinco y las
posiciones vacantes son completadas por &tomos donadores de los ligantes L2 vecinos y por un

OH" que puentea a los tres centros metalicos.

La formacion del ligante puente OH" en disolucion es dificil de explicar, sin embargo, se propone
que éste proviene de una molécula de agua H-O que pudo coordinarse a los centros metalicos,
provocando que aumentard la acidez de los hidrégenos, perdiendo uno en disolucién, que
explicaria la formacion del ligante OH" Este ligante tienen tres pares de electrones libres que

pueden coordinarse y puentear a los tres centros metalicos.

El compuesto [Cuz(L2)sp3-OH](PFs)2-H2O cristaliza en el grupo espacial monoclinico P2y, con
Z = 4. En la unidad asimétrica, el complejo catidnico esta formado por tres centros metalicos de
Cu", tres moléculas del ligante base de Schiff desprotonado L2 (E)-3-((3-metilamino)-
propilimino)metil)fenolato, una molécula de 4,4 -dimetil-2,2"-bipiridina y un grupo OH" que
puentea a los tres &tomos de cobre, el anion corresponde a dos hexafluorofosfatos PF, . Una vista
en perspectiva que se muestra en la Figura 53, las distancias de enlace y los angulos seleccionados

se enumeran en la Tabla 18.
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Figura 53. Representacion ORTEP de la unidad asimétrica para el compuesto [Cuz(L2)3pu3-OH](PFe)2.-H20. El
contraion hexafluorofosfato se omiti6 para mayor claridad.

El Cu(1) presenta una esfera de coordinacion de cinco, con una geometria de pirdmide de base
cuadrada distorsionada, la base de la piramide esta formada por dos atomos de nitrégeno N(1) y
N(2), uno un atomo de oxigeno O(3) del ligante tridentado base de Schiff L2 y un dtomo de
oxigeno O(1), que pertenece al OH", mientras que en la posicion apical est ocupada por un &tomo
de oxigeno O(4) de uno de los ligantes L2 vecinos. Los angulos O(1)-Cu(1)-N(1) = 170.6(4)° y
N(2)-Cu(1)-0(3) = 166.2(7)° y el valor de 15 de 0.07.

El Cu(2) presenta una esfera de coordinacién de cinco, con una geometria de pirdmide de base
cuadrada distorsionada, la base de la piramide esta formada por dos atomos de nitrégeno N(5) y
N(6), un &tomo de oxigeno O(4) del ligante tridentado base de Schiff L2 y un &tomo de oxigeno
O(1), que pertenece al OH", mientras que en la posicion apical estd ocupada por un atomo de
oxigeno O(2) de uno de los ligantes L2 vecinos. Los angulos O(1)-Cu(1)-N(5) = 175.5(4)° y
N(6)-Cu(1)-0(4) = 156.7(4)° y el valor del parametro s es de 0.31.

El Cu(3) presenta una esfera de coordinacion de cinco, con una geometria de bipirdmide trigonal
distorsionada, la base de la pirdmide esta formada por dos &tomos de oxigeno O(3) de un ligante

L2 vecino y O(1) que pertenece al OH"; y un atomo de nitrogeno N(3) del ligante L2, las
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posiciones apicales estan ocupadas por un &tomo de oxigeno O(2) y un a&tomo de nitrégeno N(4)
del ligante L2. Los angulos O(2)—Cu(1)-N(4) = 176.4(4)° y N(3)-Cu(1)-0O(3) = 145.5(7)° y el

valor 15 es de 0.59.

Tabla 18. Longitudes de enlace [A] y angulos [°] seleccionados para [Cus(L2)sp-OH](PFe)2-H20.

[Cus(L2)sp-OH](PFe)2-H20
Longitudes de enlace (A)

C(3)-N(1) 1.291(1) C(25)-N(5) 1.287(2) N(3)-C(12) 1.298(2)

cR)-C(2) 1.451(2) C(25)-C(24) 1428(22)  C(12)-C(13) 1.437(2)

c(2)-c(1) 1.410(2) C(24)-C(23) 1.420(2) C(13)-C(14) 1.401(2)

C(1)-0(3) 1.432(1) C(23)-0(4) 1.314(1) C(14)-0(2) 1.324(1)

N(1)-C(4) 1.483(1) N(5)-C(26) 1.464(2) N(3)-C(19) 1.475(2)

Angulos de enlace (°)

N(1)-Cu(1)-0(3) 90.0(4) O(1)-Cu(1)-N(2) 91.3(4)
N(1)-Cu(1)-O(1) 170.6(4) N(1)-Cu(1)-O(4) 107.5(3)
0(3)-Cu(1)-0(1) 80.9(3) 0(3)-Cu(1)-0(4) 92.0(3)
N(1)-Cu(1)-N(2) 97.0(4) 0(1)-Cu(1)-0(4) 75.1(3)
0(3)-Cu(1)-N(2) 166.2(7) N(2)-Cu(1)-0(4) 97.1(4)
0(4)-Cu(2)-N(5) 93.1(4) 0(1)-Cu(2)-N(6) 91.0(4)
0(4)-Cu(2)-0(1) 84.8(3) 0(4)-Cu(2)-0(2) 100.2(4)
N(5)-Cu(2)-0(1) 175.5(4) N(5)-Cu(2)-0(2) 97.8(4)
0(4)-Cu(2)-N(6) 156.7(4) 0(1)-Cu(2)-0(2) 78.7(3)
N(5)-Cu(2)-N(6) 92.5(5) N(6)-Cu(2)-0(2) 101.4(4)
0(2)-Cu(3)-N(3) 89.1(4) N(4)-Cu(3)-0(3) 87.6(4)
0(2)-Cu(3)-N(4) 176.4(4) 0(2)-Cu(3)-0(1) 81.3(3)
N(3)-Cu(3)-N(4) 94.4(4) N(3)-Cu(3)-0(1) 141.1(3)
0(2)-Cu(3)-0(3) 89.2(4) N(4)-Cu(3)-O(1) 96.3(4)
N(3)-Cu(3)-0(3) 145.5(3) 0(3)-Cu(3)-0(1) 72.4(3)

En la red cristalina (Ver Figura 54), el compuesto de coordinacion [Cus(L2)su-OH](PFe)..
involucra contactos intermoleculares C-H...F y C-H...O del tipo de enlace de hidrdgeno e
interacciones 7...7 entre los anillos aromaticos del ligante L2 y el ligante vecino L2. El oxigeno
O(1) forma puentes de hidrogeno O...H-O-H con una molécula de agua con una distancia de
1.936 A.
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Figura 54. Red cristalina del compuesto [Cus(L2)sp-OH](PFe)2.

Por Gltimo, se obtuvo un cristal del compuesto [Cu(dmbpy)(L1)]PFs mostrado en la Figura 55,
sin embargo, éste no tuvo la calidad requerida para obtener su resolucion completa. A pesar de
es0, nos ayud6 como caracterizacion y para comprobar la obtencion del compuesto. EIl &tomo de
cobre presenta un nimero de coordinacion de cinco, con una geometria de pirdmide de base
cuadrada distorsionada, la base de la pirdmide esta formada por dos atomos de nitrégeno y uno
de oxigeno del ligante (E)-3-((2-(metilamino)etilimino)metil)fenolato (L1) y un atomo de
nitrégeno del ligante dmbpy, en la posicion apical se coordina un segundo 4&tomo de nitrégeno del
ligante dmbpy. EI compuesto cationico tiene como contraion al anién PF; y una molécula de

agua de hidratacion.

Figura 55. Estructura cristalina de [Cu(dmbpy)(L1)]PFe.
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4.2.10 Voltamperometria Ciclica

La voltamperometria ciclica es una técnica electroquimica en donde a un electrodo de trabajo se
le impone un potencial ciclico generando un cambio en la corriente, obteniendo una gréfica de la
corriente leida a cierto potencial asociado. Esta técnica permite electrolizar una especie e invertir
el potencial para comprobar la formacion de su par redox. Al variar la velocidad de barrido se
puede estudiar la cinética de las reacciones o detectar la aparicion de especies intermedias en
procesos redox. Es una de las técnicas mas empleadas para estudiar mecanismos de reaccion,

puesto que brindan informacion acerca del comportamiento redox de la especie®®’.

La ecuacion de Randler-Sevcik establece una proporcionalidad entre el perfil de la corriente
obtenida en el barrido del primer ciclo y la intensidad de corriente, concentracion y velocidad de

barrido.

3 1 1
ip = (2.69 x 10°)n2AD2V2C

Donde

i, = intensidad de corriente de pico [A]

n = ndmero de electrones que participan en la reaccion

A = érea de la superficie del electrodo [cm?]

D = coeficiente de difusion de la especie electroactiva [cm?s™]
C = concentracion de la especie electroactiva [mol cm]

V = velocidad de barrido [V s]

Para un sistema cuyo comportamiento es reversible, si se grafica la intensidad de corriente (i)

en funcion de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (V1/2) presenta un comportamiento
lineal, cuya pendiente permite extraer informacion, como el nimero de electrones intercambiados

o el valor del coeficiente de difusion de la especie electroactiva.

Un criterio que se usa para conocer la reversibilidad de los sistemas es el cociente de las sefiales

de corriente anddica y catddica a diversas concentraciones o velocidades de barrido. Se debe

. i . i L
cumplir que l”—“ = 1, en el caso de una electrorreduccion, y l’l = 1 para una electrooxidacion.
pc pa

El potencial de media onda (E; /;) se aproxima al valor del potencial normal condicional (E®)
para un sistema reversible, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Epe + Epa

EY
2

IR

Ei =
2
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Los sistemas reversibles deben ser lo suficientemente rapidos para mantener las concentraciones
de reactivos y productos en la superficie del electrodo, éstas muestran un comportamiento tipico
pues el potencial donde se manifiestan los picos anddicos y catodicos presentan una diferencia
constante:

AE = Epy — Epg = 59.0 mV
n

Se realizaron estudios de inversion de potencial, que consiste en estudiar los procesos

electroquimicos del compuestos en diferentes intervalos de potencial, comenzando en un intervalo

de -2.5 a 1.5 V vs. Fc*-Fc y sucesivamente se realizaron los voltamperogramas en un menor

intervalo de potencial (-23V al1l5V;-20Val5V,-18Val5V,efc), con la finalidad de

conocer los diferentes procesos redox y para asignar la dependencia de cada sefial.

En la Figura 56 se muestra el estudio de inversién del compuestos [Cu(L1)(NOs)] en DMSO. Se

observan dos sefiales de reduccion (I y 11,) y cuatro sefiales de oxidacion (1, 1y, e, y 1lg).

El proceso de oxidacion I, y de reduccion I, son atribuidos al par redox Cu''L/Cu'L,* mientras
que las sefales restantes son adsorciones al electrodo, que son eliminadas al trabajar en una
ventana de potenciales mayores, para el estudio electroquimico de estos compuestos solo se

estudiaron las sefiales del par redox Cu'"L/Cu'L.

-2.0 -1.6 -1I.2 -OI.B -0.4 0.0
E (V vs. Fc'-Fc)

Figura 56. Estudio de inversion de potencial de [Cu(L1)(NO3)] a 100 mVs* en DMSO + TBAPFs 0.1 mmol L en
direccion catodica. Electrodo de trabajo: Carbono vitreo. Velocidad de barrido: 200 mVs-.

En la Figura 57 se muestra el voltamperograma de [Cu(L1)(NOs3)], este proceso redox Cu''L/Cu'L.

[74] Presenta un potencial de media onda de -0.98 V vs. Fc*-Fc y un valor AE, = 0.077 V, lo que

nos permite identificar la transferencia reversible de un electron. EI mismo comportamiento
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reversible se observé para [Cu(L2)(NOs)] con un potencial de media onda de -0.96 V vs. Fc*-Fc

y un valor AE,= 0.075 V.

61 0I5V—m Ia
4
2
0
NS
=
-4
4
-+
A2V
-10 \]:b T T

T T T T T T
16 14 12 -0 93 He H4 02 0.0 0.2
E(V vs Fo'Fc)

Figura 57. Voltamperograma de [Cu(L1)(NOz)] DMSO + TBAPFs 0.1 mmol L en direccion catddica. Electrodo de
trabajo: Carbono vitreo. Velocidad de barrido: 100 mVs™.

Para [Cu(LN1)(NOs)]Jse observé la sefial del proceso Cu'L + e — Cu'L mas dos sefiales
adicionales, Ip* y I*, mostradas en la Figura 58. De acuerdo a la literatura y considerando que
para [Cu(LN1)(NO3)] presenta mayor aromaticidad en comparacion con [Cu(L1)(NOs)], los
procesos Ip* y I.* pueden atribuirse a procesos de adsorcion al electrodo por interacciones x...w
entre los anillos aromaticos del ligante con el grupo naftil y el electrodo de carbono vitreo.™*® Un
comportamiento similar fue observado para los compuestos [Cu(LN2)(NOs)], [Cu(LH1)(NOs)],
[Cu(LH2)(NO3)], [Cu(LNH1)(NO3)] vy [Cu(LNH2)(NO3)] (Anexo I1X). El resumen de los
resultados obtenidos se encuentra en la Tabla 19.

:[*

6—- a

T T T T T T
14 -1.4 -1.2 40 1.8 1.5 4.4 .2
E{V vs FcFch

Figura 58. VVoltamperograma de [Cu(LN1)(NOs)] en DMSO + TBAPFs 0.1 mmol L"* en direccién catodica.
Electrodo de trabajo: Carbono vitreo. Velocidad de barrido: 100 mVs?
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Para [Cu(dmbpy) (L1)]* se observo la sefial del proceso Cu''L + e — Cu'L, ilustrada en la Figura
59. Presenta un potencial de media onda de -1.20 V vs. Fc*-Fc y un valor AE,= 0.080 V, lo que
nos permite identificar la transferencia reversible de un electrén. En un potencial aproximado de
-0.6 V vs. Fc*-Fc se observo una sefial de menor intensidad debida a absorciones al electrodo. El
mismo comportamiento se observé para los compuestos [Cu(L2)(dmbpy)]™ [Cu(LN1)(dmbpy)]*
y [Cu(LN2)(dmbpy)]*, mostrados en el Anexo IX.

6 1
] 116V @ 100 v

N

_8__ 1AV

40 I

_12‘| T T T T T T T T

43 468 44 42 40 483 98 04 42
E(vvsFc'Fc)

Figura 59. Voltamperograma de [Cu(dmbpy)(L1)]* DMSO + TBAPFs 0.1 mmol L en direccién catddica. Electrodo
de trabajo: Carbono vitreo. Velocidad de barrido: 100 mVs™.

Tabla 19. Datos del estudio electroquimico de los complejos de cobre(11) (0.1 mmol L) en DMSO. Los
experimentos fueron referenciados contra el par Fc*-Fc.

Proceso _
CullL+e™ - CulL
Clave
Epc(V) AEp(mV) Ey/2(V)
[Cu(L1)(NOs3)] -1.02 77 -0.98
[Cu(L2)(NOs)] -0.99 75 -0.96
[Cu(LN1)(NO3)] -1.22 79 -1.19
[Cu(LN2)(NO3)] -1.03 68 -1.00
[Cu(LH1)(NO3)] -1.12 116 -1.06
[Cu(LH2)(NO3)] -1.03 102 -0.98
[Cu(LNH1)(NOs3)] -1.22 147 -1.15
[Cu(LNH2)(NO3)] -1.15 90 -1.11
Compuestos mixtos

[Cu(dmbpy)(L1)]PFes -1.23 80 -1.20
[Cu(dmbpy)(L2)]PFs -1.14 76 -1.10
[Cu(dmbpy)(L3)]PFs -1.54 96 -1.50
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs -1.24 85 -1.20
[Cu(dmbpy)(LN2)]PFs -1.11 79 -1.01
[Cu(dmbpy)(LN3)]PFs -1.57 139 -1.50

[Cu(dmbpy)(LH1)]PFs -1.37

[Cu(dmbpy)(LH2)]PFs
[Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs -1.37 125 -1.30

[Cu(dmbpy)(LNH2)]PFs - -
[Cu(phen)(L1)]PFs -1.30 59 -1.27
[Cu(phen)(L2)]PFs -1.02 87 -0.97
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En el caso de los compuestos [Cu(LH1)(dmbpy)]*, [Cu(LH2)(dmbpy)]*, [Cu(LNH2)(dmbpy)]",
[Cu(L3)(dmbpy)]* y [Cu(LN3)(dmbpy)]*, a valor de potencial de circuito abierto los compuestos
presentaron un fuerte proceso de adsorcion al electrodo acompafiado de un proceso redox
CUu"L(elec) + € = CuU'Leleq), que bloguean la superficie del electrodo y disminuyen la cantidad del
complejo soluble en disolucion. Como consecuencia, para [Cu(LHZL1)(dmbpy)]*,
[Cu(LH2)(dmbpy)]* y [Cu(LNH2)(dmbpy)]*, sélo el proceso de reduccion I, de Cu''L a Cu'L fue

observado.

Los compuestos con fenantrolina [Cu(L1)(phen)]* y [Cu(L2)(phen)]* sintetizados por Areli Silva
en su tesis de maestria,® también fueron analizados por la técnica de voltamperometria ciclica,
con la finalidad de comparar su comportamiento con los compuestos con dmbpy. El
[Cu(L1)(phen)]* presentd una transferencia de electrones cuasi-reversible Cu''L + e — Cu'L en
combinacion con procesos de adsorcién a potencial de circuito abierto y un proceso controlado
por difusion. Se observo el mismo comportamiento para el compuesto [Cu(L2)(phen)]*. los

resultados para los compuestos mixtos de cobre se encuentran resumidos en la Tabla 19.

Para asignar los procesos como controlados por difusion, se trazd la corriente normalizada entre
la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V¥?) vs. el potencial (E(V)). Cuando los gréficos se
superponen a diferentes velocidades el proceso puede atribuirse como controlado por difusién,
como se muestra en la Figura 60 para los compuestos [Cu(L1)(NO3)] y [Cu(LNH1)(NO3)], y en
las figuras del Anexo IX para todos los complejos. La ventaja de usar la representacion de
corriente normalizada en lugar de las corrientes iy € ipa tipicas frente a V2 es que se requiere una
linea base, que muchas veces por una estimacion inadecuada da una desviacion de la ecuacion de

Randles-Sevcik.
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Figura 60. Grafico de corriente dividida por la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/VY2) vs. el
potencial (E(V)) para [Cu(L1)(NOs)] (izquierda) y [Cu(LNH1)( NOs)] (derecha).

Ademas, se observan sefiales electroquimicas con diferente comportamiento a un proceso rapido

de transferencia de electrones controlados por difusion. En la Figura 60 para [Cu(LNH1)(NO3)],
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la forma y los potenciales maximos cambian con VY2 que se pueden atribuir a la adsorcion de
especies quimicas.

Para corroborar esta premisa, se cambio6 el electrodo de trabajo de carbon vitreo por uno de
platino, las imagenes se muestran en la Figura 61 para [Cu(LNH1)(NOs3)], se corrieron los
voltamogramas a diferentes velocidades y en diferentes ventanas de potencial, observando la sefial

cada vez mas intensa.
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Figura 61. Voltamperograma de [Cu(LNH1)(NOgz)], 1 mM en DMSO + TBAPFs 0.1 mmol L-1, direccidn catddica.
Electrodo de trabajo: platino. Velocidad de barrido = 100 mVs™.

Se compararon los voltamperogramas a 100 mVs? y se observé que las sefiales atribuidas a las
absorciones se modificaban con el electrodo de platino, en algunas ocasiones éstas desaparecian,
probablemente esto estd relacionado con las interacciones w...m entre los compuestos de
coordinacién y la superficie del electrodo. De esta forma, estas sefiales fueron atribuidas a
absorciones al electrodo como se muestra en la Figura 62. Las sefiales controladas por difusion y
gue no cambiaron de forma cuando se cambio el electrodo, fueron las sefiales atribuidas al proceso
cu'/cu.
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Figura 62. Voltamperograma de [Cu(LNH1)(NO3)], 1 mM en DMSO + TBAPFs 0.1 mmol L, direccién
catédica. Electrodo de trabajo: platino (izquierda) y carbono vitreo (derecha). Velocidad de barrido = 100 mVs™.
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Una descripcidn detallada de los procesos de adsorcion estd mas alla del alcance de este trabajo.
En un trabajo futuro se realizara un estudio para comprender la naturaleza de estos procesos
utilizando espectroscopia de impedancia electroquimica.

En los resultados obtenidos se observaron tendencias relacionadas con la estructura de los
compuestos. Los valores de AE, para los compuestos con ligantes bases de Schiff, varian entre 59
y 85 mV; para compuestos con ligantes hidrogenados, entre 116 y 147 lo que indica que la
transferencia de electrones en el proceso de reduccion fue mas lenta en los compuestos con
ligantes hidrogenados. En todos los complejos, AE, supera el requisito nerstiano de 59 mV para

un electrén, lo que sugiere sistemas cuasi-reversibles.

Como podemos ver en los estudios RPE, los ligantes hidrogenados son mas flexibles que las bases
de Schiff y generan una mayor distorsion en la geometria del centro metélico. La flexibilidad de
los ligantes hidrogenados favorece un reordenamiento en la esfera de coordinacién y estabiliza
las especies de Cu'L, ya que pueden adoptar una geometria tetraédrica distorsionada, haciéndolos

sistemas menos reversibles o irreversibles como [Cu(dmbpy)(LH1)]*.13313°

Una tendencia observada para el E1/, calculado es que los compuestos con ligantes hidrogenados
presentan un potencial de reduccion menor, esto se atribuye a que los &tomos de nitrégeno de una
amina tienen mayor caracter p, es decir, son mas basicos que un nitrégeno de una base de Schiff, 14
por lo que son mejores electrodonadores, generando que el cobre(ll) tenga una mayor densidad
electrénica y sea una especie menos oxidante. De igual forma se observé que los compuestos con
estos ligantes son sistemas menos reversibles, incluso algunos son irreversibles, lo que se ha
atribuida a la capacidad del ligante, que es mas flexible y es capaz de estabilizar una geometria

cuadrada plana para los compuestos de Cu', 33139

Los compuestos mixtos presentaron valores menores de Ei2 que los complejos no mixtos, estos
fueron mejores agentes reductores debido al ligante dmbpy que tiene dos sustituyentes de
metileno en posiciones 4,4", que actian como electrodonadores por efecto inductivo, aumentando

la densidad electronica en el atomo de cobre (11).

El potencial de media onda se ve influenciado principalmente por la longitud de la cadena de
metilenos en el ligante tridentado, siguiendo la siguiente tendencia: [Cu(dmbpy)(L3)]*<
[Cu(dmbpy)(L1)]'< [Cu(dmbpy)(L2)]" y [Cu(dmbpy)(LN3)]" < [Cu(dmbpy)(LN1)]" <
[Cu(dmbpy)(LN2)]*. Esta tendencia se ha atribuido a la distorsion en la geometria de los
compuestos, ya que el traslape de los orbitales en el enlace coordinado disminuye al incrementar
la distorsion, que desfavorece la retrodonacion de la densidad electronica del cobre al ligante,
desplazando los potenciales a valores mayores. Como se observo en RPE en disolucién en DMSO,
los compuestos con los ligantes L2 y LN2 presentan una mayor distorsion en la geometria del

centro metalico.
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4.3 Determinacidon de la Toxicidad del Anidon Hexafluorofosfato (KPFe)

Durante la sintesis de los compuestos de coordinacion se utilizé como sal Cu(NOs)a, el ion nitrato
funge como contraion en las disoluciones de los complejos tipo [Cu(NNO)(NO3)]. En los
compuestos mixtos se cambi6 el contraion por hexafluorofosfato (PF;) para favorecer la
precipitacion de los complejos en las sintesis y la formacion de cristales para su futura
caracterizacién. Estudios han mostrado que la sal de nitrato de cobre(ll) no presenta actividad
bioldgica frente a células tumorales®® y una pregunta que surgié fue conocer si el
hexafluorofosfato podria presentar alguna actividad bioldgica frente a las células tumorales e

influenciar a la toxicidad de los complejos, por lo que se decidié estudiar al contraién PF; .

La concentracion inhibitoria media de la sal hexafluorofosfato de potasio usando el ensayo de
MTT en células HelLa fue mayor a 1000 uM. Se prepar6 una disolucién stock de 10000 uM de
KPFs en una mezcla H,O:DMSO 9:1. Se realizaron cuatro diluciones més con la finalidad de
probar cinco concentraciones diferentes, las cuales fueron: 1000uM, 100puM, 10uM, 1 pM y
0.1uM. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 63.

En las concentraciones probadas no se logro obtener la Clso, y la viabilidad celular no se encuentra
afectada en comparacion con los controles, donde sélo se probé el medio de cultivo y la mezcla
de disolventes usada para preparar las disoluciones. Los resultados indican que el ion PFg no

presenta actividad bioldgica en las células tumorales HelL a.
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Figura 63. Evaluacion de la proliferacion celular por el ensayo del MTT de la sal KPFs en células HeLa a 24 h de
incubacion a 37 ° C y 5% de COx.
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4.4 Concentraciones Inhibitorias Medias de los Compuestos de Coordinacion.

Se evaluo la citotoxicidad de los compuestos de coordinacidn sintetizados mediante el ensayo de
MTT utilizando como disolvente una mezcla de H,O:DMSO (9:1) frente a las lineas tumorales
HelL a (cancer cervicouterino) y MDA-MB-231 (cancer de mama). Se determin la concentracion
inhibitoria media (Clso) a partir de las curvas de concentracion respuesta, los valores obtenidos se
muestran en la Tabla 20 en concentraciones de uM, sin embargo, los resultados reportados en
MDA-MB-231 aun son preliminares, puesto que s6lo se ha realizados una de las tres réplicas
necesarias para obtener resultados méas precisos. Se evaluaron los compuestos [Cu(phen)(L1)]PFs
y [Cu(phen)(L2)]PFs, sintetizados y caracterizados previamente por la M. en C. Areli Silva
Becerril®®. Las Clso del cisplatino y la Casiopeina Ill-ia fueron determinadas por el M. en C.

Mauricio Misael Gonzales Ballesteros.

Tabla 20. Concentracion inhibitoria media (Clso) de los compuestos de coordinacion de cobre(Il) evaluados a 24 h en
células HeLa y MDA-MB-231 por el ensayo de MTT.

Linea tumoral Hela MDA-MB-231
Clave Clso (UM) Clso (LM)
[Cu(L1)(NO3)] 827454 77.9
[Cu(L2)(NO3)] 93.8+ 1.7 87.4
[Cu(LN1)(NO3)] 59.6 + 4.0 49.8
[Cu(LN2)(NO3)] 772 +5.5 58.6
[Cu(LH1)(NO3)] 705+ 4.1 136.0
[Cu(LH2)(NO3)] 1382+ 12.1 125.4
[Cu(LNH1)(NO3)] 33.2+1.6 225
[Cu(LNH2)(NO3)] 472+ 2.5 40.8
Compuestos mixtos
[Cu(dmbpy)(L1)]PFs 239+1.1 35.5
[Cu(dmbpy)(L2)]PFs 242+ 24 28.5
[Cu(dmbpy)(L3)]PFs 11.2+0.3 11.0
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs 13.0 £ 0.1 28.1
[Cu(dmbpy)(LN2)]PFs 51.7 + 2.3 40.9
[Cu(dmbpy)(LN3)]PFs 8.0+ 2.0 11.1
[Cu(dmbpy)(LH1)]PFs 15.2+ 1.3 24.6
[Cu(dmbpy)(LH2)]PFs 306+ 1.9 34.1
[Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs 79+04 8.7
[Cu(dmbpy)(LNH2)]PFs 143+ 2.0 22.8
[Cu(phen)(L1)]PFs 6.1+1.3 6.1

[Cu(phen)(L2)]PFs 215+ 1.3 38.6
Casiopeina Ill-ia* 172+ 0.8 61.5
Cisplatino* 200+ 2.1 21.7

Los resultados obtenidos muestran que los compuestos sintetizados presentar una buena actividad
citotoxica como cisplatino o la Casiopeina Ill-ia y dependiendo de los ligantes usados, esta

actividad puede ser mejor que la de los compuestos de referencia.

Con los resultados preliminares obtenidos en ambas lineas tumorales se pueden comparar los

valores de Cls, de manera general los valores son similares y siguen las mismas tendencias, sin
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embargo, se observa que los compuestos mixtos son mas activos en HelLa puesto que las Cls, son

menores.

En funcion del ligante primario (N-N) y del ligante secundario (NNO) se encontraron tendencias
que presentan los compuestos de coordinacion, estas tendencias son muy similares en la linea
tumoral HeLa y MDA-MB-231. Se observo que con el sustituyente naftil, la actividad bioldgica
aproximadamente se duplic6. Cuando se coordiné la 4,4"-dimetil-2,2"-bipiridina, la actividad
mejord aproximadamente cuatro veces y para los compuestos con ligantes hidrogenados, la Clsg

disminuy0 casi dos veces.

4.4.1 Influencia del Ligante N-N (4,4"-dimetil-2,2"-bipiridiana y 1,10-

fenantrolina)

La coordinacion de los ligantes phen y dmbpy aumenta la actividad biolégica de los compuestos
mixtos. En las Casiopeinas de primera generacion, se ha atribuido un efecto farmacdéforo a los
complejos [Cu(bpy)(L)]** y [Cu(phen)(L)]?* 2*14, debido a la capacidad del ligante para
interactuar con blancos moleculares como el ADN de forma no covalente, las diiminas aromaticas

son capaces de intercalarse y estabilizar interacciones de apilamiento ... con el ADN*#2,

Jaividhya et al., sintetizaron complejos de cobre(ll) con ligantes base de Schiff tridentados NNO
[CU(NNO)(H20).]* y sus derivados mixtos [Cu(NNO)(N-N)]* donde N-N = bpy, phen, dpq , dppz
y dmdppz (Figura 64). Reportaron la interaccion con el ADN mediante la técnica de uv-vis, la
adicion de la diimina aromatica permite la intercalacion parcial del ligante a través de
interacciones de apilamiento =...w, la constante de union Ky (que indica la fuerza de union del
complejo con el ADN) aumenté cuando los ligante diimina eran mas planos, incrementandose en
la siguiente forma bpy < phen < dpq < dmdppz < dppz*3144. EI cambio del ligante bpy por phen
mejora la actividad de los complejos, el ligante phen se intercala con el ADN debido a que
presenta un tercer anillo aromatico en su estructura, las constantes de unién K, son mas altas en
comparacion con los complejos con bpy'%. Ademas, se ha atribuido una actividad nucleasa al
complejo [Cu(phen)(L)]™ mediante estudios de electroforesis en gel, en presencia de una especie
reductora el complejo es capaz de escindir el ADN a través de dafio oxidativo causado por la

generacion de especies reactivas de oxigeno en una reaccion tipo Fenton4314¢,
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dppz dmdppz

Figura 64. Estructura de diferentes diiminas aromaticas.

En la Tabla 20 se observa que los compuestos mixtos presentan una mayor actividad que los que
s6lo se encuentran coordinando al ligante tridentado NNO. Los valores de la Clsy de los
compuestos mixtos con 4,4"-dimetil-2,2"-bipiridina son aproximadamente cuatro veces menores.
Los compuestos con 1,10-fenantrolina presentan mayor actividad y menores valores de Clso,
siendo dieciséis y diez veces menores que los no mixtos, y aproximadamente cuatro y dos veces
mas activos que con la bipiridina dimetilada, lo que se atribuye a la presencia del tercer anillo

aromatico.

La fenantrolina provoca una mayor toxicidad del compuesto [Cu(phen) (L1)]*, en comparacién
con el sustituyente naftil en el ligante tridentado de [Cu(LN1)(dmbpy)]*, debido a la actividad
nucleasa del complejo Cu-phen y la mayor aromaticidad en el ligante con los tres anillos

aromaticos conjugados en lugar de dos anillos.

4.4.2 Influencia del grupo Naftil en los Ligantes Tridentados NNO.

El ADN es uno de los objetivos moleculares mas estudiados en el disefio de farmacos
antitumorales, las moléculas pueden presentar interacciones electrostaticas, unidon por surco y
union intercalante con ADN, que son interacciones no covalentes. La intercalacion ocurre cuando
un anillo aromatico plano se intercala dentro de los pares de bases de la doble hélice del ADN.
Este tipo de interacciéon puede inhibir o retardar los procesos de replicacion, transcripcion y

reparacion del ADN, lo que convierte a los intercaladores en potentes mutagenos*’.

Se han examinado complejos analogos con ligantes de tipo salen, como [Cu(salen-NMe3)]?*,
[Cu(salphen-NMe3)]** y [Cu(salnaph-NMes)]?, utilizando la técnica de RPE en fibras de ADN
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(DNA-fiber EPR). Los resultados mostraron que los compuestos presentaban diferentes
interacciones con el ADN. Los complejos con ligantes (salphen-NMes) y (salnaph-NMes), que
presentan mayor aromaticidad y generan compuestos mas planos, potencian la intercalacion del
apilamiento x...m con el ADN y presentan una constante de union Ky mayor (Kp > 107) en

comparacion con salen que interactGa en los surcos del ADN 4814,

Como se observo anteriormente, la adicion de un anillo aromatico en el ligante fenantrolina
incrementa drasticamente la actividad citotdxica de los compuestos. En el ligante tridentado se
observa la misma tendencia, tanto para los compuestos no mixtos y los mixtos al extender la
aromaticidad de éste con el sustituyente naftil. Afadir el grupo naftil incrementa la actividad
aproximadamente el doble, con excepcién de [Cu(dmbpy)(LN2)]* que presenta una Clso mayor

que su analogo [Cu(dmbpy)(L2)]*.

El grupo naftil en el ligante tridentado aumenta la planaridad, la aromaticidad y la lipofilicidad
en los ligantes (Tabla 20). La aromaticidad extendida puede favorecer interacciones de tipo
apilamiento =...7m, que son mas fuertes en comparacion con las interacciones electrostaticas. El
aumento en la lipofilicidad del ligante puede mejorar la permeacion de los compuestos a través
de la membrana lipidica celular lo que se refleja en un aumento en la actividad de los

complejos®#142.150,

4.4.3 Influencia de la Cadena de Metilenos en los Ligantes Tridentados
NNO.

Para los compuestos no mixtos se observéd que ligantes con dos metilenos en el puente de los
nitrégenos son aproximadamente dos veces mas activos que con tres metilenos. Para los
compuestos mixtos se observo la misma tendencia, sin embargo, cuando el puente de los
nitrégenos presenta cuatro metilenos, los compuestos son mas activos que con una cadena de dos

metilenos, la actividad de los compuestos sigue la siguiente tendencia: L2<L1<L3.

La longitud de la cadena tiene un efecto importante en la geometria del centro metalico, siendo
que la cadena mas corta (dos metilenos) favorece una geometria de piramide de base cuadrada,
mientras que la cadena de tres y cuatro metilenos distorsiona la geometria y los compuestos
presentan una geometria de octaédrica. Para los ligantes tridentados uno de los atomos donadores
se puede descoordinar, generando compuestos cuadrados planos, que son mejores agentes
intercalantes del ADN, en comparacion con las otras geometrias, esto debido a que los
compuestos planos no presentan ningin impedimento estérico para apilarse entre las bases
nitrogenadas del ADN#,
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4.4.4 Influencia de la Hidrogenacion del Grupo Azometino en los
Ligantes Tridentado NNO.

Los ligantes hidrogenados presentan dos aminas secundarias con &tomos de hidrégeno que pueden

formar enlaces de hidrégeno con a&tomos de oxigeno, nitroégeno o azufre.

Se ha observado que compuestos como la equinomicina, que es un antibiotico biopeptidico y los
complejos organometalicos tipo “piano-stool” [(n6-areno)Ru(en)CI]*!, presentan diferentes
interacciones con el ADN y estas uniones mejoradas por la interaccion de los enlaces de hidrogeno

que forman las moléculas con los &tomos de nitrégeno de las bases nitrogenadas del ADN.

Los ligantes hidrogenados pueden favorecer y formar enlaces de H con alguna diana molecular,
provocando interferencias en el ciclo celular’>> los enlaces de H mejoran la fuerza de unién con
proteinas, enzimas o ADN, lo que se refleja en un aumento de la actividad de los compuestos,

como se observa en la Tabla 20.

Los compuestos con ligantes hidrogenados como [Cu(dmbpy)(LH1)]" y [Cu(dmbpy)(LNH1)]*
tuvieron una mayor actividad biolégica en comparacion con los compuestos andlogos con bases
de Schiff. Esto también se puede atribuir al hecho de que los enlaces M-L tienen un caracter
iGnico, como se observa en los estudios RPE, lo que significa que los ligantes estan débilmente
unidos al cobre (el enlace puede romperse facilmente debido a la distorsién generada por el ligante
hidrogenado, que es mas flexible), uno de los &tomos donantes, como el nitrégeno terminal, podria
descoordinarse, y cambiar la geometria del complejo a cuadrado plano cuadrado favoreciendo las
interacciones 7...7 con el ADN, segtin lo informado por Chikira et al. en varios estudios de RPE
de fibras de ADN?53154,

Para los compuestos con una cadena de tres metilenos, la hidrogenacion disminuye la actividad
en los compuestos mixtos y no mixtos. Cuando el ligante tridentado es LN2, se observa el mismo
comportamiento anterior, donde la hidrogenacién favorece la actividad citotéxica y disminuye la
C|5o.
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4.5 Relacién de la actividad biol6gica con distintas propiedades del compuesto de
coordinacion.

La relacion estructura actividad es un modelo tedrico matematico que permite predecir la relacién
entre la estructura quimica de una molécula y su actividad biolégica. Permite determinar una
propiedad fisicoquimica responsable de provocar un efecto bioldgico. Esto permite el disefio

racional de farmacos mediante la modificacidn de la estructura para mejorar el efecto del farmaco.

Para los compuestos de coordinacion sintetizados en este trabajo se realiz6 un estudio de relacion
estructura actividad, esto nos permitié determinar las propiedades que son responsables de la

actividad bioldgica del compuesto.

Los complejos se separaron en grupos, con base en la cadena de metilenos y en ligantes con el

grupo imino e hidrogenados:

Grupo 1. [Cu(L1)(NO3)], [Cu(LN1)(NO3)], [Cu(dmbpy)(LD)]", [Cu(dmbpy)(LN1)]*,
[Cu(phen)(L1)]*.

Grupo 2: [Cu(LH1)(NOs)], [Cu(LNH1)(NO3)], [Cu(dmbpy)(LH1)]*, [Cu(dmbpy)(LNHL)]*.

Grupo 3: [Cu(L2)(NOs)], [Cu(LN2)(NOs)], [Cu(dmbpy)(L2)], [Cu(dmbpy)(LN2)]",
[Cu(phen)(L2)]*.

Grupo 4: [Cu(LH2)(NO3)], [Cu(LNH2)(NO3)], [Cu(dmbpy)(LH2)]*, [Cu(dmbpy)(LNH2)]".

Se realizaron correlaciones de logaritmo de la concentracion inhibitoria media (LogClso) en
funcion del potencial de pico catodico (Epc), del logaritmo de particion n-octanol-agua tedrico
(LogPoa) y del nimero de anillos arométicos conjugados en los ligantes. Los pardmetros se

encuentran en la Tabla 21.

El logaritmo de particion (LogPos) se calculo tebricamente, se optimizaron las geometrias de los
diferentes compuestos por el método de la teoria del funcional de las densidades, usando un
funcional M06, base Lanld2dz en fase gas y un modelo de solvatacién SMD para optimizar las
estructuras en fase acuosa y en fase solvatada en octanol. El logaritmo de particién teérico n-
octanol agua fue calculado de acuerdo con la siguiente ecuacion®410:

AGSol agua — GSoln—octanol
2.303RT

DFT — Log P =

Donde AGso €5 el cambio de energia libre de solvatacién del estado estandar en un compuesto en
n-octanol y en agua a 298.15 K. La energia libre de solvatacion en estado estandar se define como
la energia libre de transferencia de la fase gaseosa a la fase condensada, en las condiciones
estandar. Debido a que las energias libres en fase gaseosa se calculan con respecto a un estado

estdndar de 1 atm, es necesario agregar un factor de correccion de RTIn 24.46 (es decir, 1.894
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kcal mol™ a 298 K) para convertirlo al estado estandar de 1 mol dm™ %7 | os valores

calculados se muestran en la Tabla 21 y en la Tabla mostrada en el Anexo XII.

Tabla 21. Concentracion inhibitoria media (Clso) en células HeLa; logaritmo de la concentracion inhibitoria media
(LogClso); potencial de pico catodico (Epc) calculado por la técnica de voltamperometria ciclica; logaritmo de
particion n-octanol/agua tedrico (LogPo/a) calculado computacionalmente; y el parametro asignado que representa la
conjugacion de los ligante de los compuestos de coordinacion de cobre(ll).

lavi Iso(UM) L | Anill

Clave Clso(uM)  Log(Clso) Epe(V) LogPo/a 0s
[Cu(L1)(NOa3)] 82.7 1.918 -1.02 -3.7 0
[Cu(L2)(NO3)] 93.8 1.972 -0.99 -4.1 0
[Cu(LN1)(NO3)] 59.6 1.775 -1.22 -35 1
[Cu(LN2)(NO3)] 77.2 1.888 -1.03 -4.5 1
[Cu(LH1)(NO3)] 70.5 1.848 -1.12 -4.3 0
[Cu(LH2)(NO3)] 138.2 2.141 -1.03 -34 0
[Cu(LNH1)(NOs3)] 33.2 1.521 -1.22 -3.8 1
[Cu(LNH2)(NO3)] 47.2 1.674 -1.15 -3.7 1

Compuestos mixtos

[Cu(dmbpy)(L1)]PFs 239 1.378 -1.23 1.8 2
[Cu(dmbpy)(L2)]PFs 24.2 1.384 -1.14 0.9 2
[Cu(dmbpy)(L3)]PFs 11.2 1.049 -1.54 1.1 2
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs 13.0 1.114 -1.24 -4.9 3
[Cu(dmbpy)(LN2)]PFs 51.7 1.713 -1.11 -4.8 3
[Cu(dmbpy)(LN3)]PFs 8.0 0.903 -1.57 2.3 3
[Cu(dmbpy)(LH1)]PFs 15.2 1.182 -1.37 -0.2 2
[Cu(dmbpy)(LH2)]PFs 30.6 1.486 0.2 2
[Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs 7.9 0.898 -1.37 7.7 3
[Cu(dmbpy)(LNH2)]PFs 14.3 1.155 9.0 3
[Cu(phen)(L1)]PFs 6.1 0.785 -1.30 -0.25 4
[Cu(phen)(L2)]PFs 215 1.332 -1.02 -0.90 4

45.1 Relacion Entre el Logaritmo de la Concentracion Inhibitoria Media

y el Potencial de Reduccién.

En estudios de relacion cuantitativa estructura actividad (QSAR por sus siglas en inglés) para
compuestos de coordinacion se ha observado una fuerte correlacion f entre el potencial de media
onda y la actividad biolégica de complejos metalicos de cobre y de rutenio,?** directamente
involucrada con la capacidad de los metales para participar en reacciones tipo Fenton y generar
especies reactivas de oxigeno que pueden causar dafio al ADN o simplemente generar un

desbalance redox dentro de la célula tumoral llevandola posteriormente a la muerte celular?.

El LogClso y el potencial de pico catodico (Eyc) siguen una tendencia lineal, en los grupos 1y 2
(ver ecuaciones 1y 2). En el grupo 3 potencial de pico catddico (Epc) no presenta una buena

correlacion (ver ecuacion 3).

Grupol  Log(Clsy) = 3.46(E,.) + 5.55 R? = 0.632 1)

Grupo 2 Log(Clso) = 3.32(Epc) + 5.57 R2 = 0.904 )
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Grupo 3 Log(Cls) = 0.64(E,.) + 2.35 R* = 0.053 3)

En los tres grupos se observo que los complejos no mixtos son més oxidantes (E,c entre -1.22 a -
1.02 V vs. Fc*-Fc) en comparacion con los compuestos mixtos (Egc entre -1.23 a -1.37 V vs. Fc*-
Fc). Las especies menos oxidantes son las que presentan mayor citotoxicidad (menor LogClso), y
se ha atribuido a que los compuestos Cu'' pueden reaccionar con reductores celulares endégenos,
generando especies de Cu' que podrian participar en la reduccién de H,O2 y formar el radical -OH.
Aunque los oxidantes mas débiles son mas dificiles de reducir, la especie reducida Cu' es mas

facil de oxidar, favoreciendo la participacion en reacciones de tipo Fenton.

En comparacion con las Casiopeinas de primera generacion, que tienen potenciales de reduccion
entre -0.35 a -0.21 V vs. Fc*-Fc?, la cuarta generacion tienen potenciales redox mas bajos, entre
-1.30 V y -0.98 V vs. Fc*™-Fc, lo que las convierte en especies menos oxidantes. En el estudio
QSAR de las Casiopeinas de primera generacion se observo que las especies menos oxidantes son
las que presentan una mayor actividad biolégica en las células cancerosas, en este trabajo no se
favoreci6 tanto la reduccion de los complejos sintetizados, sin embargo, la reaccién entre Cu' y
H,0; para la generacion del radical -OH es mas cuantitativa en comparacion con las Casiopeinas

de primera generacion.

4.5.2 Relacion del Logaritmo de la Concentracion Inhibitoria Media y el

Coeficiente de Particion (LogPoa).

El logaritmo del coeficiente de particion n-octanol-agua (LogP.,) indica la capacidad hidrofilica
o hidrofébica de un compuesto, valores menores a cero indican que las moléculas presentan un
caracter hidrofilico, es decir, estan presente mayormente en la fase acuosa, mientras que un valor
mayor a cero indica que las moléculas presentan un caracter hidrofébico, es decir, que se
encuentran mayormente en la fase organica. Lipinsky sugirié usar el LogP.. para predecir la
actividad biofarmacéutica de un compuesto organico, los medicamentos deben ser lo
suficientemente hidrofdbicos para poder penetrar la membrana celular, pero lo suficientemente
hidrofilicos para no quedar atrapados en ella. Lipinsky reporta que el coeficiente de particion
LogP./s debe encontrarse entre -0.4 y +5.6, para que un compuesto organico presente una buena

actividad farmacéutica®®®-1%8,

Los compuestos de coordinacién no siguen las reglas de Lipinsky, pero su actividad biol6gica
también ha mostrado una tendencia con LogPo,; los complejos idnicos con caracter cationico y
valores de LogP.. superiores a +5.6 también son capaces de presentar una buena actividad

bioldgica?.

118



La coordinacion de los ligantes a un metal afecta la toxicidad de los compuestos, no sélo
modulando el potencial de reduccién, como se observo anteriormente, sino que también pueden
modificar su permeabilidad al interior de la célula. Los complejos con mayor lipofilia han

presentado una citotoxicidad superior a los que son mas hidrofilicos.

El gréfico de LogClso en funcion de LogPoa mostrd que los compuestos mas hidrofobicos (LogPoa

mas alto) eran mas activos en la linea celular HeL a, ver ecuaciones 4,5,6y 7

Group 1 Log(Clse) = —0.14(LogP, ;o) + 1.28 R* = 0.542 4)
Group2  Log(Clse) = —0.071(LogP,,q) + 1.34 R? = 0.848 (5)
Group3  Log(Clsy) = —0.099(LogP,,q) + 139 R? = 0.745 6)
Group4  Log(Clse) = —0.057(LogP,/q) + 1.64 R? = 0.730 %)

Los complejos no mixtos presentaron valores inferiores de LogPqa (entre -4.3 a -3.5) en
comparacion con sus derivados mixtos (entre -4.9 a + 7.7), la adicion de la diimina aromatica
aumenta la lipofilia. Los ligantes NNO con el sustituyente naftil (LNny LNHn) presentan valores
mayores de LogPoa lo que indica que son mas hidrofobicos que aquellos con el ligante NNO sin
sustituir. La actividad citotoxica esta influenciada por el coeficiente de particion y los compuestos

maés hidrofébicos, que son mas permeables, exhiben mayor toxicidad.

4.5.3 Relacion del Logaritmo de la Concentracién Inhibitoria Media y la

Aromaticidad de los Ligantes

De igual forma se ha encontrado que los compuestos de coordinacion con ligantes aromaticos
suelen presentar una buena actividad biolégica debido a que se favorecen las interacciones de tipo
apilamiento n-n con blancos moleculares. En las tendencias observadas en este trabajo se encontré
que la actividad de los complejos incrementd cuando en el ligante primario y secundario

incrementaba el nimero de anillos aromaticos conjugados, como se ilustra en la Figura 65.

Para estudiar la influencia de la aromaticidad se asigno la siguiente numeracion, que depende de
los anillos aromaticos conjugados en los ligantes. Se asigné como 0 aquellos compuestos
coordinados al ligantes NNO sin sustituyente; como 1 a aquellos donde se afiadia el sustituyente
naftil al ligante NNO; como 2 a los complejos mixtos con bipiridina donde el ligante NNO no
presenta ningun sustituyente; como 3 a los complejos mixtos con bipiridina donde el ligante NNO
se encuentra sustituido con naftil; y como 4 a los compuestos mixtos con fenantrolina donde el

ligante NNO no presenta sustituciones. Los valores asignados se encuentran en la Tabla 21.
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El LogClso se grafico en funcién de los anillos aromaticos conjugados; la actividad biolégica
aumenta cuando el ligante NNO tiene el grupo naftil, asi como cuando el ligante primario N-N
esta coordinado (ecuaciones 8, 9, 10y 11).
~ Actividad
v Bioldgica
[Cu(dmbpy)(L1)]PFs  [Cu(dmbpy)(LN1)]PFg [Cu(phen)(L1)]PFg

[Cu(L1)(NOs)] [Cu(LN1){NO,)]

Clso | | I | |
(uM) | | f 1 1
79.5 59.6 23.9 13.0 6.1
/ v A / \ A [ ARV PFs [ /AN PFg '—\ A
=N N— =N N— Vi N N —
gy AN a Yol YaYne N
L7 oL P ¢ o [ 7] P i Vo | )1 /L\ a/ \
\ 7 0‘*&% W Dm.@\ — I‘/N‘\“ﬁI/ T = I/ \\/ /
o % LA ,/ ]
o | \II/ . T //\ /
Anillos Anillos Anillos Anillos Anillos
conjugados =0 conjugados =1 conjugados =2 conjugados =3 conjugados = 4

Figura 65. Efecto de los anillos aromaticos de los ligantes en la actividad biol6gica y asignacion del parametro empirico
del nimero de anillos conjugados.

Group 1 Log(Clso) = —0.29(Anillos conjugados) + 1.97 R* = 0.982 (8)
Group 2 Log(Clsp) = —0.33(A4nillos conjugados) + 1.85 R? = 0.999 9
Group 3 Log(Clsy) = —0.30(A4nillos conjugados) + 2.07 R? = 0.630 (10)
Group 4 Log(Clsy) = —0.14(Anillos conjugados) + 1.95 R? = 0.977 (11)

Como se discutié anteriormente, la relacién de la actividad citotéxica con la aromaticidad de los

PFq

ligantes se ha atribuido a su capacidad para interactuar con dianas moleculares, como el ADN, a

través de interacciones de apilamiento .. ..

45.4 Relacién Estructura Actividad

En la correlacion con una variable en funcion de LogClso, el nimero de anillos aromaticos fue el

parametro que mejor relacion mostré para los grupos 1y 2 (R? = 0.982 y 0.999), seguido del

potencial de pico catddico (R?= 0.632 y 0.904) y por Gltimo el LogP.. (R? = 0.542 y 0.848). Para

el grupo 3 fue el LogPo. (R?= 0.745), el nimero de anillos aromaticos (R?= 0.630) y por Gltimo

el potencial de pico catédico (R?= 0.053). Para el grupo 4 el parametro con una mejor correlacion

fue el nimero de anillos aromaticos (R?= 0.977) y después el LogPoa (R?= 0.730).

El uso de un solo pardmetro para encontrar una correlacion con la actividad bioldgica potencial

es una aproximacion inexacta, porque un modelo matematico que describa completamente la

relaciéon estructura-actividad debe tener en cuenta todos los parametros de la molécula que

influyen en la actividad bioldgica. Sin embargo, nos permite saber si la modulacion del descriptor
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influye en la actividad farmacéutica de la molécula. Para encontrar una mejor correlacion, se
combinaron dos descriptores y por el método de regresién lineal multiple se obtuvieron tres

ecuaciones para cada grupo de compuestos (excepto el grupo 4), que se muestran en la Tabla 22.

Para el grupo 1 ([(Cu(L1)(NOs3)], [Cu(LN1)(NOs3)], [Cu(dmbpy)(L1)]", [Cu(dmbpy)(LN1)]" vy
[Cu(phen)(L1)]") vy el grupo 2 ([(Cu(LH1)(NO3)], [Cu(LNH1)(NO3)], [Cu(dmbpy)(LHL)]" vy
[Cu(dmbpy)(LNH1)]*) la ecuacion que presenta una mejor correlacion y que describe mejor la
actividad de los compuestos es Log(Clsy) = X(E,.) + Y(LogP) + Z. Las correlaciones se ilustran

en la Figura 66.

Tabla 22. Ecuaciones obtenidas por de la relacion estructura actividad de los compuestos de coordinacion de

cobre(ll).
Log(Clsy) = X(E.) + Y(Anillos conjugados) + Z R?
Grupo 1 Log(Clso) = —1.01(E,) — 0.35(4nillos conjugados) + 0.87 0.998
Grupo 2 Log(Clsp) = 0.078(E,.) — 0.32(Anillos conjugados) + 1.94 10
Grupo 3 Log(Clsy) = —0.32(E,.) — 0.15(Anillos conjugados) + 1.62 0.640
Log(CIso) = X(Eyc) + Y(LogP) + Z R?
Grupo 1 Log(Clsy) = 3.33(Ep;) —0.012(LogP) + 5.36 0.637
Grupo 2 Log(Clse) = 2.07(E,:) — 0.035(LogP) + 3.98 0.987
Grupo 3 Log(Clsp) = 0.69(E,.) —0.099(LogP) + 2.13 0.806
Log(Cls5o) = X(Anillos) + Y(LogP) +Z R?
Grupo 1 Log(CIsy) = —0.29(Anillos) — 0.0062(LogP) + 1.95 0.984
Grupo 2 Log(CIsy) = —0.33(Anillos) + 0.00051(LogP) + 1.85 0.999
Grupo 3 Log(Clsy) = —0.10(Anillos) — 0.075(LogP) + 1.66 0.999
Grupo 4 Log(Clsy) = —0.35(Anillos) + 0.011(LogP) + 2.13 0.982
19 [Cu(L1)(NOy)].. . [Cu(LH1)(NO,)] =
[CultN1)(NO +
~1! —; + [Cu(LNH1)(NO,]
£ o CuldmbpyN LU g
o .._...-‘-"'[Eﬁtélmbn‘f](LNl)l* - * [CutdmbpyLHL)*
0 e R=-09e8 R2=1.0
*[Cu(phen)(L1)]* o «{Cu(dmbpy){LNH1)]*
” L::;:IIISl,:-l.O‘l‘CE'm )—0.3;;;111&105 c‘c:;zjugadn;;:ﬂ.ﬂ? - - Logélg:‘,:().078(Ep;1]570.32(:4ni1};; conjugac};;}ﬂ,ﬂ -

Figura 66. Gréafico de LogClso obtenido experimentalmente frente a LogClso calculado para el grupo 1 (izquierda) y
el grupo 2 (derecha).

Para el grupo 1 el coeficiente que multiplica el potencial del pico catddico (1.01) fue mayor que
el coeficiente que multiplica el nimero de anillos aromaticos en el ligante (0.35); mientras que
para el grupo 2 el coeficiente que multiplica el potencial del pico catodico (0.078) fue menor que
el coeficiente que multiplica el nimero de anillos arométicos en el ligantes (0.32). Para los

compuestos con ligantes de base de Schiff o del grupo 1, el Eyc fue el parametro que provoca la
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mayor contribucion sobre la actividad biolégica de los complejos y en menor medida la
aromaticidad del ligante. Para los compuestos con ligantes hidrogenados o del grupo 2, el
principal pardmetro que aporté la actividad bioldgica fue la aromaticidad de los ligantes y en
menor medida el E,c, 10 que concuerda con lo observado en estudios electroquimicos, ya que el

proceso redox del par Cu''/Cu' se presento en sistemas menos reversibles.

[Cu(L2)(NO)] » 21 [Cu(LH2){NO,)] =
[Cu(LN2)(NO;)] =
; 18
B [Cu(dmbpy)(LN2)]"« S « [Cu(LNH2)(NO,)]
S =)
0 16 an
& Sis o [Cu(dmbpy)(LH2)]*
,[Cu(phen)(L2))* R? =0.999 1 R?=0.982
«[Cu(dmbpy)(L2)]* ) * [Cu(dmbpy)(LNH2)]*
3 1
3 14 1 1.6 1.7 18 1.9 2.0 11 12 13 14 15 16 1.7 18 19 2 2.1
LogClsy=-0.10(A4nillos)-0.075(LogP)+1.66 LogCl;,=-0.35(Anillos)+0.011(LogP)+2.13

Figura 67. Gréafico de LogClso obtenido experimentalmente frente a LogClso calculado del grupo 3 (izquierda) y el
grupo 4 (derecha).

Para el grupo 3 ([(Cu(L2)(NOs3)], [Cu(LN2)(NOs3)], [Cu(dmbpy)(L2)]", [Cu(dmbpy)(LN2)]" vy
[Cu(phen)(L2)]") vy el grupo 4 ([(Cu(LH2)(NOs3)], [Cu(LNH2)(NO3)], [Cu(dmbpy)(LH2)]", vy
[Cu(dmbpy)(LNH1)T") la ecuacion que presenta una mejor correlacion y que describe mejor la
actividad de los compuestos es Log(Cls,) = X(Anillos) + Y(LogP) + Z. Las correlaciones se
ilustran en la Figura 67. Para ambos grupos, el coeficiente que multiplica el nimero de anillos
aromaticos conjugados (0.10 y 0.35) fue mayor que el coeficiente que multiplica al logaritmo de
particion (0.075y 0.11).

De la ecuacion obtenida se puede concluir que el potencial de media onda y la aromaticidad del
ligante son los principales descriptores de la actividad bioldgica de los compuestos sintetizados,
por lo que se propone que el mecanismo de reaccidn involucra reacciones redox endégenas que
participan en la generacién de especies reactivas de oxigeno y la interaccién con blancos

moleculares como el ADN.
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4.6 Estudio de la Interaccion con ADN
El ADN es un blanco molecular ampliamente estudiado en el disefio de farmacos, ya que
moléculas pequefias pueden presentar interacciones con éste afectando el funcionamiento de las
celulas y causando la muerte de éstas. Las interacciones entre las moléculas y el ADN pueden ser

de tipo covalente o no covalente?#2,

Dentro de las interacciones covalentes encontramos la formacién de aductos con ADN, como es
el caso del cis-platino, que se coordina a los nitrdgenos de las bases nitrogenadas o las Casiopeinas

de primera generacion, que pueden formar aductos con los oxigenos de los fosfatos*.

Las interacciones no covalentes son interacciones electrostaticas, union en los surcos o union
intercalante. La union electrostatica se produce debido a la interaccion entre la carga negativa del
ADN y moléculas pequefias cargadas positivamente. La union en los surcos puede ser en el surco
mayor o menor del ADN, e implica enlaces de hidrdgeno o interacciones débiles de Van der
Waals entre la molécula pequefia con las bases de acido nucleico. La intercalacion ocurre cuando
las moléculas pequefas se intercalan dentro de los pares de bases del acido nucleico y esta
favorecida para moléculas planas de alta aromaticidad, puesto que la interaccion se estabiliza por

interacciones de tipo 7. ..m*421%9,

El estudio de las interacciones entre una molécula y el ADN es importante para la comprension
del mecanismo de accion de varios medicamentos contra el cancer. Los resultados previos en este
trabajo nos han mostrado que la citotoxicidad de los compuestos de coordinacion de cobre(ll) esta
relacionada con la aromaticidad de los ligantes y con el potencial de media onda, que sugiere que
uno de los blancos moleculares de las Casiopeinas de cuarta generacion es el ADN y la formacion
de especies reactivas de oxigeno®. Para corroborar que estos compuestos presentan interacciones
con ADN se eligid estudiar la familia de compuestos [Cu(L1)(NO3)], [Cu(LN1)(NO3)],
[Cu(LH1)(NO3)], [Cu(LNH1)(NO3)], [Cu(dmbpy)(LD)T, [Cu(dmbpy)(LN1)],
[Cu(dmbpy)(LH1)]*, [Cu(dmbpy)(LNHL1)]" y [Cu(phen)(L1)]* que presentan una cadena de dos
metilenos en el puente de las iminas. Los estudios se realizaron mediante la técnica de
espectroscopia electronica y electroforesis en gel. La perspectiva de este trabajo es estudiar el

resto de los compuestos.
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4.6.1 Estudio de la Interaccién con CT-ADN Mediante Espectroscopia

Electrénica.

La interaccion de las moléculas y el ADN se estudié por la técnica de espectroscopia de uv-vis
observando el cambio en los espectros de absorcion del ADN. En este caso, se agreg6é una
concentracion creciente de CT-ADN (ADN de ternera) a una concentracion fija de los compuestos
de coordinacion. Al aumentar la concentracion del CT-ADN se observa un cambio en los
espectros que es interpretado con base en lo reportado en la literatura que se describe a

continuacion?®,

Las interacciones entre las moléculas y el ADN pueden ser de tipo covalente, este efecto se
observa con la aparicion de un punto isosbéstico, como se ilustra en la Figura 68 a), que se

interpreta como la formacion de un aducto entre la molécula y el ADN (Figura 68)*6°,

En las interacciones de tipo no covalente se observa un efecto hipercrémico o hipocrémico, que
surgen debido a un cambio en la estructura de la doble hélice del ADN. La estructura secundaria
del ADN puede desestabilizarse al interactuar con moléculas en los surcos, lo que se observa

como un efecto hipercrémico (Figura 68)*€°.

La estabilizacidn de la estructura secundaria, por efectos electrostaticos o por intercalacion con
moléculas se observa como un efecto hipocrémico. Cuando el espectro de absorcién presenta un
desplazamiento batocrémico acompafiado de hipocromismo se asocia a la intercalacién de la
molécula del ADN. Moléculas que se unen a los surcos menores también pueden llegar a presentar
un efecto batocromico, sin embargo, el desplazamiento es menor, en comparacion con un

intercalante?®°,

Aductos Surco Intercalacion

|

Absorbancia
Absorbancia
Absorbancia

260 nm 260 nm 260 nm
a) b) c)

Figura 68. Representacion del efecto observado por espectroscopia de uv-vis de la interaccién entre ADN y una
molécula. La gréafica negra representa al ADN y la linea roja representa a el ADN-molécula. a) Formacién de punto
isoshéstico producida por interacciones covalentes, b) efecto hipercromico producido interacciones no covalentes en

el surco, ¢) efecto hipocromico producido por interacciones de intercalacion*6C.
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Se monitorearon los espectros de los complejos en disolucién acuosa y en presencia de diferentes
cantidades de CT-ADN mostrados en el Anexo XI. Las constantes de union se calcularon usando
la ecuacion de Benesi-Hildebrand, graficando Ao/(A-Aq) vs. 1/[ADN]*? los valores se

encuentran en la Tabla 23.

Tabla 23. Efecto observado en los espectros electronicos de los compuestos de coordinacion después de la adicion de
diferentes cantidades de CT-ADN y constantes de union (Kb) calculadas.

Tipo de
Clave Efecto interaccion Ko (M)
[Cu(L1)NO3] Hipercromismo, desplazamiento a azul Uni6n al surco 3.8% 104
[Cu(LN1)NOs3] Hipercromismo, punto isoshéstico Unién covalente 85% 103
[Cu(LH1)NOs3] Hipercromismo, desplazamiento a azul Union al surco 3.6X 10*
[Cu(LNH1)NOs3] Hipercromismo, punto isoshéstico Union covalente 57X 104
[Cu(dmbpy)(L1)]* Hipercromismo, punto isosbéstico Unién covalente 1.9% 10*
[Cu(dmbpy) (LN1)]* Hipercromismo, punto isosbéstico Unién covalente 3.3% 104
[Cu(dmbpy) (LH1)]* Hipercromismo, punto isoshéstico Union covalente 21X 104
[Cu(dmbpy) (LNH1)]* Hipercromismo, punto isoshéstico Union covalente 3.7%X 104
[Cu(phen) (L1)]* Hipocromismo Intercalante 7.0% 104

Los compuestos [Cu(L1)(NOs)] y [Cu(LH1)(NOs3)] en presencia de CT-ADN muestran un
comportamiento similar; al incrementar la concentracion de CT-ADN, las bandas de absorcion de
los complejos fueron afectadas, resultando en una tendencia de hipercromismo y un
desplazamiento hacia el azul, como se muestra en la Figura 69 para [Cu(L1)(NO3)]. Esto puede
ser el resultado de interacciones electrostaticas con la carga negativa del ADN o el resultado de
la interaccion de los complejos en los surcos®. Las constantes de unién calculadas para estos
compuestos fueron 3.8x 10* M([Cu(L1)(NO3)]) y 3.6x 10* M* ([Cu(LH1)(NO3)]).

13.3 uM ADN
12.2 uM ADN
9.8 uM ADN
7.4 uM ADN
6,2 uM ADN
3.8 uM ADN
1.3 M ADN
0 ADN

Absorbancia
o
S
1

T T T T T T T 1
260 280 300 320 340 360 380 400
nm

Figura 69. Espectro electronico de [Cu(L1)(NOs)] 12 uM en ausencia y en presencia de diferentes concentraciones de
CT-ADN en tampén Tris-HCI (0.5 mM NaCl / 5 mM Tris-HCI a pH = 7. El primer expectro (morado) fue tomado en
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ausencia de AND y posteriormente se adicionaron alicuotas de 10 pL del CT-ADN hasta que la concecentracién final
de éste fue 13.3 uM.

Los compuestos [Cu(LN1)(NO3)], [Cu(LNH1)(NOs)], [Cu(dmbpy)(L1)]", [Cu(dmbpy)(LN1)]",
[Cu(dmbpy)(LHD)]* y [Cu(dmbpy)(LNH21)]*, en presencia de CT-ADN también se ven afectados
y se observa un punto isosbéstico y un efecto hipercrémico, como se muestra en la Figura 70 para
el compuesto [Cu(dmbpy)(L1)]*. Para complejos de Zn'" este efecto se le ha atribuido a la
formacion de aductos, donde se generan nuevas especies durante la interaccion con CT-ADN?6L,
por lo que se propone el mismo tipo de interaccion para estos complejos. Las constantes de union
calculadas para estos compuestos fueron 8.5x 103 M ([Cu(LN1)(NO3)]) 5.7x 10* M
([Cu(LNH1)(NO3)]), 1.9x 10* M ([Cu(dmbpy)(L1)]*), 3.3% 10* M ([Cu(dmbpy)(LN1)T?),
2.1x 10* M? ([Cu(dmbpy)(LH1)]") y 3.7x 10* M ([Cu(dmbpy)(LNH1)]*). Los compuestos
mixtos se unen mas fuertemente al ADN en comparacion con el no mixto. Para los compuestos
mixtos se observa que con el sustituyente naftil presentan una mayor Ky, que se interpreta como
una interaccion méas fuerte con ADN probablemente por interacciones tipo x...n. También los
compuestos hidrogenados presentan una mayor Ky, su unién con ADN es mas fuerte que para

aquellos con el grupo azometino.

20.0 uM ADN
16.7 uM ADN
12.2 yM ADN

9.8 uM ADN
5.0 uM ADN

1.3 uM ADN
0 ADN

0.20

0.15 4

Absorbancia

0.10 4

0.05 4

0.00 T T T T T T T T T T T T T T 1
260 280 300 320 340 360 380 400
nm

Figura 70. Espectro electrénico de [Cu(dmbpy)(L1)]* 12 uM en ausencia y en presencia de diferentes
concentraciones de CT-ADN en tampén Tris-HCI (0.5 mM NaCl / 5 mM Tris-HCI a pH = 7). El primer expectro
(verde) fue tomado en ausencia de ADN y posteriormente se adicionaron alicuotas de 10 uL del CT-ADN hasta que
la concecentracion final de éste fue 20 pM.

El compuesto [Cu(phen)(L1)]" present6 un efecto hipocromico, como se ilustra en la Figura 71,
que puede deberse a una interaccion de intercalacion. La constante de union determinada para

este compuesto fue de 7.0x 10* M, que es el mayor en comparacion con los deméas compuestos.
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Figura 71. Espectro electronico de [Cu(phen)(L1)]* 13.5 UM en ausencia y en presencia de diferentes concentraciones
de CT-ADN en tampon Tris-HCI (0.5 mM NaCl /5 mM Tris-HCl a pH = 7. El Gltimo espectro (naranja) fue tomado
en ausencia de ADN y posteriormente se adicionaron alicuotas de 10 pL del CT-ADN hasta que la concecentracion

final de éste fue 20 uM.
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4.6.2 Actividad de Ruptura al ADN de los Compuestos de Coordinacion.

La electroforesis en gel de agarosa es una de las técnicas mas utilizadas para estudiar el efecto de
una molécula sobre el &cido nucleico, ya que permite separar moléculas cargadas de acuerdo a su
tamafo y forma. Un plasmido es una pequefia molécula de ADN circular que existe naturalmente
en las células bacterianas y también en algunas eucariotas. Cuando el ADN plasmidico se corre
en un gel de agarosa, se observan bandas caracteristicas que representan las diferentes

conformaciones en las que se encuentra, como se ilustra en la Figura 7262,

El ADN plasmidico superenrollado es la conformacién de ADN nativo que se encuentra in vivo
y se produce cuando se introducen giros en la hebra de doble hélice, esta tension superhelicoidal
no se puede aliviar porque los extremos del plasmido estan unidos. EI ADN superenrollado migra

mas rapido de lo previsto en un gel de agarosa debido a su conformacion?*®2,

El ADN plasmidico circular se forma cuando se corta una hebra de la hélice del ADN y se relaja
la tension superhelicoidal. EI ADN circular migra mas lento en el gel de agarosa en comparacién

con la forma superenrollada’®?,

El ADN lineal se produce cuando la hélice del ADN se corta en ambas hebras en el mismo
lugar. EI ADN lineal generalmente migra y forma una banda entre la forma circular y
superenrollada. Si obtiene la forma circular o lineal se debe a la capacidad de cortar el ADN de

alguna de las moléculas usadas!®?.

ADN plasmidico:
Forma ll — I _
Forma lll —» — Circular

[ <00000000000_<

Forma| —» Lineal

Superenrollado

Figura 72. Diferentes formas del ADN y su corrimiento en electroforesis en gel de agarosa'®?.

El ADN es sensible a la ruptura oxidativa; estudios sobre ADNasas 0 nucleasas artificiales se han
centrado en moléculas capaces de cortar el ADN mediante un mecanismo oxidativo usando
agentes de ruptura eficientes que involucran radicales libres u otras especies reactivas de oxigeno

(ERO) capaces de inducir una via oxidativa®. Un sistema comUnmente utilizado, es la molécula
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a evaluar en presencia de perdxido de hidrégeno u oxigeno molecular y un agente reductor, con

la finalidad de estudiar si se generan radicales responsables de la ruptura del ADN,

La capacidad de romper al ADN de los complejos mixtos y no mixtos (85 pM) se evalud por
electroforesis en gel utilizando el plasmido pBR322 (300 ng), en presencia y ausencia de H,0;
(10 uM), después de 30 minutos, 90 minutos y 12 horas de incubacion a 37 °C. La capacidad de
romper el ADN se evalu6 cualitativamente a través de la formacion de ADN circular (Forma I1)
y la formacién de una forma de ADN lineal (Forma 1) a partir de la forma superenrollada (forma

I) que puede disminuir su intensidad o algunas veces desaparecer.

Posterior a los 30 minutos de incubacidn, se observo la presencia del ADN superenrollado (Forma
1) y circular (Forma I1) en los controles del plasmido y el plasmido en presencia de H,O, (carril 1
y 2 de Figura 73). Los compuestos [Cu(LN1)(NO3)], [Cu(dmbpy)(L1)]*, [Cu(dmbpy)(LN1)],
[Cu(dmbpy)(LHL)]*, [Cu(dmbpy)(LNH1)]* y [Cu(phen)(L1)]*, evaluados a 30 min no muestran
ninguln efecto significativo en comparacién con los controles, ya que la intensidad de las bandas

no presenta ningun cambio.

1 2 3 4 5 6 7 8

a) <= Forma

<« Formal

< Formalll

b)
< Formall

Figura 73. Resultados de electroforesis de gel de agarosa (1%) a 30 min. 4 pL del plasmido pBR322, 2uL de H202
(10 uM), 2 L del complejo disuelto en DMSO (85 uM) y agua estéril hasta un volumen de 20 pL. a) Carril 1:
plasmido pBR322 + agua estéril; carril 2: plasmido pB322 + H202 + agua estéril; carril 3: plasmido pBR322 +

[Cu(LNH1)(NOs3)] + agua estéril; carril 4: plasmido pBR 322 + [Cu(LNH1)(NOs3)] + H202 + agua estéril; carril 5:

plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(L1)]* + agua estéril; carril 6: plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(L1)]* + H202 + agua
estéril; carril 7: no se colocé muestra; carril 8: plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(LN1)]* + H202 + agua estéril. b)
Carril 1: pldsmido pBR322 + agua estéril; carril 2: plasmido pBR322 + H202 + agua estéril; carril 3: plasmido
pBR322 + [Cu(dmbpy)(LH1)]* + agua estéril; carril 4: plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(LH1)]* + H202 + agua
estéril; carril 5: plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(LNH1)]* + agua estéril; carril 6: plasmido pBR322 +

[Cu(dmbpy)(LNH1)]* + H202 + agua estéril; carril 7: plasmido pBR322 + [Cu(phen)(L1)]* + agua estéril; carril 8:

plasmido pBR322 + [Cu(phen)(L1)]* + H202 + agua estéril.

Los resultados a 90 minutos de incubacion, se muestran en la Figura 74, para los compuestos
[Cu(LN1)(NO3)], [Cu(dmbpy)(L1)]*, [Cu(dmbpy)(LN1)]" en ausenciay en presencia de perdxido

de hidrdgeno, se observo la presencia del ADN superenrollado y circular, aunque no hay ningin
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efecto significativo en comparacion con los controles, ya que la intensidad de las bandas no

presenta ningln cambio.

En este tiempo, para los compuestos [Cu(dmbpy)(LH1)]*, [Cu(dmbpy)(LNH1L)]" vy
[Cu(phen)(L1)]*, enausencia y en presencia de perdéxido de hidrégeno, también se observaron las
bandas del ADN superenrollado (Forma I) y circular (Forma I1), sin embargo, se comienza a
observar el impacto sobre el ADN plasmidico. En ausencia de perdxido de hidrogeno se observa
un incremento en la intensidad de la circular (Forma Il). En presencia de peréxido de hidrégeno
la banda del ADN circular incrementa en intensidad, lo que indica que la capacidad de romper al

ADN incrementa.

a) < Forma ll

<« Formal

<+ Formalll

< Forma |

Figura 74. Resultados de electroforesis de gel de agarosa (1%) a 90 min. 4 pL del plasmido pBR322, 2uL de H202
(10 uM), 2 L del complejo disuelto en DMSO (85 uM) y agua estéril hasta un volumen de 20 pL. a) Carril 1:
plasmido pBR322 + agua estéril; carril 2: plasmido pBR322 + H20 + agua estéril; carril 3: plasmido pBR322 +
[Cu(LNH1)(NOa3)] + agua estéril; carril 4: plasmido pBR322 + [Cu(LNH1)(NO3)] + H202 + agua estéril; carril 5:
plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(L1)]* + agua estéril; carril 6: plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(L1)]* + H202 + agua
estéril; carril 7: plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(LNZ1)]* + agua estéril; carril 8: plasmido pBR322 +
[Cu(dmbpy)(LN1)]* + H202 + agua estéril. b) Carril 1: plasmido pBR322 + agua estéril; carril 2: plasmido pBR322 +
H202 + agua estéril; carril 3: plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(LH1)]* + agua estéril; carril 4: plasmido pBR322 +
[Cu(dmbpy)(LH1)]* + H202 + agua estéril; carril 5: plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(LNH1)]* + H202 +agua estéril;
carril 6: plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(LNH1)]* + agua estéril; carril 7: plasmido pBR322 + [Cu(phen)(L1)]* +
agua estéril; carril 8: plasmido pBR322 + [Cu(phen)(L1)]* + H202 + agua estéril.

A las 12 horas de incubacion, se observé que la forma de ADN superenrollada (Forma 1)
disminuye en presencia de todos los complejos evaluados [Cu(L1)(NOs3)], [Cu(LN1)(NOs)],
[Cu(LH1)(NO3)], [Cu(LNH1)(NO3)], [Cu(dmbpy)(L1)], [Cu(dmbpy)(LN1)],
[Cu(dmbpy)(LHD)T*, [Cu(dmbpy)(LNH1)]* y [Cu(phen)(L1)]*, aumentando la intensidad de la
banda del ADN circular (Forma Il). Este efecto se increment6 para los compuestos mixtos y para

los compuestos con los ligantes hidrogenados (Figura 75).

En presencia de H,O; se observd que la formacién de la Forma Il aumenta en comparacién con
los estudios sin H;0,. Para los compuestos [Cu(LNH1)(NOs)], [Cu(dmbpy)(LN1)],
[Cu(dmbpy)(LHL)]* vy [Cu(phen)(L1)]* se observé la formacion de ADN lineal (Forma Ill). En
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presencia de H,O, la capacidad de los complejos para romper el ADN fue mas eficaz, lo que
puede deberse a la reaccion del radical hidroxilo con el ADN.?* Ademas, esta claro que los
complejos mixtos e hidrogenados exhiben una mayor capacidad de romper el ADN en
comparacion con los complejos no mixtos.

<= Formalll

<« Formal

< Formall

< Forma lll
<= Formall

<— Formalll

C) <+ Formal lll

“= Formal

Figura 75. Resultados de electroforesis de gel de agarosa (1%) a 12h. 4 pL del plasmido pBR322, 2uL de H202 (10
UM), 2 uL del complejo disuelto en DMSO (85 uM) y agua estéril hasta un volumen de 20 pL. a)Carril 1: plasmido
pBR322 + agua estéril; carril 2: plasmido pBR322 + H20: + agua estéril; carril 3: plasmido pBR322 +
[Cu(L1)(NOs3)] + agua estéril; carril 4: plasmido pBR322 + [Cu(L1)(NOs3)] + H20: + agua estéril; carril 5: plasmido
pBR322 + [Cu(LN1)(NOs)] + agua estéril; carril 6: plasmido pBR322 + [Cu(LN1)(NOs)] + H202 + agua esteéril;
carril 7: plasmido pBR322 + [Cu(LH1)(NO3)] + agua estéril; carril 8: plasmido pBR322 + [Cu(LH1)(NO3)] + H202 +
agua estéril. b) Carril 1: Plasmido pBR322 + agua estéril; carril 2: plasmido pBR322 + H20: + agua estéril; carril 3:
plasmido pBR322 + [Cu(LNH1)(NOs3)] + agua estéril; carril 4: plasmido pBR322 + [Cu(LNH1)(NO3)] + H20: +
agua estéril; carril 5: Plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(L1)]* + agua estéril; carril 6: Plasmido pBR322 +
[Cu(dmbpy)(L1)]* + H202 + agua estéril; carril 7: plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(LN1)]* + agua estéril; carril 8:
plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(LN1)]* + H202 + agua estéril. c) Carril 1: plasmido pBR322 + agua estéril; carril 2:
plasmido pBR322 + H20: + agua estéril; carril 3: plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(LH1)]* + agua estéril; carril 4:
plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(LH1)]* + H202 + agua estéril; carril 5: plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(LNH1)]* +
agua estéril; carril 6: plasmido pBR322 + [Cu(dmbpy)(LNH1)]* H202 + agua estéril; carril 7: plasmido pBR322 +
[Cu(phen)(L1)]* + agua estéril; carril 8: plasmido pBR322 + [Cu(phen)(L1)]* + H202 + agua estéril.
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5. Conclusiones
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El analisis de los productos obtenidos de las sintesis y caracterizacion de los compuestos

planteados en los objetivos se derivan los siguientes hallazgos:

- El efecto de la hidrogenacion de enlace imino de las bases de Schiff y el incremento en la cadena
de metilenos confieren una mayor flexibilidad al ligante, generando una mayor distorsion, lo que

se refleja en las geometrias de los compuestos de coordinacion.

- La citotoxicidad de los compuestos frente a la linea celular tumoral HeLa y MDA-MD-231
mostré que todos los compuestos presentan actividad bioldgica. Las Casiopeinas de cuarta
generacion fueron méas activas que los compuestos no mixtos, incluso tan activas como el

cisplatino y la Casiopeina Ill-ia.

- Los compuestos ternarios presentan mejor actividad biolégica frente a la linea tumoral HeLa
debido a la adicion de la bipiridina en la estructura, que puede incrementar interacciones con ADN
y a su vez afiadir el segundo ligante hace a los compuestos menos oxidantes, 1o que se puede
significar que el mecanismo de accidn de los compuestos puede ser a través de especies reactivas

de oxigeno, como se ha demostrado para las otras generaciones de Casiopeinas.

-El Epe, LogPo/a y el nimero de anillos aromaticos conjugados en el ligante se utilizaron como
descriptores de la actividad bioldgica, lo que permitié proponer gque el posible mecanismo de
accién de los compuestos involucra la generacion de ERO e interacciones moleculares con
blancos moleculares como el ADN, similar a la primera generacion de Casiopeinas, que pudo ser
corroborado por estudios de interaccién de los complejos con CT-ADN y por electroforesis en

gel utilizando el plasmido pBr322 en presencia y ausencia de H>O,.

- Los estudios de interaccion del ADN mediante espectroscopia electronica y electroforesis en gel
nos permitieron comprobar que los compuestos pueden presentar diferentes interacciones con el
ADN, como interacciones en el surco, formacion de aductos e intercalacion y éstas dependen de

los ligantes coordinados.

- Los cambios estructurales en los ligantes tridentados (L1, LN1, LH1 y LNH1) y en la diamina
aromatica (dmbpy o phen) que mejoran la actividad de los compuestos fueron la hidrogenacion
de los ligantes base de Schiff (LH1 y LNH1) que podrian favorecer enlaces de hidrogeno con
dianas moleculares y que presentaron una K, mayor; el incremento en la aromaticidad en los
ligantes, ya sea usando el sustituyente naftil en el ligante tridentado o coordinando una diamina
aromatica (LN1, LNH1, dmbpy y phen), debido a que podrian favorecer las interacciones con el

ADN de tipo intercalacion «...7.

- La electroforesis en gel permitié6 comprobar que los compuestos pueden estar involucrados en

la generacion de especies reactivas de oxigeno, ya que la capacidad de romper el ADN aumenta
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en presencia de H,O, de igual forma permiti6 observar que los compuestos mixtos e

hidrogenados generan mayor dafio en el ADN en comparacién con los no mixtos.

- La adicion de los ligantes secundarios tridentados confiere una gran versatilidad a las
Casiopeinas de cuarta generacion, debido a que la fécil sintesis y la eleccion de precursores de
aminas y aldehidos nos permite generar un gran nimero de nuevos ligantes, con los que se pueden
modular las propiedades de los complejos, como el potencial redox, la lipofilicidad, e incluso la
adicion de grupos funcionales que favorecen las interacciones intermoleculares con dianas
bioldgicas. El uso de ligantes tridentados como ligantes secundarios podré ayudar a generar
nuevos compuestos que sean mas activos en células tumorales al modular las propiedades del

complejo que intervienen en la actividad bioldgica.

134



6. Referencias

o M WD

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.

22.

Organizacion Mundial de la Salud. Cancer. web https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/cancer
(2020).

Botelho, M. C., Teixeira, J. P. and Oliveira, P. A. Carcinogenesis. Encycl. Toxicol. Third Ed. 713-729 (2014).
Cleveland Clinic. Chemotherapy Drugs. (2032).

National Cancer Institute. Types of Chemotherapy Drugs. (2023).

Anand, U. Dey, A., Singh Chandel, A. K., Sandyal, R.,Mishra, A., Pamdey, D. K., De Falco, V., Upadhyay,
A., Kandimall, R., Chaudhary, A., Dhanjal, J. K., Dewanjee, S., Vallamkoondu, J. and Perez de la Laztra J.
M. Cancer chemotherapy and beyond: Current status, drug candidates, associated risks and progress in targeted
therapeutics. Genes Dis. (2022)

Von Sommaruga, E. and Reichardt, E. Ueber die Einwirkung des Ammoniaks auf Isatin. Berichte der Dtsch.
Chem. Gesellschaft 10, 432-434 (1877).

Rosenberg, B. Platinum complexes for the treatment of Cancer. Interdiscip. Sci. Rev. 3, 134-147 (1978).
Oun, R., Moussa, Y. E. and Wheate, N. J. The side effects of platinum-based chemotherapy drugs: A review
for chemists. Dalt. Trans. 47, 6645-6653 (2018).

Berners-Price, S. J., Ronconi, L. and Sadler, P. J. Insights into the mechanism of action of platinum anticancer
drugs from multinuclear NMR spectroscopy. Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. 49, 65-98 (2006).

Kidani, Y., Noji, M. and Tashiro, T. Antitumor activity of platinum(Il) complexes of 1,2-diamino-cyclohexane
isomers. Gann, Japanese J. Cancer Res. 71, 637-643 (1980).

Cleare, M. J. and Hoeschele, J. D. Studies on the antitumor activity of group VIII transition metal complexes.
Part I. Platinum (I1) complexes. Bioinorg. Chem. 2, 187-210 (1973).

Boulikas, T. Clinical overview on Lipoplatin™: A successful liposomal formulation of cisplatin. Expert Opin.
Investig. Drugs 18, 1197-1218 (2009).

Huang, R., Wallgvist, A. and Covell, D. G. Anticancer metal compounds in NCI’s tumor-screening database:
Putative mode of action. Biochem. Pharmacol. 69, 1009-1039 (2005).

Mjos, K. D. and Orvig, C. Metallodrugs in medicinal inorganic chemistry. Chem. Rev. 114, 4540-4563 (2014).
Paez-Franco, J. C., Zermefio-Ortega, M. R., de la O-Contreras C. M., Canseco-Gonzales, D., Parra-Unda J.
R., Avila-Sorrosa, A., Enriquez, R. G., German-Acasio, J. M. and Morales-Morales, D. Relevance of
Fluorinated Ligands to the Design of Metallodrugs for Their Potential Use in Cancer Treatment.
Pharmaceutics 14, 1-36 (2022).

Yousuf, 1., Bashir, M., Arjmand, F. and Tabassum, S. Advancement of metal compounds as therapeutic and
diagnostic metallodrugs: Current frontiers and future perspectives. Coord. Chem. Rev. 445, 214104 (2021).
Ruiz-Azuara, L. United States Patent. (1989).

Li, J., Davis, l., Griffith, W. P. and Liu, A. Formation of Monofluorinated Radical Cofactor in Galactose
Oxidase through Copper-Mediated C-F Bond Scission. J. Am. Chem. Soc. 142, 18753-18757 (2020).

Harris, E. D. Symposium: Regulation of Antioxidant Enzymes Copper as a Cofactor and Regulator of Copper,
Zinc Superoxide Dismutase12. J. Nutr. 122, 636-640 (1992).

Bravo-Gomez, M. E., Garcia-Ramos, J. C., Gracia-Mora, I. and Ruiz-Azuara, L. Antiproliferative activity and
QSAR study of copper(Il) mixed chelate [Cu(N—N)(acetylacetonato )]JNO3 and [Cu(N-N)(glycinato )]NO3
complexes. J. Inorg. Biochem. 103, 299-309 (2009).

Novoa-Ramirez, C. S., Silva-Becerril, A., Olivera-Venturo, F. L., Garcia-Ramos, J. C., Flores-Alamo, M. and
Ruia-Azuara, L. N / N Bridge Type and Substituent E ff ects on Chemical and Crystallographic Properties of
Schi ff -Base. Crystals 10, 616 (2020).

Royer, A. and Sharman, T. Copper Toxicity. StatPearls https://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK557456/

135



23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3L

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

(2022).

Aust, S. D., Morehouse, L. A. and Thomas, C. E. Role of metals in oxygen radical reactions. J. Free Radicals
Biol. Med. 1, 3-25 (1985).

Halliwell, B. and Gutteridge, J. M. C. Role of free radicals and catalytic metal ions in human disease: An
overview. Methods Enzymol. 186, 1-85 (1990).

Koppenol, W. H. The Haber-Weiss cycle - 70 years later. Redox Rep. 6, 229-234 (2001).

Kachadourian, R., Brechbuhl, H. M., Ruiz-Azuara, L., Gracia-Mora, I. and Day, B. J. Casiopeina llgly-
induced oxidative stress and mitochondrial dysfunction in human lung cancer A549 and H157 cells.
Toxicology 268, 176-183 (2010).

Pope, L. aur. M., Reich, K. A., Graham, D. R. and Sigman, D. avi. S. Products of DNA cleavage by the 1,10-
phenanthroline-copper complex. Inhibitors of Escherichia coli DNA polymerase I. J. Biol. Chem. 257, 12121
12128 (1982).

Kellett, A., O"Connor, M., McCann, M., McNamara, M., Lynch, P., Rasair, G., McKee, V., Creaven, B.,
Walsh, M., McClean, S., Foltyn, A., O"Shea, O. & Devereux, M. Bis-phenanthroline copper(ii) phthalate
complexes are potent in vitro antitumour agents with ‘self-activating’ metallo-nuclease and DNA binding
properties. Dalt. Trans. 40, 1024-1027 (2011).

Saha, D. K., Sandbhor, U., Shirisha, K., Padhye, S., Deobagkar, D., Anson, C. E., Powell, A. K. A novel
mixed-ligand antimycobacterial dimeric copper complex of ciprofloxacin and phenanthroline. Bioorganic
Med. Chem. Lett. 14, 3027-3032 (2004).

Lena Ruiz-Azuara. MX172967B - Procedimiento para la obtencion de nuevos complejos aminoacidatos de
cobre mixtos a base de fenantrolinas y sus derivados alquilados como agentes anticancerigenos - Google
Patents. Patente (1989).

Reina, M., Hernandez-Ayala, L. F., Bravo-Gomez, M. E., Gdmez, V. and Ruiz-Azuara, L. Second generation
of Casiopeinas®: A joint experimental and theoretical study. Inorganica Chim. Acta 517, 120201 (2020).
Elena Bravo-Gémez, M., Davila-Manzanilla, S., Flood-Garibay, J., Mucifio-Hernandez, M. A., Mendoza, A.,
Garcia-Ramos, J. C., Moreno-Esparza, R., and Ruiz-Azuara, L. Secondary Ligand Effects on the Cytotoxicity
of Several Casiopeina’s Group II Compounds. J. Mex. Chem. Soc. 56, 85-92 (2012).

Figueroa-DePaz, Y., Perez-Villanueva, J., Soria-Arteche,O., Martinez-Otero, D., Gomez-Vidales, V., Ortiz-
Frade, L., and Ruiz-Azuara, L. Cytotoxic Activity and Structure — Activity Relationships of Mixed Chelate
Compounds with Bioactive Secondary Ligands. Molecules 27, 3504 (2022).

De Vizcaya-Ruiz, A., Rivero-Muller, A., Ruiz-Ramirez, L., Kass, G. E. N., Kelland, L. R., Orr, R. M., and
Dobrota, M. Induction of apoptosis by a novel copper-based anticancer compound, Casiopeina Il, in L1210
murine leukaemia and CH1 human ovarian carcinoma cells. Toxicol. Vitr. 14, 1-5 (2000).

Xu, Y., Zhang, Q., Lin, F., Zhu, L. Huang, F., Zhao, L.and Ou, R. Casiopeina Il-gly acts on I\cRNA MALAT1
by miR-17-5p to inhibit FZD2 expression via the Wnt signaling pathway during the treatment of cervical
carcinoma. Oncol. Rep. 42, 1365-1379 (2019).

Hordyjewska, A., Popiolek, L. and Kocot, J. The many "‘faces >’ of copper in medicine and treatment.
BioMetals 27, 611-621 (2014).

lakovidis, 1., Delimaris, |. and Piperakis, S. M. Copper and Its Complexes in Medicine : A Biochemical
Approach. Mol. Biol. Int. 2011, 1-13 (2011).

Marverti, G., Gozzi, G., Lauriola, A. and Ponterini, G. The 1, 10-Phenanthroline Ligand Enhances the
Antiproliferative Activity of DNA-Intercalating Thiourea-Pd(Il) and -Pt(Il) Complexes Against Cisplatin-
Sensitive and -Resistant Human Ovarian Cancer Cell Lines. Int. J. Mol. Sci. 20, 6122-6135 (2019).

Pich, C. T., dosSantos, P. R., Fortunato, T. V. O., Chiarello, M., de Oliveira, .M., and Soares, B. Q.,

136



40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47,

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Ghermani,N. E., Machado, M., Roesch-Ely, M., Dumas, F., Ternzi, H., Henriques, J. A. P. & Moura, S. Mixed
ternary mononuclear copper(ll) complexes based on valproic acid with 1,10-phenanthroline and 2,2’-
bipyridine ligands: DNA interaction and cytotoxicity in V79 cells. J. Braz. Chem. Soc. 30, 597-613 (2019).
Barton, J. K. Tris (Phenanthroline) metal complexes: Probes for dna helicity. J. Biomol. Struct. Dyn. 1, 621—
632 (1983).

Barton, J. K., Goldberg, J. M., Kumar, C. V. and Turro, N. J. Binding Modes and Base Specificity of
Tris(phenanthroline)ruthenium(ll) Enantiomers with Nucleic Acids: Tuning the Stereoselectivity. J. Am.
Chem. Soc. 108, 20812088 (1986).

Prabhakara, M. C. and Bhojya Naik, H. S. Mixed ligand Ni(ll) complexes: DNA binding, oxidative and photo-
cleavage studies. Main Gr. Chem. 7, 97-107 (2008).

Novoa-Ramirez, C. S., Silva-Becerril, A., Gonzalez-Ballesteros, M., Gomez-Vidales, V., Flores-Alamo, M.,
Ortiz-Frade, L., Gracias-Mora, J., and Ruiz-Azuara, L.. Biological activity of mixed chelate copper(ll)
complexes, with substituted diimine and tridentate Schiff bases (NNO) and their hydrogenated derivatives as
secondary ligands: Casiopeina’s fourth generation. J. Inorg. Biochem. 242, 112097 (2022).

Valencia-Cruz, A. 1., Uribe-Figueroa, L. I., Galindo-Murillo, R., Baca-Ldpez, C., Gutierrez, G. Vazquez-
Aguirre, A., Ruiz-Azuara, L., Hernandez-Lemus. E., and Mejia, C.. Whole Genome Gene Expression Analysis
Reveals Casiopeina-Induced Apoptosis Pathways. PLoS One 8, e54664 (2013).

Galindo-Murillo, R., Garcia-Ramos, J. C., Ruiz-Azuara, L., Cheatham, T. E. and Cortés-Guzman, F.
Intercalation processes of copper complexes in DNA. Nucleic Acids Res. 43, 5364-5376 (2015).
Figueroa-DePaz, Y., Resendiz-Acevedo, K., Davila-Manzanilla, S. G., Garcia-Ramos, J. C., Ortiz-Frade, L.,
Serment-Guerrero, J., and Ruiz-Azuara, L. DNA, a target of mixed chelate copper(ll) compounds
(Casiopeinas®) studied by electrophoresis, UV-vis and circular dichroism techniques. J. Inorg. Biochem. 231,
111772 (2022).

Bravo-Gomez, M. E., Campero-Peredo, C., Garcia-Conde, D., Mosqueria-Santillan, M. J., Serment-Guerrero,
J. and Ruiz-Azuara, L. DNA-binding mode of antitumoral copper compounds (Casiopeinas®) and analysis of
its biological meaning. Polyhedron 102, 530-538 (2015).

Cordes, E. ugen. H. and Jencks, W. P. On the Mechanism of Schiff Base Formation and Hydrolysis. J. Am.
Chem. Soc. 84, 832-837 (1962).

Raczuk, E., Dmochowska, B., Samaszko-Fiertek, J. and Madaj, J. Different Schiff Bases—Structure,
Importance and Classification. Molecules 27, 787-801 (2022).

Hameed, A., al-Rashida, M., Uroos, M., Abid Ali, S. and Khan, K. M. Schiff bases in medicinal chemistry: a
patent review (2010-2015). Expert Opin. Ther. Pat. 27, 63-79 (2017).

da Silva, C. M., da Silva, D. L., Modolo, L. V., Alves, R. B., de Resende, M. A., Martis, C. V. B. and da
Fatima, A.. Schiff bases: A short review of their antimicrobial activities. J. Adv. Res. 2, 1-8 (2011).

Tumer, M., Koksal, H., Sener, M. K. and Serin, S. Antimicrobial activity studies of the binuclear metal
complexes derived from tridentate Schiff base ligands. Transit. Met. Chem. 24, 414-420 (1999).

Shi, L. Ge, H. Tan, S., Li, H. Song, Y., Zhu, H. and Tan, R. Synthesis and antimicrobial activities of Schiff
bases derived from 5-chloro-salicylaldehyde. Eur. J. Med. Chem. 42, 558-564 (2007).

Raman, N. and Selvan, A. Studies on DNA binding, electrochemical activation, DNA photocleavage, and
biopotency of N and O donor bidentate ligands with Cu(ll), Co(ll), and Zn(ll). J. Coord. Chem. 64, 534-553
(2011).

Uddin, N., Rashid, F., Ali, S., Tirmizi, S. A., Ahmad, |., Zaib, S., Zubir, M., Diaconescu, P. L., Nawaz, M.,
Igbal, J. and Haider, A. Synthesis, characterization, and anticancer activity of Schiff bases. J. Biomol. Struct.
Dyn. 38, 3246-3259 (2020).

137



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Neelima, Poonia, K., Siddiqui, S., Arshad, M. and Kumar, D. In vitro anticancer activities of Schiff base and
its lanthanum complex. Spectrochim. Acta - Part A Mol. Biomol. Spectrosc. 155, 146-154 (2016).
Mahmoud, W. H., Deghadi, R. G. and Mohamed, G. G. Novel Schiff base ligand and its metal complexes with
some transition elements. Synthesis, spectroscopic, thermal analysis, antimicrobial and in vitro anticancer
activity. Appl. Organomet. Chem. 30, 221-230 (2016).

Abd-Elzaher, M. M., Labib, A. A., Mousa, H. A., Moustafa, S. A., Ali, M. M. and El-Rashedy, A. A..
Synthesis, anticancer activity and molecular docking study of Schiff base complexes containing thiazole
moiety. Benu-Suef J. Basic Appl. Sci. 5, 85-96 (2016).

Boulguemh, I. E., Beghidja, A., Khattabi, L., Long, J. and Beghidja, C. Monomeric and dimeric copper (I1)
complexes based on bidentate N'-(propan-2-ylidene) thiophene carbohydrazide Schiff base ligand: Synthesis,
structure, magnetic properties, antioxidant and anti-Alzheimer activities. Inorganica Chim. Acta 507, 119519
(2020).

Kogyigit, U. M., Gezegen, H. and Taslimi, P. Synthesis, characterization, and biological studies of chalcone
derivatives containing Schiff bases: Synthetic derivatives for the treatment of epilepsy and Alzheimer’s
disease. Arch. Pharm. (Weinheim). 353, 1-11 (2020).

Taylor, M. K., Reglinski, J., Berlouis, L. E. and Kennedy, A. R. The effect of donor groups and geometry on
the redox potential of copper Schiff base complexes. Inorganica Chim. Acta 359, 2455-2464 (2006).

Taylor, M. K., Reglinski, J. and Wallace, D. Coordination geometry of tetradentate Schiff’s base nickel
complexes: The effects of donors, backbone length and hydrogenation. Polyhedron 23, 3201-3209 (2004).
Ananth, K. M., Kanthimathi, M. and Nair, B. U. Ane. p. r. study of tetradentate Schiff base copper complexes
with an N-(CH2)n-N, n = 3-6 backbone. Transit. Met. Chem. 26, 333-338 (2001).

Taylor, M. K., Stevenson, D. E., Berlouis, L. E. A., Kennedy, A. R. and Reglinski, J. Modelling the impact of
geometric parameters on the redox potential of blue copper proteins. J. Inorg. Biochem. 100, 250-259 (2006).
Wezenberg, S. J. and Kleij, A. W. Minireviews Material Applications for Salen Frameworks. Angew. Chemie
- Int. Ed. 47, 2354-2364 (2008).

Zoubi, W. Al. Biological Activities of Schiff Bases and Their Complexes: A Review of Recent Works. Int. J.
Org. Chem. 3, 73-95 (2013).

Pragathi, M. and Reddy, K. H. Synthesis , spectral characterization and DNA interactions of copper (I1) and
nickel (1) complexes with unsymmetrical Schiff base ligands. Indian J. Chem. 52, 845-853 (2013).

Jeslin Kanaga Inba, P., Annaraj, B., Thalamuthu, S. and Neelakantan, M. A. Cu(ll), Ni(ll), and Zn(Il)
complexes of salan-type ligand containing ester groups: Synthesis, characterization, electrochemical
properties, and in vitro biological activities. Bioinorg. Chem. Appl. 2013, 439848 (2013).

Muller, J. G., Paikoff, S. J., Rokita, S. E. and Burrows, C. J. DNA modification promoted by water-soluble
nickel(I1) salen complexes: a switch to DNA alkylation. J. Inorg. Biochem. 54, 199-206 (1994).

Shearer, J. M. and Rokita, S. E. Diamine preparation for synthesis of a water soluble Ni(Il) salen complex.
Bioorganic Med. Chem. Lett. 9, 501-504 (1999).

Zhou, L., Cai, P., Feng, Y., Cheng, J., Xiang, H., Liu, J., Wu, D. and Zhou, X. Synthesis and photophysical
properties of water-soluble sulfonato-Salen-type Schiff bases and their applications of fluorescence sensors
for Cu2+ in water and living cells. Anal. Chim. Acta 735, 96-106 (2012).

Allard, M., Ricoux, R., Guillot, R. and Mahy, J. P. Reactivity and X-ray structure of a new water-soluble
manganese-salen complex. Inorganica Chim. Acta 382, 59-64 (2012).

Correia, I. Pessoa, J. C, Duarte, M. T., Henriques, R. T., Piedade, M. F. M., Veiros, L. F., Jakusch, T., Kiss,
T., Dorneyei, A., Castro, M. M.C. A, Geraldes, C. F. G. C. and Avecilla F. NN'-
Ethylenebis(pyridoxylideneiminato) and N,N’ -Ethylenebis(pyridoxylaminato): Synthesis, Characterization,

138



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Potentiometric, Spectroscopic, and DFT Studies of Their Vanadium(1V) and Vanadium(V) Complexes. Chem.
- AEur. J. 10, 2301-2317 (2004).

Correia, |., Pessoa, J. C., Duarte, M. T., Minas, M. F., Jackush, T., Kiss, T., Castro, M. M. C. A., Gealdes, C.
F. G. C. and Avecilla, F.. Vanadium(IV and V) complexes of Schiff bases and reduced Schiff bases derived
from the reaction of aromatic o-hydroxyaldehydes and diamines: Synthesis, characterisation and solution
studies. Eur. J. Inorg. Chem. 2005, 732—744 (2005).

Trotter, K. D., Taylo, M. K., Forgie, J. C., Reglisnki, J., Berlouis, L. E. A., Kennedy, A. R. Spickett, C. M and
Sowden, R. J.. The structural and electrochemical consequences of hydrogenating copper N2S2 Schiff base
macrocycles. Inorganica Chim. Acta 363, 1529-1538 (2010).

Butsch, K.. Ginter, T., Klein, A., Stirnat, K. Berkessel, A. and Neudorfl, J. Redox chemistry of copper
complexes with various salen type ligands. Inorganica Chim. Acta 394, 237-246 (2013).

Bottcher, A., Elias, H., Jager, E., Langfelderoa, H., Mazur, M., Muller, L., Paulus, H., Pelikan, P., Rudolph,
M. and Valko, M. Comparative study on the coordination chemistry of cobalt(ll), nickel(ll), and copper(Il)
with derivatives of salen and tetrahydrosalen: metal-catalyzed oxidative dehydrogenation of the carbon-
nitrogen bond in coordinated tetrahydrosalen. Inorg. Chem. 32, 4131-4138 (1993).

Hang, Z. X., Dong, B. and Wang, X. W. Synthesis, crystal structures, and antibacterial activity of zinc(ll)
complexes with bis-schiff bases. Synth. React. Inorganic, Met. Nano-Metal Chem. 42, 1345-1350 (2012).
Fasina, T. M., Ogundele, O., Ejiah, F. N. and Dueke-Eze, C. U. Biological activity of copper (1), cobalt (1)
and nickel (1) complexes of Schiff base derived from O-phenylenediamine and 5-bromosalicylaldehyde. Int.
J. Biol. Chem. 6 24-30 (2012).

Meshkini, A. and Yazdanparast, R. Chemosensitization of human leukemia K562 cells to taxol by a
Vanadium-salen complex. Exp. Mol. Pathol. 89, 334-342 (2010).

Immel, T. A., Griitzke, M., Batroff, E., Groth, U. & Huhn, T. Cytotoxic dinuclear titanium-salan complexes:
Structural and biological characterization. J. Inorg. Biochem. 106, 6875 (2012).

Ansari, K. I., Grant, J. D., Kasiri, S., Woldemariam, G., Shrestha, B. & Mandal, S. S. Manganese(l11)-salens
induce tumor selective apoptosis in human cells. J. Inorg. Biochem. 103, 818-826 (2009).

Dvotdk, Z., Starha, P., Sindelaf, Z. & Travnicek, Z. Evaluation of in vitro cytotoxicity of one-dimensional
chain [Fe(salen)(L)] n complexes against human cancer cell lines. Toxicol. Vitr. 26, 480-484 (2012).

Zhou, C. Q., Liao, T., Gonzélez-Garcia, J., Reynolds, M., Zou, M. and Vilar, R. Dinickel-Salphen Complexes
as Binders of Human Telomeric Dimeric G-Quadruplexes. Chem. - A Eur. J. 23, 4713-4722 (2017).
Baecker, D., Sesli, O., Knabl, L., Huber, S. and Orth-Héller, D. Investigating the antibacterial activity of
salen/salophene metal complexes: Induction of ferroptosis as part of the mode of action. Eur. J. Med. Chem.
209, 112907 (2021).

Said Yemille Rosales Ortega. Sintesis y caracterizacion de compuestos de coordinacién de Cu(ll) con ligantes
tipo salen y salpen con posible actividad biologica. (Universidad Nacional Auténoma de México, 2016).
Cynthia Sinai Novoa Ramirez. Estudio de la variacion del sustituyente y la hidrogenacién del ligante 5-X-
Hasalbu en ompuestos de coordinacion de Cu(ll) y su efecto en la actividad biolégica. (Universidad Nacional
Auténoma de México, 2017).

Sousa, C., Freire, C. and De Castro, B. Synthesis, spectroscopic and electrochemical characterisation of nickel
complexes with two N20 tridentate, unsymmetrical Schiff base ligands. J. Coord. Chem. 54, 1-12 (2001).
Elder, R. C. Tridentate and unsymmetrical tetradentate schiff base ligands from salicylaldehydes and diamines:
Their monomeric and dimeric nickel(11) complexes. Aust. J. Chem. 31, 3545 (1978).

Naiya, S., Giri, S., Biswas, S., Drew, M. G. B. and Ghosh, A. Structural and theoretical investigation on two
dinuclear Fe(111) complexes of tridentate NNO-donor Schiff base ligands. Polyhedron 73, 139-145 (2014).

139



91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.
103.

104.

105.

106.

107.

108.

100.

110.

Biswas, R., Kar, P., Song, Y. and Ghosh, A. The importance of an additional water bridge in making the
exchange coupling of bis(u-phenoxo) dinickel(Il) complexes ferromagnetic. Dalt. Trans. 40, 5324-5331
(2011).

Naiya, S., Giri, S., Biswas, S., Drew, M. G. B. and Ghosh, A. A unique example of structural and magnetic
diversity in four interconvertible copper(l1)-azide complexes with the same schiff base ligand: A monomer, a
dimer, a chain, and a layer. Inorg. Chem. 49, 6616-6627 (2010).

Das, M., Ghosh, B. N., Valkonen, A., Rissanen, K. and Chattopadhyay, S. Copper(ll) complexes with
tridentate N20O donor Schiff base isomers: Modulation of molecular and crystalline architectures through
supramolecular interactions. Polyhedron 60, 68—77 (2013).

Pragathi, M. and Hussain Reddy, K. Synthesis, crystal structures, DNA binding and cleavage activity of water
soluble mono and dinuclear copper(ll) complexes with tridentate ligands. Inorganica Chim. Acta 413, 174—
186 (2014).

Acreli Silva Becerril. Sintesis y caracterizacion de compuestos de coordinaciéon mixtos de Cu(ll) con ligantes
tridentados con atomos donadores N20 y su posible actividad biolégica. (Universidad Nacional Autdnoma de
Meéxico, 2019).

Tidwell, T. T. Hugo (Ugo) Schiff, Schiff bases, and a century of B-lactam synthesis. Angew. Chemie - Int. Ed.
47,1016-1020 (2008).

Reglinski, J., Taylor, M. K. and Kennedy, A. R. Hydrogenated Schiff base ligands: Towards the controlled
organisation of open metal frameworks. Inorg. Chem. Commun. 9, 736-739 (2006).

Agilent. CrysAlisPro Data Collection and Processing Software for Agilent X-ray Diffractometers.
Technologies UK Ltd, Yarnton, Oxford, UK, 44 1-53 (2014).

Clark, R. C. and Reid, J. S. The analytical calculation of absorption in multifaceted crystals. Acta Crystallogr.
Sect. A 51, 887-897 (1995).

Sheldrick, G. M. SHELXT - Integrated space-group and crystal-structure determination. Acta Crystallogr.
Sect. A Found. Crystallogr. 71, 3-8 (2015).

Sheldrick, G. M. Crystal structure refinement with SHELXL. Acta Crystallogr. Sect. C Struct. Chem. 71, 3-8
(2015).

Farrugia, L. J. WinGX and ORTEP for Windows: An update. J. Appl. Crystallogr. 45, 849-854 (2012).
Macrae, C. F. et al. Mercury CSD 2.0 - New features for the visualization and investigation of crystal
structures. J. Appl. Crystallogr. 41, 466-470 (2008).

Vlahovic, F., Ivanovic, S., Zlatar, M. and Gruden, M. Density functional theory calculation of lipophilicity for
organophosphate type pesticides. J. Serbian Chem. Soc. 82, 1369-1378 (2017).

Michalik, M. and Lukes, V. The validation of quantum chemical lipophilicity prediction of alcohols. Acta
Chim. Slovaca 9, 89-94 (2016).

Farrokhpour, H. and Manassir, M. Approach for predicting the standard free energy solvation of H* and acidity
constant in nonaqueous organic solvents. J. Chem. Eng. Data 59, 3555-3564 (2014).

Kelly, C. P., Cramer, C. J. and Truhlar, D. G. Aqueous solvation free energies of ions and ion-water clusters
based on an accurate value for the absolute aqueous solvation free energy of the proton. J. Phys. Chem. B 110,
16066-16081 (2006).

Mosmann, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application to proliferation and
cytotoxicity assays. J. Immunol. Methods 65, 55-63 (1983).

Denizot, F. & Lang, R. Rapid colorimetric assay for cell growth and survival. Modifications to the tetrazolium
dye procedure giving improved sensitivity and reliability. J. Immunol. Methods 89, 271-277 (1986).

Kuntz, I. D., Gasparro, F. P., Johnston, M. D. and Taylor, R. P. Molecular Interactions and the Benesi-

140



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

Hildebrand Equation. J. Am. Chem. Soc. 90, 4778-4781 (1968).

Thermo Scientific. 260/280 and 260/230 Ratios. T7042-TECHNICAL BULLETIN NanoDrop
Spectrophotometers (1975).

Schaith, L. M. T., Hanson, R. S. and Que, L. Double-Stranded Cleavage of pBR322 by a Diiron Complex via
a " Hydrolytic " Mechanism. Proc. Natl. Acad. Sci. 91, 569-573 (1994).

Addison, C. C., Logan, N., Wallwork, S. C. and Garner, C. D. Structural aspects of co-ordinated nitrate groups.
Q. Rev. Chem. Soc. 25, 289-322 (1971).

Karayannis, N. M. Sonsino, S. D., Mikuslki, C. M., Strocko, M. J., Pytlewski, L. L. and Labes, M. M. Mono-
and bi-dentate nitrato and cationic 4-ethoxypyridine N-oxide complexes with metal nitrates. Inorganica Chim.
Acta 4, 141-144 (1970).

Lever, A. B. P., Mantovani, E. and Ramaswamy, B. S. Nitrate Groups in various Coordination Environments.
Geary, W. J. The use of conductivity measurements in organic solvents for the characterisation of coordination
compounds. Coord. Chem. Rev. 7, 81-122 (1971).

Ali, 1., Wani, W. A. and Saleem, K. Empirical formulae to molecular structures of metal complexes by molar
conductance. Synth. React. Inorganic, Met. Nano-Metal Chem. 43, 1162-1170 (2013).

Archer, M. D. and Gasser, R. P. H. Electrolyte solutions in dimethyl sulphoxide: Part 2. - Caesium iodide.
Trans. Faraday Soc. 62, 3451-3458 (1966).

Romero, M. J., Pedrido, R., Gonzales-Noya, A. M., Maneiro, M., Fernandez-Garciaa, M. |. Zaragoza, G. and
Bermejo, M. R.. Versatile coordination behaviour of an asymmetric half-salen ligand bearing a dansyl
fluorophore. Dalt. Trans. 41, 10832-10844 (2012).

Kathiresan, S., Anand, T., Mugesh, S. and Annaraj, J. Synthesis, spectral characterization and DNA bindings
of tridentate N2O donor Schiff base metal(ll) complexes. J. Photochem. Photobiol. B Biol. 148, 290-301
(2015).

Yang, C. J. and Jenekhe, S. A. Conjugated Aromatic Poly(azomethines). 1. Characterization of Structure,
Electronic Spectra, and Processing of Thin Films from Soluble Complexes. Chem. Mater. 3, 878-887 (1991).
Addo, P., Barroso, S., Avecilla, F., Oliveira, M. C. and Pessoa, J. C. Cull-salan compounds: Synthesis,
characterization and evaluation of their potential as oxidation catalysts. J. Organomet. Chem. 760, 212-223
(2014).

Tedim, J., Patricio, S., Bessada, R., Morais, R., Sousa, C., Marques, M. B. and Freire, C.. Third-order nonlinear
optical properties of DA-salen-type nickel(11) and copper(ll) complexes. Eur. J. Inorg. Chem. 2006, 3425-
3433 (2006).

Hathaway, B. J. A new look at the stereochemistry and electronic properties of complexes of the copper(ll)
ion. Complex Chem. 57, 55-118 (1984).

Hathaway, B. J. and Billing, D. E. The electronic properties and stereochemistry of mono-nuclear complexes
of the copper(ll) ion. Coord. Chem. Rev. 5, 143-207 (1970).

Garribba, E. and Micera, G. The Determination of the Geometry of Cu(ll) Complexes: An EPR Spectroscopy
Experiment. J. Chem. Educ. 83, 1229-1232 (2006).

Basu, P. Use of EPR Spectroscopy in Elucidating Electronic Structures of Paramagnetic Transition Metal
Complexes. J. Chem. Educ. 78, 666-669 (2001).

Labanowska, M., Bidzinska, E., Para, A. and Kurdziel, M. EPR investigation of Cu(ll)-complexes with
nitrogen derivatives of dialdehyde starch. Carbohydr. Polym. 87, 2605-2613 (2012).

Sakaguchi, U. and Addison, A. W. Spectroscopic and Redox Studies of Some Copper(Il) Complexes with
Bio- mimetic Donor Atoms : Implications for Protein Copper Centres. J. Chem. Soc. Dalt. Trans. 1979, 600
608 (1979).

141



130.

131

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

Szab6-Planka, T., Rockenbauer, A., GyOR, M. and Gaizer, F. ESR study of copper(11) complexes of a-amino
acids. Coordination modes and metal-ligand bonds in frozen aqueous solutions. J. Coord. Chem. 17, 69-83
(1988).

Murav’ev, V. L. Interpretation of the parameters of the EPR spectra of transition metal complexes. Russ. J.
Coord. Chem. 31, 837-848 (2005).

Kivelson, D. and Neman, R. ESR studies on the bonding in copper complexes. J. Chem. Phys. 35, 149-155
(1961).

Klement, R., Stock, F., Elias, H., Paulus, H., Pelikan, P., Valko, M. and Mazdr, M. Copper(Il) complexes with
derivatives of salen and tetrahydrosalen: a spectroscopic, electrochemical and structural study. Polyhedron 18,
3617-3628 (1999).

Garcia-Ramos, J. C., Galindo-Murillo, R., Tovar-Tovar, A., Alonso-Saenz, A. L., Gomez-Vidales, V., Flores-
Alamo, M., Ortiz-Frade, L., Cortes-Guzman, F., Moreno-Esparza, R., Campero, A. and Ruiz-Azuara, L.. The
n-back-bonding modulation and its impact in the electronic properties of Cu(ll) antineoplastic compounds: an
experimental and theoretical study. Chem. - A Eur. J. 20, 1373013741 (2014).

Yang, L., Powell, D. R. and Houser, R. P. Structural variation in copper(l) complexes with
pyridylmethylamide ligands: Structural analysis with a new four-coordinate geometry index, t4. Dalt. Trans.
2007, 955-964 (2007).

Addison, A. W., Rao, T. N., Reedijk, J., Rijn, J. van and Verschoor, G. C. Synthesis, Structure, and
Spectroscopic Properties of Copper(ll) Compounds containing Nitrogen-Sulphur Donor Ligands. J. Chem.
Soc. Dalt. Transitions 7, 1349-1356 (1984).

Mabboil, G. A. An Introduction to Cyclic Voltammetry. J. Chem. Educ. 60, 697-702 (1983).

Montilla, F., Huerta, F., Morallon, E. & Vazquez, J. L. Electrochemical behaviour of benzene on platinum
electrodes. Electrochim. Acta 45, 4271-4277 (2000).

Mustapha, A., Duckmanton, P., Reglinski, J. and Kennedy, A. R. N-donor ligand complexes of nickel, zinc
and copper: Comparisons with tetradentate N-donor ligands derived from Schiff bases. Polyhedron 29, 2590
2594 (2010).

Pessoa, J. C. and Correia, I. Salan vs. salen metal complexes in catalysis and medicinal applications: Virtues
and pitfalls. Coord. Chem. Rev. 388, 227-247 (2019).

Masuri, S., Vanhara, P., Cabiddu, M. G., Moran, L., Havel, J., Cadoni, E. and Pivatta, T. Copper(ll)
phenanthroline-based complexes as potential anticancer drugs: A walkthrough on the mechanisms of action.
Molecules 27, 1-26 (2022).

Pages, B. J., Ang, D. L., Wright, E. P. and Aldrich-Wright, J. R. Metal complex interactions with DNA. Dalt.
Trans. 44, 3505-3526 (2015).

Jaividhya, P., Dhivya, R., Akbarsha, M. A. and Palaniandavar, M. Efficient DNA cleavage mediated by
mononuclear mixed ligand copper(ll) phenolate complexes: The role of co-ligand planarity on DNA binding
and cleavage and anticancer activity. J. Inorg. Biochem. 114, 94-105 (2012).

lwasaki, Y., Kimura, M., Yamada, A., Mutoh, T., Arii, H., Kitamura, Y. and Chikira, M. Conformational
change of ternary copper(ll) complexes of cationic Schiff-bases and N-heteroaromatic amines induced by
intercalative binding to DNA. Inorg. Chem. Commun. 14, 1461-1464 (2011).

Wheate, N. J., Brodie, C. R., Collins, J. G., Kemp, S. and Aldrich-Wright, J. R. DNA Intercalators in Cancer
Therapy: Organic and Inorganic Drugs and Their Spectroscopic Tools of Analysis. Mini-Reviews Med. Chem.
7, 627-648 (2007).

Villarreal, W., Colina-Vega, L., Visbal, G., Corona, O., Correa, R. S., Ellana, J., Cominetti, M. R, Batista, A.
A. and Navarro, M. Copper(l)-Phosphine Polypyridyl Complexes: Synthesis, Characterization, DNA/HSA

142



147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

Binding Study, and Antiproliferative Activity. Inorg. Chem. 56, 3781-3793 (2017).

Rescifina, A., Zagni, C., Varrica, M. G., Pistara, V. and Corsaro, A. Recent advances in small organic
molecules as DNA intercalating agents: Synthesis, activity, and modeling. Eur. J. Med. Chem. 74, 95-115
(2014).

Bhattacharyya, A. A polynuclear and two dinuclear copper(ll) Schiff base complexes: Synthesis,
characterization, self-assembly, magnetic property and DFT study. Polyhedron 137, 332-346 (2017).
Terenzi, A., Bonsignore, R., Spinello, A., Gentile, C., Martorana, A. Ducani, C., Hogberg, B., Almerico, A.
M. Lauria, A. and Barone, G. Selective G-quadruplex stabilizers: Schiff-base metal complexes with anticancer
activity. RSC Adv. 4, 33245-33256 (2014).

Liu, H.-K. and Sadler, P. J. Metal Complexes as DNA Intercalators. Acc. Chem. Res. 44, 349-359 (2011).
Chen, H., Parkinson, J. A., Pearson, S., Coxall, R. A., Gould, R. O. & Sadler, P J. Organometallic ruthenium(Il)
diamine anticancer complexes: Arene-nucleobase stacking and stereospecific hydrogen-bonding in guanine
adducts. J. Am. Chem. Soc. 124, 3064-3082 (2002).

Hmoud Alotaibi, S. and Abdalla Momen, A. Anticancer Drugs’ Deoxyribonucleic Acid (DNA) Interactions.
Biophys. Chem. - Adv. Appl. 1-23 (2020) doi:10.5772/intechopen.85794.

Chikira, M., Ng, C. H. and Palaniandavar, M. Interaction of DNA with simple and mixed ligand copper(ll)
complexes of 1,10-phenanthrolines as studied by DNA-fiber EPR spectroscopy. Int. J. Mol. Sci. 16, 22754—
22780 (2015).

Chikira, M., Tomizawa, Y., Fukita, D., Sugizaki, T., Sugawara, N., Yamazaki, T., Sasano, A., Shindo, H.,
Palaniandavar, M. and Antholine, W. E. DNA-fiber EPR study of the orientation of Cu(ll) complexes of 1,10-
phenanthroline and its derivatives bound to DNA: Mono(phenanthroline)-copper(I1) and its ternary complexes
with amino acids. J. Inorg. Biochem. 89, 163-173 (2002).

Cedillo-Gutiérrez, E. L., Hernandez-Ayala, L. F., Torres-Gutierrez, C., Reina, M., Flores-Alamo, M., Carrero,
J. C., Ugalde-Saldivar, V. M. and Ruiz-Azuara, Lena. ldentification of descriptors for structure-activity
relationship in ruthenium (11) mixed compounds with antiparasitic activity. Eur. J. Med. Chem. 189, 112084
(2020).

Lalitha, P. and Sivakamasundari, S. Calculation of molecular lipophilicity and drug likeness for few
heterocycles. Orient. J. Chem. 26, 135-141 (2010).

Lipinski, C. A. Drug-like properties and the causes of poor solubility and poor permeability. J. Pharmacol.
Toxicol. Methods 44, 235-249 (2000).

Pugh, W. J., Degim, I. T. and Hadgraft, J. Epidermal permeability-penetrant structure relationships: 4, QSAR
of permeant diffusion across human stratum corneum in terms of molecular weight, H-bonding and electronic
charge. Int. J. Pharm. 197, 203-211 (2000).

Garcia-ramos, J. C. Galindo-Murillo, R., Cortes-Guzman, F. and Ruiz-Azuara, L. Metal-Based Drug-DNA
Interactions. 57, 245-259 (2013).

Rehman, S. U., Sarwar, T., Husain, M. A., Ishgi, H. M. and Tabish, M. Studying non-covalent drug-DNA
interactions. Arch. Biochem. Biophys. 576, 49-60 (2015).

Sirajuddin, M., Ali, S. and Badshah, A. Drug-DNA interactions and their study by UV-Visible, fluorescence
spectroscopies and cyclic voltametry. J. Photochem. Photobiol. B Biol. 124, 1-19 (2013).

Meyers, J. A, Sanchez, D., Elwell, L. P. and Falkow, S. Simple agarose gel electrophoretic method for the
identification and characterization of plasmid deoxyribonucleic acid. J. Bacteriol. 127, 1529-1537 (1976).

143



Publicacion

Jowurnal of Inorganic Biochemistry 242 (2023) 112097

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Inorganic Biochemistry

ELSEVIER Journal homepaga: www. elsevier.com/locate/fjinorgbio

Inorganic’
Biochemistry

Biological activity of mixed chelate copper(II) complexes, with substituted
diimine and tridentate Schiff bases (NNO) and their hydrogenated
derivatives as secondary ligands: Casiopeina’s fourth generation

Cynthia Sinai Novoa-Ramirez °, Areli Silva-Becerril " Mauricio Misael Gonzélez-Ballesteros®,
Virginia Gomez-Vidal ”, Marcos Flores-Alamo®, Luis Ortiz-Frade “, Jesiis Gracia-Mora *,
Lena Ruiz-Azuara ™’

* Departamento de Quimdea Inorgindea y Nuelear, Focultad de Quidmion, Undversidad Nadonal Autinema de Mévica, Av. Universidnd 3000, Clreulto Exvierior 57N,
Coyoacdn, 04510 Cludad de Micico, Mexico

¥ nstitio de Qurimica, Universidod Nacional Autonomn de Mexion, Av. Universidad 3000 Circudi Exterior §/N, Coyoacan, 04510 Ciudnd de México, Mexio

“ Unideed de Servicios de Apoyo a la Imvestigncion y a lo Industria, Facubiod de Quindca, Universidod Naciona! Autinoma de Mexico, Av. Universidad 3000, Circuito
Eeterlor 5/ N, Coyoacan, 04510 Cludnd de Mixco, Medeo

4 Dyparmmento de Electroquinica, Centro de Investigacion y Dearollo Temol dgico en Electroquimica 5 C. Pargue Tanoldgica, Sanfandila, Pedro de Escobedo, 76703
Cueretare, Mexico

ey

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: We synthesize and characterize nine copper(Il) compounds, Four with general formula [CulNNOJNO:)] and five
Mixed copper{ll) complexes mixed cheltes [CulNNOMN-N)]*, where NNO corresponds to asymmetric salen ligands (E) 2-((2-(methylamino)
il ethylimino)methyjphenolate (L1) and (E)-3({2-{methylamino)ethylimino)methylinapht halenolate (LN1); and
Schiff Base their hydrogenated derivatives 2-{{Z-(methylamino)ethylamino)methylphenclate LH1) and 3-{(2-{methyl-

EFR
Electrochemical studies

aminoethylaminoimethy naphthalenolate (LNH1Y and NN corespond to 4,4 -dimethyl-2,2"bipiridyne

Structure-actlvity relationship {dmbpy) or 1,10-phenanthroline (phen]. Using EPR, the geometries of the compounds in solution in DMSO were
assigned, [CullN1I(NO:)] and [CulLNHINNO.)] a square-planar, [CulLIXNO]], [CulLHIJNG:Y], [CulLl)
(dmby1]" and [CulLH1(dmby)]" a square-based pyramid; and [CullNIMdmiyi]", [CulLNHINdmbyi]" and
[CulLiWphen)]* and elongated octabedml By X-ray it was observed that [Cu(l1)(dmby)]* and, [Cu(LN1)
(dmby)]* presented a square-based pyramidal, and [CulLN 1)JINO:1" a square-plamar geomelry, The electro.
chemical study showed that copper reduction process is a quasi-reversible systam, where the complexes with
hydrogenated ligands were less oxddizing, The cytotoodcity of the complexes was tested by MTT assay, all the
compounds showed biclogical activity in Hela cell line, the mixed compounds were the more active ones.
Naphthalene moiety, imine hydrogenation and aromatie diimine coordination, increased biological activity, A
struchwre-activity relationships were found: Log{iCs:) = — ]-ﬂ]{ij] — 0.35( Conjugated Rings) + 0.87, for Schiff
base complexes and Log(fCsa) = 0.078(Epe) — 0.32(Conjugated Rings) + 1.94, for hydrogenated complexes; the
less oxidizing species with a great number of conjugated rings presented the best biological activity, Complexes-
DNA binding constants were obtained by uv-vis studies ising CT-DNA, the results suggested that the complexes
can interact through the grooves, except the phenanthmline mixed complex that intercalate with DNA. Gel
electrophoresis study with pBR 322 showed that compounds can produce changes in the form of DNA and some

complexes can cleave DNA in the presence of HzD2.

1. Introduction cancer chemotherapy has been carried out as a novel therapeutic

alternative with less secondary effects [1].

Since the discovery of the antitumor activity of cisplatin, the rational Copper molecules used as antitumor drugs have been shown to be
design of metal-based anticancer agents that can potentially be used in less toxic than platinum compounds, since copper is an essential metal,
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Copper(l) and copper () molecules can participate inintracellul ar redox
reactions in the presence of Oz * or reducing agents, such as ascorbic acid
or glutathione (GSH) [2], Cu" species can be reduced to Cu', that is able
o catalyze the formation of hydroxyl radicals (OH") from the reaction
with HaO4, via the Habber-Weisse reaction [3]. Hydroxyl radical has a
high reactivity and it is capable of generating oxidative damage within
the cell, and copper compounds can cause excisions and oxidative
damage to DNA via the generation of ROS [4-6].

Casiopeinas® are a group of copper compounds with antitumor ac-
tivity, designed and synthesized by Lena Ruiz-Azuara research group.
They are based mn mixed chelates copper (1I) compounds, whose general
formula is [Cu(N-N)N-0)]*, and [Ca(N-N)O-0)]", where N-N is
referred to primary ligand, that represents an aromatic diimine, such as
a substituted phenanthrolines (phen) or bipyridines (bpy). The second-
ary ligand, N-O or 0-0, can vary according to the generation of Casio-
peina®, Currently, there are three generations, the first generation is
characterized by having as secondary ligand aminoacidates, peptides,
acetylacetonate or salycilaldehydates [7]. In second generation, the
secondary ligand is a neutral molecule, such as benzimidazole [8]. In the
third generation, the secondary ligands are molecules that alread y have
biological activity, such as curcumin and its dervatives [9].

Casiopeinas® have shown antiproliferative activity against different
tumor cell lines, in vitro and in vive [10,11], the proposed mechanisms
of action includes intercalating and minor groove interactions with DNA
[12], they also have shown nuclease activity and generation of reactive
oxygen species, which cause axidative damage to DNA [13].

A quantitative structure actvity relationship (QSAR) study has
shown that the activity of these compounds is mainly due to diimine
ligands, compounds with phenanthrolines are more active than those
with bipyridine, thisisbecause aromatic ditmines can interact with DNA
in the minor groove or in an intercalating manmer, Biological activity
also showed a correlation with the E1 of Cu'/Cu', demonstrating that
copper 15 involved in the mechanism of action through the ROS gener-
ation of and subsequently a DNA oxidative damage. The least axidizing
compounds are the ones that showed the highest actvity, dimethylated
bipyridines and phenanthrolines show higher activity than those
without substitution [7,11].

The tetradentate ligand N-N-bis(salycilene)ethylenediamine (salen),
with two imino nitrogen's and two phenolate oxygen's (NoOg), can co-
ordinate to transition metals with a strong chelating effect, M-salen
complexes are very versatile in coordination chemistry, a large number
of salen type metal-complexes have been synthesized using different
precursors of amines and salicylal dehydes, which allows to modulate the
steric and electronic properties [14,15].

Mast of the M"-salen complexes are little to not soluble in water, but
they are soluble in organic solvents such as DMS0 and DMF. To increase
the solubility in water, the ligands have been functionalized adding
quaternary ammonium sals [16], However, it has been observed that
some of these complexes decompose in aqueous solution due to the
hydrolysis of the momethine group [17]. For this reason, “tetrahy-
drosalen” ligands have been proposed, where the Schiff bases are hy-
drogenated to generate secondary amines, this ligand is stable to
hydrolysis in aqueous conditions, The hydrogenation of the azomethine
group changes the properties of the ligand, the nitrogen becomes more
basic and more flexible [18], therefore, it has been found that the
complexes present a greater distortion in their geometry [19,20]. In
recent years, attention has been focused on the study of complexes with
salen and tetrahydrosalen ligands and their biological properties, Ligand
itself can act as an inhibitor of carbonic anhydrase [21], and the metal
complexes have shown antitumor [22], and antbacterial activity [23].

Trdentate salen type ligands NMO, dervatives of the mono-
condensation of salicylaldehyde with amines are known as “half unit®
[24]. When the ligand gets deprotonated, it generates a monoionic
ligand that can react with a divalent metal, it gives as a product a
cationic complex with better solubility than the tetracoordinate salen
complexes. Compounds [MY(NNOJ(R)]" present a vacant position,

Jovmal of morganic Blochamlry 242 (2023) 1712007

where it can be coordinate with a solvent molecules or with another
monodentate, bidentate or (ridentate ligand, generating a mived
complex.

In this work, two sets of copper(Il) complexes were synthesized, the
monocharged, non-mixed copper complexes, using a tridentate salen
type ligand and their hydrogenated derivatives (NNO) with the general
formula [Cu(NNOMNO4)] and the mixed chelates copper complexes
named as Casiopeinas fourth generation, with the general formula [Cu
(NNONN-N)1 ', where N-N was 4,4"-dimethyl-2,2"-bipyridine or 1,10-
phenanthroline, and a tridentate salen type ligand and their hyd roge-
nated derivatives (NNO) as secondary ligand (Fig. 1). To improve the
cytotoxic activity and favor x...% stacking type interactions with mo-
lecular targets, the naphthalene group was added to tridentate ligand
NNO, and bipyridine was replaced by phenanthroline. The biological
activity of these compounds against the tumor line Hela and the effect of
modifcations in the tridentate ligand (such as the addition of a naph-
thalene group, azomethine hydrogenation and the addition of the sec-
ond ligand like dmbpy or phen) were studied. Finally, electronic and
physicochemical parameters, that allow describing the biological ac-
tivity of the complexes, were found through a structure-activity study.

2. Materials and methods

The experiments were carmied out in standard conditions, except EPR
in solution, which was performed at 77 K. Cupric nitrate, salicylalde-
hyde, 2hydroxy-1-naphtaldehyde, N-methylethylenediamine, 4,4'-
dimethyl-2,2'-bipyridine, 1,10-phenanthroline and sodium borchydride
were acquired from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The solvents
were obtained from Quimica Alvi (CDMX, Mx). All reactants were used
without further purification. Elemental analysis was carried out in the
Reach and Industry Support Services Unit (USAII for its Spanish ab.
bresiations), using an EAGER 200 elemental analyzer (EAGER 200
CHMS/method, COMX, Mx). IR (infrared) spectra were performed on a
Micolet AVATAR 320 FT-IR (CDMX, Mx) in an interval of 4 000-400 cm
— L. The samples incorporated onto a KBr disk in the range of 3500-500,
UV-VIS (ultraviclet-visible) spectra were collected in DMSO from 190
nm te 1100 nm on a GENESYS 105 THERMO SCIENTIFIC diode-array
spectrometer in dimethyl sulfodde (DMSO) solutions Sigma- Aldrich
(5t. Louis, MO, USA).

Mass spectta were acquired in the Chemistry Institute (UNAM,
Mexico) using a JEOL The AccuTF JMS-T100.LC equipment, using the
FAB" ionization technique. The EPR’s specira were collected in a JEOL
JES-TES300 spectrometer operating in the X-band in DMSO (99,995,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

3. Experimental
3.1. Synthesis of mmidentare Schiff bases and hydrogenated ligands

1 mmol of salicylaldehyde or 2-dihydroxy-1-naphthaldehyde was
dissolved in anhydrous ethanol, Subsequently, 1 mmol of the methyl-
ated diamine (N-methylethane-1,2«diamine) was added. The solution
turned yellow and was let to react under stirfing and mild heating for 30
min, The solvent was evaporated and a yellow liquid product was
obtained.

For hydrogenated ligands 1 mmol of Schiff base NNO was dissolved
in anhydrous ethanol, and 1.5 mmol of NaBHy divided in five fractions,
was added every 20 min. The reaction tums colorless and left to react
under stirring for 30 min, then 10 mL of water was added and let to stir
for 30 min. The synthesized ligand was not isolated and was used
without prior purification.

L1 CigHpgN-0, FTIR (em™ ') 0C=N, 1633; vC-0, 1278, NMR 'H
(ppm, DMSO-dg): 8.28 (s, CH=N); 248 (s, NH-CH3). M (m/z): 178
(178), LN1 Cy4H1aNa0, FT-IR (em ™~ ) vC=N, 1632; vC-0, 1265, NMR 'H
(ppm, DMSO-dg) B.28 (s, CH=N); 2.22 (5, NH-CH3). M (m/z): 228
(228).

145



G 8 Novoa-Remdrez et al

[Cu{L1)}{NO4)] (1a)
[Cu(LH1¥NO2)] (3a)

H PFy

[Cu(L1)dmbpy ) JPFs(1b)

[Cu{LH1 ){dmbpy|]FFs (3b)

N

[Cu{LN1 Y dmbpy ]PFs (2h)
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NN

o’ TONO,

[CufLN1}(ND1Y] (2a)
[Col LNH WM (4a)

oy,
e

[Cu(L1 X phen)]PFs (1¢)

PF .

[Cu{LMH1){dmbpy)]PFs (4b)

Fig. 1. Synthesized coordination copper(I) compounds,

3.2. Synthesis of [Cu(LI)(NO3)] (1a), [CufLNIJ(NO3)] (2a), [Cu
(LHINNOZ] (3a) and [Cu(LNHINNO:)] (4a)

1 mmaol of copper nitrate was dissolved in methanol and 1 mmol of
NMO ligand dissolved in ethanol was added dropwise, The reaction was
stirred for 30 min and then it turned green, the solvent was evaporated
and the product obtained was vacuum filtered and purified with cold
methanol and ether washes [25,26]. [[Cu(L1)(NOs)] (1a) Anal. Calc for
[CutCyH13N304] CHs0H (% C, N, H) 40.9, 13.2, 4.7, Found: 40.1, 13.4,
4.7, FT-IR (em ') vC=N, 1629, FT-IR, values were comparable to those
reported [26]. M* (m/z): 240 (240). [Cu(LN1)NO3)] (2a) Anal. Cale
for [CuCy4H;sN304] HAO (3% C, N, H) 43.5, 11.1, 4.7. Found: 45.3, 11.3,
4,6, FI-IR (em 1) vC=N, 1629, FI-IR, values were comparable to those
reported [27], M* (m/z) 290 (290). [Cu(LH1)}NO:)] (3a) Anal, Calc
for [CuCyaHysN304) 2HZO (% C, N, H) 36.1, 12.3, 5.7. Found: 35.2,
12.3, 5.6FT-IR (cm ') 0C=N, 1629, FT-IR M* (m/z) 242 (242). [Cu
(LNHIMNOy)] (4a) Anal. Cale for [CuCyeHy-N504] HaO (% C, N, H)
44.8,9.2, 5.3, Found: 45,4, 10.2, 5.4, FI-IR (em ') 0C=N, 1629, FT-IR.
M* (m/z): 292 (291).

NMO Schiff Base ligands

&i, i LN1
NNO Hydrogenated ligands

aolkes oy

3.3. Synthesis of mixed complexes [Cu(L.1)(dmbpy)]* (1b), [CufLNI}
@dmbpy)]* (2b), [Cu(LHI)dmbpy)] " (3b), [CulLNHI) (dmbpy)]" (4h)
and [Cu(L1)(phen)]* (1¢)

1 mmol of NNO ligand, copper nitrate and 4,4'-dimethyl-2,2"-bipir-
idyne (dmbpy) or 1,10-phenanthroline (phen), were dissolved sepa-
rately in anhydrous ethanol, dmbpy was slowly dripped onto the copper
nitrate solution, mnce the addition had finished the NNO ligand was
added dropwise. The reaction stirred for 30 min and 1 mmol of NaOH
was added. Finally, 1 mmol of KFs (or KNOg) was added and it was
stimred for 2 h. After the reaction was complete, the soluton was
concentrated and the compound was precipitated by adding water. The
product obtained was washed with water and ethanol, then vacuum
filtered. The solid obtained was washed with ethyl etherand dried under
vacuum. The reaction scheme is shown in Fig, 2.

[Cu(L1}dmbpy)] PFg(1b), Anal. Calc for [CuCnHysN4O]PFEg (% C,
N, H) 45.5,10.1, 4.5. Found: 46.4, 9.8, 4.4. FT-IR {em '} vC=N, 1629,
M' (m/g): 424 (424). [Cu(LN1)dmbpy)] PFs (2b), Anal. Cale for
[CuCasHzyN4OIPF; (% C, N, H) 50.4, 9.0, 4.4, Found: 50.4, 9.4, 4.4, FT-

(NOa)z m
— — . _
o OH
H 0" ~OH, NNO
KFF
a
PF,
T e T
+ Cul
2 KND, . I
[Cu(NNO)(N-N)]*

Fig. 2 Mixed complexes synthesis scheme,
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IR (em 1) vC=N, 1629, M" (m/3): 474 (474). [Cu(LH1){dmbpy)] PF,
(3b), Anal. Cale for [QuCHzNJOIPFs (% C, N, H) 45.2, 9.8, 4.6,
Found: 46,2, 9.8, 4.8, FT-IR (cm ~): vC=N, 1629. M* (m/z): 426 (426),
[Cu(LNH1 Xdmbpy)] PFg (4b), Anal. Calc for [CuCasHaaN4O1PFs HaO
(% C, N, H) 47.8, 87, 5.9, Found:48 8, 8.7, 5.9, FI-IR (cm ™) vC=N,
1629, M* (m/z): 476 (475). [Cu(L1}(phen)] PFs (1c), Anal. Calc for
[CuCasH o N4O]PFg 3H,0 (% C, N, H) 42.6, 9.0, 4.4. Found: 46.5, B.9,
4.6, FT-IR (em ) 0C=N, 1620 M* (m/z): 420 (420),

3.4. X-ray

To cbtain the crystals, saturated solutions of the corresponding
compound in methanol (Quimica Alvi, COMX, Mx).) were prepared and
allowed to evaporate slowly untl suitable crystals were obtained.
Suitable single crystals of compounds [Cu(L1)(NOs)] 1b, [Cu(L1)
(dmbpy)INGy 4a and [Cu(LN1Mdmbpy)IPFs 4b were mounted on a
glass fiber; crystallographic data were collected with an Oxford
Diffracion Gemind “A" difractometer with a CCD area detector, with
lytotia = 0.71073 A, Unit cell parameters were determined with a set of
three runs of 15 frames (1% in w) The double pass method of seanning
was used to exclude any noise [28]. The collected frames were inte-
grated by using an orentation matrix determined from the narmow frame
scans. Final cell constants were determined by a global refinement;
collected data were corrected for absorbance by using analytical
numeric absorption comection using a multifaceted crystal model based
on expressions upon the Lave symmetry with equivalent reflections
[29]. Structure’s solutions and refinement were carred out with the
SHELXS-2018 [30] and SHELXL-2018 [31] packages. WinGX v2020.2
[32] and MERCURY [39] software were used to prepare matedal for
publication, Full-matrix least-squares refinement was carried out by
minimizing (Fof - Fe)¥, All non-hydrogen atoms were refined aniso-
tropically, H atoms of amine (N-H) groups were located in a difference
map and refined isotropically with Uss,(H) of 1.2 Uy, for N-H. H atoms
attached to C atoms were placed in geometrically idealized positons and
refined as fding on their parent atoms, with C-H = 0.93-0.99 ﬁq L (H)
= 12U (C) for aromatic and methylene groups and Uy, (H) = 1.5U,,(C)
for methyl groups, In compound 1b the atoms O3], O(5), N(5) and O
(3a), O(5a), N(5a) are disordered over two sites with occupancies
0.,74:0.26, additionally for this compound, attempts made to model the
solvent molecule were not successful; the SQUEEZE [34] option in
PLATON indicated there was a large solv\emmvityofm?.ﬁa. In the final
cycles of refinement, this contribution of 52 electrons to the electron
density were removed from the observed data. For the electron density,
F(000) value in the molecular weight and the formula are given without
taking inte account the results obtained with SQUEEZE. The absolute
configuration of compound 4a, was corroborated by analysis of 1500
Bijvoet pairs, although, the refined Fack parameterx = 0,020 (2) [35] is
not definitive, the Hooft parameter y = 0.019 (8) and Hooft P2(true) =
L.000 [36] are strong indicators that the reported configuration is cor-
rect. Crystallographic data for all complexes are presented in Table 1.
The erystallographic data for the structures reported in this paper have
been deposited in the Cambridge Crystallographic Data Centre as sup-
plementary publication no, CCDC [2201035-2,201,037] Copies of the
data can be obtained free of charge on application to CCDC, 12 Unbon
Road, Cambridge, CB2 1EZ, UK (fax: (+44) 1223-336-033, e-mail: dep
ositi@ocd c.cam.ac.uk).

3.5. Cyclic voltammetry

Cyclic voltammetry was performed using PARZT potentiostat/gal-
vanostat (CDMX, Mx). Tetrabutylammonium hexafluorophosphate was
used as a supporting electrolyte (99,995, Sigma-Aldrch, St Louis, MO,
USA) in DMSO solutions (Sigma-Aldrich, St, Louis, MO, USA), All vol-
tammogram were referenced using ferrocene 1 mM (99.9%, Sigma-
Aldrich, St, Louis, MO, USA),

The cyclic voltammetry was carried out with a conventional
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Table 1
Crystal data and structwre refinement for compounds 4a, 4band 1b,

Identification code  da ab b

Empirical fommla Gy His CuM; 0y CugHp CuFgNy  Cx Hus Culs Oy

oP

Fommla welght 35283 G002 48701

Temperature 1B E 130020 K XA K

Wavelength Q71073 A 071073 A 071073 &

Crystal system Monoclinde Triclinic Manoclinie

Space group P21 P PIfe

Unit cell A = 8584805 A a=875TASIA A= 10.0103(6) A

dimensims
b=72704 (A  b=114666(6) b=1136547) A
A
c= 12184008 A i- 1356407)  ¢= 2518301204
a =0, 8= 05 30M4F.  a= 9",
b= 107658 7). b= 08 3504 b = 91 20(5)°.
= 0. = 104041 = .
5r.

Volime 725.53(8) A 1295931 A" 259540 A

z z 2 4

Dienaity 1615 Mg/m’ 1.589 Mg/m* 1.246 Mg/m®

{cal culated)

Absomption 1527 mm " 0.976 mm " 0875 mm "

coelficient

i) 362 634 1012

Crystal size (mm™) Q470 = 0260 = 0.440 = 0,360 Q350 = 0.M0 =
Q100 x 0. 100 0040

Theta mnge for 2454t 301277, 3462 to 3572 1o 20.508°,

data collection 301447,

Index ranges =11 =h =11, =% <h =12, =12 <h £13, =15
-10 <k <9, =17  -15<k <15, <k €15, =31 <1
< <15 ~18 <1518 <28

Teflections To4E 11,634 28,109

oollected
Tnlependent 56T [RinL) = 6431 [Riint) = 6517 [Riint) =
reflactions 0.0276] 0.0263] 0.0439]
Ciomple s to w.T% 0. T% TN
theia = 25242
Refine ment Fullmatrix least- Full-maitrix Full-matrix least-
method squares on F* 1;:51'81“1715 on  squars o

Data / restmints 6T /27 23 G431 /1 /358 G517 /7537

pammeters

Goodnes-of fit on 1037 1.036 1013

F:l

Final B indices [I Rl = {251, Rl = 00376, Rl = (0403, wh2

= Isigmall)] w2 = (G0 wh = 0.0811 = ({4

Rindices all data) Rl = 0.0041, R1 = (0488, Rl = 00655, wi2
w2 = 0655 wh = 0.0882 = 0. 1082

Largest diff. Peak 0226and - 0.318  0.420 and ~ 0293 and - 0318

and hale eh? 0382 e A7 ed™?

arrangement of three electrodes; a vitreous carbon working electrode, a
platinum counter electrode, and a silver pseudo-electrode. As intemal
adjustment, it was referenced against the pair Fe'-Fe, The experiments
were performed in 0.001 M DMS0 solutions under nitrogen atmosphere,
The voltammograms were carried out within the range — 1.4 to —0.2 V/
Fe'-Fe, and they were run at different scan speeds, at 25, 50, 100, 150,
200, 300, 400, 500, 600, 800 and 1000 mVs .

3.6. LogP theoretical cakulation

The logarithm of partiion coefficient was theoretically calculated,
the geometries of the different compounds were optimized by the
method of the functional theory of densities, using M06,/LanL2DZ level
of theory, and a SMD solvation model [37], using Gaussian 09, The
optimized structures were confirmed by minimal vibrational analysis
(no imaginary frequency). The theoretical partition logarithm n-octanol-
water was calculated according to the following eq. [34]:

AGsg wae — D54 o pthanol

DFT —Log P =
8 23BRT
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where AGg, is the change of free energy of solvation from the standard
state in a compound in n-octanol and in water at 298,15 K. The free
energy of solvation in the standard state is defined as the free energy of
wransfer from the gas phase to the condensed phase, under standard
conditions, Since the free energies in the gas phase are calculated with
respect to a standard state of 1 atm, it is necessary to add a comrection
factor of RTIn24.46 (1.894 keal mol ! at 298 K) to convert it to the
standard state of 1 mel dm~ [39,40],

3.7, Cel culture

The evaluation of the cytotoxc (viahility) effect of the compounds
was performed in Hela cells, that were purchased from the American
Type Culture Collecion (ATCC Rockville, MD, USA) and cultured in
DMEM-F12 medium (Dulbecco’s Modified Eagle's Medium/Ham’s
Nutrient Mixture F-12) with phenol red, containing 10% of fetal bovine
serum (FBS, Biowest, Paris, France) supplemented with 1% benzylpe-
micillin (Gibco, UK) and 1% non-essential amino acids (Gikco, UK).
Cultures were maintained in a humidified atmosphere with 5% COy, at
37 *Cin an incubator CO; cell MMM Group, All cell-based assays were
performed using cells in the exponential growth phase,

3.8. Biological activity assay

A modified MTT assay was used to determine the biological actvity
of the copper complexes [41]. Assayswere performed by seeding 10,000
cells/well in 96-well tissue culture plates at & volume of 100 pL of
DMEM-F12 medium supplemented with 10% FBS per well. Cells were
grown for 24 h in culture medium, after this ime, the medium was
removed and 90 pL of new medium was placed with 10 pL of the solu-
tions of the compounds. The complexes tested were dissolved in a
DMSO: HzZO mixture (1:9), the concentrat ons used were 140, 100, 60, 20
and 10 pM for non-mixed complexes, and 60, 40, 20, 10 and 1 M, for
mixed complexes. The treated cells were left to incubate for 24 + 2 h,
finally, the medium with the treatment was removed and 30 pLofa 0.5g
/ mL solution of MTT, dissolved in phosphate buffer, was added. The
cells were left to incubate for 4 h, subsequently, the supernatant was
rermoved and the formazan crystals wene dissolved in 100 pL of an iso-
propanol solution (SDS / HCl, 1620 mL of isopropencl, 300 mL of 20%
SDS and 10mL of 1 N HCI), et it stand for 10 min and the plate was read
in the Elisa microplate reader (AgileReader®) at alength of 57 0nm. The
procedure was repeated three more times independently.

3.9 DNA binding experiments

DMNA Ultraviolet-visible spectra (UV-vis) were carried out on a Cary
60 ultraviolet-visible spectrophotometer with system dicde array spec-
trophotometer in & range from 200 nm to 800 nm using 3 mL quanz
microcell.

The interaction of the complexes with DNA was determined using
Calf thymus-DNA (CT-DNA) dissolved in buffer (0.5 mM NaCl/5 mM
Tris-HCl at pH = 7). The absorbance ratio at 260 nm and 280 nm was
1.85, indicating that the DNA was protein-free, DNA was quantified by
its absorption at 260 nm using the molar absorptivity coefficient { 6600
dm®mol ' em '), Titration curves were made for the complexes (dis-
solved in the same buffer in which the DNA solutions was prepared),
varying the concentration of CT-DMNA, after each addition a new spec-
trum was collected. The ratio of r = [complex] /[DNA] values varied
from 9.5 to 0.4, The formation constant (Ky) was determined to evaluate
the force of interacion between complexes and CT-DNA, applying
Benesi-Hildebrand equation, plotting Ag/(A-Ag) vs, 1/[DNA];

Ay g 0 1
A-A en-o-—fe En-g —Eo K[DNA]

where Agand A are the absorbance's of free and bound complex, &; and
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By are their molar extinction coefficients, respectively (H and G
correspond to host and guest).

3.10. DNA cleavage experiments

Electrophoresis was carried out in a HE33 mini-horizontal agarose
electrophoresis unit (Hoefer, Inc) with Power Pac HC power supply
(BIO-RAD).

The cleavage DNA ability of complexes was monitored using agarose
gel electrophoresis with pBR 322 DNA. The samples were incubated for
12 h at 37 °C, subsequently, loading buffer was added (0,25% bromo-
phenol blue and 40% sucrose), Samples were analyzed by 1% agarose
gel electrophoresis in TBE 0.5x (Tris, Borde ackd and EDTA buffer, pH =
8) at 75 V. Agarose gels were stained using ethidium bromide solution
(5 pL/50 mL) for 20 min and the bands were observed in a UV Trans-
illuminator and were photographed with a conventional camera,

The efficiency of the complexes to cleavage DNA was qualitatively
determined by their ability to form nicked circular DNA (form 1) and
linear DA (form [1), from the supercoiled (form 1),

4, Results and discussion
4.1. IR and elecronic spectra

The FT-IR spectra shows the characteristic band of the stretching
vibration of the azomethine, which was observed at approximately
1630 cm ', whichindicates that the condensation between the aldehyde
and the amine was carried out correctly, The reduction of the Schiff base
was carried out to form a secondary amine, the characteristic band of the
apomethine group disappeared, and a new band appeared at 3450 cm ™,
which is acharacteristic of the stretching of the N-H bond. In compounds
1a, 2a, 3a, and 4a a band corresponding to the group NO3 was observed,
this band appears as a doublet between 1447 and 1306 cm ™, indicating
that, in a solid state, the nitrate is coordinated in a bidentate way
[42-45]. The results are summarized in Table 2,

The synthesis of the mixed copper compounds was performed and
the exchange of the anion by PFy was carried out, in the infrared spectra
this change was observed by two new bands that appeared at 882 and
557 cm !, that correspond to the vibrations of the P-F bond. For the
hydrogenated compounds, a new band was observed at 1618-1619
em”!, that corresponds to the C=N bond of the aromatic diimine.

The electronic spectra were performed in DMSO solution, all elec-
tronic spectrapresented bandsin the reglon of 260400 nm, the first one
appeared in an interval of 260-278 nm, attributed to the z-1* transi tions
of the aromatic rings. The second one in a range of 315-375 nm,
attributed to n-n* of the C=N bond [46,47], in compounds 3a and 4a the
second band disappeared due to the hydrogenation of the azomethine
group, however, a band was observed in a range from 407 to 435 nm, as
for 1a, 2a, 1b, 2b, 3b, 4b and 1e¢, a shoulder was observed next o
second band, as seen in Table 2 (and Supplementary material, Figs, 51-
§9). This transition corresponds to MLCT (metal ligand charge trans-
ference), from copper to phenolate oxygen with a low molar extinction
coefficient.

Electronic transitions d-d due to metal were observed between 614
and 650 nm, assigned to *E; =Tz, characteristic for a de_,e ground
state, This type of wransitions is characterized by presenting very low
absorptivity cosfiicients (e <200 Lmol ' em ™) [48],

The mixed compounds 1b, 2b, 3b, 4b and 1c¢, have similar specira to
those of the non-mixed compounds, however, when coordinating the
dmbpy the number of 7-n* transitions in the range of 260-298 nm in-
creases, and the molar absorptivity coefficient also increases due to the
overlapping of transitions in the same range.

4.2, X-ray crystalography discussion

Single crystal X-ray diffracdon indicates that compound [Cu(LN1)
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Table 2

IR and electronic spectra data in DMS0, in parentheses the molar extinction coefficient (£,).
Code wH-O WP-F WeN WNH Rt 3 C=N L MLCT boded
[CulL1 KOy (T1a) 1447, 1306 1637 3193 268(14080) F68 5468) 628{125)
[CufLN1 ¥ N0y )1 (Za) 1462, 1273 1621 3239 266{24347), 318(10958) 39HTTIN 614{185)
[CuflLH1){NO] (3a) 1482, 1271 - 3245  268(3634) 412(453) 648[161)
[CofLNH 1 MM OL]] (4a) 1462, 1267 - 3289 20(9098), J26(I6TI), JINIVTE) 466{M2), 400(523)  GRO(126)
[CufL1 Mebmbpad T+ (11) B3W, 7 1639 3290 276{24981) I60(5184) I141)
[CufLN1 X dmabpyr )] * (2b) 838 57 1630 3235 258(38511) FIT10641), F95{T444), G2I169)
[CufLH ) dmbpy )] * (3b) 842, 557 1618 3646  262(183098), 206{18683) JEH4661) -
[CulLNH 1 Mdmbpy )] (4b) 842 557 1619 3641  266{15395), 288(14352) 3732911 -
[CufL.1}phen]™ (1) 842 57 1637 3247 Z2S(I2400), 2HB2HH0) J690 3260 GREM0)
dmbpy 1618 284{10142)

Vibrations in units of cm~', Ain nm, & in L mol ™" em ™",

= Absorption maximuim no defined,

(M04)] 4a crystallizes in the monoclinic crystal system, with space group
Py, Selected bond distances and angles are listed in Table 3, the
asymmetric unit is composed of one cu' ion, one deprotonated Schiff
base ligand and one nitrate amion. The metal center Cu" is four-
coordinate through three donor atoms (Namine, Mimine, Ophen) of the
deprotonated (E)-3-((2<(methylamino)ethylimino)methyl naphthaleno
late (LN1) Schiff base ligand and one oxygen atom of the nitrate anion
ligand, as shown in Fig. 3, The geametry of metal center shows a slightly
distorted square planar arrangement, this distortion may also be
converdently measured by the trams angles O(1-Cu(1)}-N(1) = 173.70
(1) and N(2)}-Cu(1)}-0(2) = 178,96 (10)°, which are ideally 180° for a
square-planargeometry and the value of the t4 parameter of 0,052 [44].
(See Fig. 3.)

Deviations of the least-square mean planes passing through N(1), N
{2), 001}, OL2) donor atoms are —0.0654, 0.0528, —0.0693 and 0.0481
A, respectively.

It is noteworthy that the oxygen atom O(2) of the nitrate ligand
group coordinated to Cu' jon has a strong intermolecular interaction of
typical hydrogen bonding with the amine group of LN1 ligand [N(1)-H
(13027 = 2,22 (3) ﬁ..], in the same way, the oxygen atom O4 estab-
lishes the hydrogen bond with amine group [N(1)-H(1)--0{4) = 2.58 (3)
AJ, these intermolecular contacts give rise to a 1D chain along the b axis
with base vector [010] (See Fig, 3),

Compound 4b crystallizes in the triclinic space group P, with Z =
2. In the asymmetric unit of [Cu(LN1Ndmbpy) JPF; 4b, the cationic
complex is formed by the metallic center of Cu", one molecule of
deprotonated Schiff base ligand LN1 and one maolecule of 4,4'-dimethyl-
2,2 bipiridyne (dmbpy), while the anion corresponds to hexa-
fluorophosphate PFg. A perspective view shown in Fig, 5, selected bond
distaneces and angles are listed in Table 3, In the pentacoord inate sphere
to Cu'l, the base of distorted square pyramidal geometry is formed by
two nitrogen atoms M(1), N(2), one oxygen atom O(1) from the tri-
dentate IN1 ligand and one nitrogen atom N(4) of the bidentate dmbpy

Fig. 3. ORTEP drawing of the asymmetric unit for compound [CulLN1)NO.]
(4a), with the themmal ellipsolds drawn at the 50% of probability.

Table 3
Selected bond lengths [ﬂ] and angles [*] for compounds 4a, 4b and 1b.

[Cu{ IN1I(NO 1] (4a)

Bond lengths (A)

CON ) LATHA) 4N (1 1.463(5)
CILMC () 1511(6) cuf130 (1) 1897(2)
C{2-N (2) L46%4) Cul1)-N (2) 1.919(3)
CC (4 L425(5) Cul12-0(2) 2.005(2)
CL4)-C (5) L420(5) cu{1)N (1) 2.024(3)
CI8HC (9 L405(7)

Bond angles ()

O{1)Cul1)-N () 2 64(11) O(1)Cul)-N (1) 17370011}
Of1)-Cul 1)-0 (2) =.76(10) REZICul)-N (1) 85.28(12)
R{ZCu(1)-0 (2) 178.96{10) O{ZFCu(1)-N (1) 04 42(10)
[Cuf L1 ) (dambpay TP, (41)

Bond lengths (A)

CLIMN (1) L4793 CI8)C (9) 1.422(3)
CIHC (2 L515(3) CI4MN (1) 1.478(Z)
CEN () LA76(Z) 5K (D 1.345(3)
C{3-C (4) 1L432(3) CA7HE (25) 1.504(3)
C4-C (5 L415(3) C19)-C (20) 1.487(3)
CERO1) 1.304(2)

Bond angles (°)

R{23Cu(1)40 (1) 2005 R{A)-Cu(1)-N (1) 03.92(8)
R{2HCul1)-N (4) 173.31(7) R{2FCul1)-N (3) 108017
O{1}Cul1)-N (4] 50, 23(6) O FCul1}-N (3) 108.346(6)
R{2)Cu1)N (1) 2 65(7) R{A)Cu(1)-N (3) T672E)
O{1)Cu(1)-N (1) 160.16{7) RCu(1)-N (3 914106
[Cu{L1 ¥ dmbpy) INCy (1)

Bond lengths (A)

Cl1FN (1) L4733 CI150K (3 1.334(3)
COMC (2) L502{4) CO7HC (25) 1.516(3)
C(2-N (2) L.468(3) CI19-C (20) 1.490(3)
CEIC (1) L434(3) cuf13-0 (1) 1.9362(14)
Cl4)C (5) L4Z2(3) Cuf1)-N {2) 1.9392(16)
CI5HO (1) L308(2) Cuf1)-H (4 20258(16)
C{8}C (9 L367(4) Cuf1)-N (1) 2.0693(18)
G4} (1) L473(3) Cu{l)N (3 23907 (17)
Bond angles (°)

O{1-Cu(1)-N{2) €. 76(7) R{4RCu(1}-N (1) 04 80(7)
O1-Cul 1)-N{4) 5. 70(6) C{IHCul1 N (3 G8.05(6)
W2)Cu(1)H (4) 17740071 R(ZICu(1)-N (3 TEAIT
O{13Cul 1N (1) 166147 R{A)Cull)-N (3) T6.396)
W2 Cu(1)-N (1) B2.97) K{1}FCu(1)-N (3) Y5777

ligand, while in the apical position is cocupied by a nitrogen atom N(3)
of the dmbpy. The angles 0(1}-Cu(1}-N(1) = 160,16 (7} and N[(2)-Cu
(1}-0(2) = 173.31(7¥ and the value of the ts parameter of 0.2191 that
correspond to a distorted square pyramid geometry [50]. The coordi-
nation of the dmbpy generates a greater distortion in the copper ge-
ometry in comparison with the ligand NO3 in [CulLN1MNO4] 4a
crystal, due dmbpy coordinates in a bidentate way, while NO3 in a
monodentate way, The dmbpy forms a five-membered chelate ring, and
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Fig. 4. Crystal network of compound [CulLN1)(NOy)] (4a), view along the a-b
plane, emphasizing the ] (6) and R} (4) motfs.

Fig. 5 ORTEP drawing of the asymmetde unit for compound [Cu(LN1)
(dmbpy)IPF, (4b) with the thermal ellipsoids drawn at the 60% of probability,
The counteron hexafluorophesphate was omitted for elarity,

the bond angles distort the planarity in the geometry of [Cu(LN1)
(dmbpy)] 4b.

In the crystal lattice (See Fig. 6), the coordination compound 4b
involves intermolecular contacts C-H...F and C-H...0 of the hydrogen-
bonding type and #...7 interactions between the aromatic rings of LN1
and dmbpy ligands. The weak interaction inside the unit cell C(21)-H
(21)...0 1) with an angle of 145.,68° at 2.67 A form the R (12) motif, the
C(23)-H(23). .F(3) and C(23)-H(23)...F(6) form the R (4) motif, at the
same time, the intermolecular contact of centrolds Cg4.. Cg5at 3,568 A
is observed, The centroids Cg4 formed by N{3)-C(15)-C(16)-C(17}-C
(18)-C(19), and the Cg5 result of N(4)-C(20)-C(21)-C(22)-C(23)-C(24).
All intermolecular interactions are observed in tridimensional supra-
maolecular array.

Fig. 6. Crystal network of compound [Co(LN1)(dmbpy)1PE; (4b), view along
the a-b plane, emphasizing the ¢} (&) and K] (4) motif's

Jounal of Inorganic Blochanbry 242 (2023) 112097

Compound 1b crystallizes in the moneclinic space group Pag s with Z
=4, As shown in Fig 7, the coordination compound 1b is cationic [Cu
(L1)dmbpy)]*, with L1 = (E}-2-((2-(methylamino)ethylimino)mettyl)
phenolate, and one molecule of 4,4"-dimethyl-2,2' -bipiridyne (dmbpy);
the anion corresponds to one molecule of nitrate NO3, L1 acts as a ri-
dentate ligand bound through Namine, Nimine, Ogien atoms. The fourth
and fifth coordination sites are occupied by two nitrogen atoms of the
bidentate dmbpy ligand. The trans angles for N(2)-Cu(1)}-N(4) (177.40
(7F) and OC1-Cul13-N(1) (166,12 (7)°), the angles in the basal plane
[B2.99 (7} 94,80 (7)°] and the apical to basal angles [76.39(6)-102.43
(7¥], all indicate a slightly distorted square pyramidal geometry with
the value of the t5 parameter of 0,171 [50].

There are intermolecular interactions in the crystal network (See
Fig. 8) N—H. . 0 of hydrogen bond, Particularly the interactions N(1)}-H
(1)...0(2) (2,57 (3) A), and N(1}-H(1)...0(3) (2.23 (2) A), form the R{
(4) modf, additionally, there are intermolecular contacts of type
hydrogen bond G—H...0 [2,43-2.65 A]. All intermolecular interactions
are observed along the bc plane and leads to infinite tridimensional
array in the supramolecular network,

4.3. Electronic paramagnefic resonace

The Table 4 summarizes the results obtained for EPR, all spectra
presented an axial anisotropy, where the values of g) > g, (supple-
mentary materials, Figs, S10-518) indicate that the ground state corre-
sponds to de_ye (Fig. 9), this is consistent with what was observed in
Section 3.1 in electronic spectra, which agrees with square-planar,
elongated octahedral, and square-base pyramid geometries [51,52].

For the compounds with hydrogenated ligands, 3a, 4a, 3b and 4b,
the Ay values decreased and the g values inecreased, that suggest a
greater distortion in the geometry of the metal center due to the greater
flexibil ity of the ligand. Similarly, the same behavior was observed when
comparing mixed compounds.

The quotient L = £ is an empirical index that shows the distortion in
tetracoordinated copper(ll) complexes, a compound with a square
planar geometry presents values between 105 and 135 cm, this value
increases when the distortion changes to a tetrahedral geometry be-
tween 200 at 247 em [53], To [Cu(LN1)NO4)] 2a and [Cu(LNH1)
{NOs)1" 4a the quotient was between 99 and 103 cm, so it was proposed
that these compounds present a square-planar geometry, where the ni-
trate is uncoordinated and in one of the vacant positions a DMSO
molecule is coordinated. That was verified by measuring the condue-
tivity in DMS0 and methanol solution, which present a conductivity in

Fig. 7. ORTEP drawing of the asy mmetre unit for com pound [CulL1 ) {dmbpy]]
WOy (1b) with the thermal ellipsoids drawn at the 50% of probability. The
counterion nitrate was omitted for clarty,

150



C8 Novoa-Rendre ef al

Fig. 8. Crystal network for compound [CulL1 M dmbpy) NG5 (1b), emphasizing
the R (4) motif.

the range of 47-21 pS and 74-86 pS characteristic for 1:1 type electro-
Iytes [54].

The values of Aj and g were plotted to assign the geometry of the
rest of the complexes, asshownin Fig 10. The compounds were divided
into three groups, the first group corresponds to 2a and 4a with a lower
coupling constant whose geometry commesponds to a square planar, The
second group corresponds to 1a, 3a, 1b and 4b. It was proposed that
they present a squane-based pyramid geometry, since in this case the
values of g > g1 < g, (2.0023), cormrespond to pentacoordinate copper
compounds with a ground state dy_ye. The third group, 3b, 4b, and 1c,
were assigned an elongated octahedral geometry, where the DMSO
solvent coordinates in the vacant positions resulting in com pounds with
acoordination number of six, in this group it is found that g) > g1 > g
comesponding to octshedral compounds with a ground state of dex_ye
[52,55].

The results in glassin DMSO were compared with the spectra insolid
(Figs. 510-518 and Table §1), in both casesg| =g, > ge, which indicates
that the transition state corresponds to dye e For 2a the geometry is
conserved, the quotdent fis 105, which corresponds to a square planar

Jowrnal of Inorganie Blochanisary 242 (2023) 112007

covalent character in their bonds due to a greater delocalization of the
unpaired electrons away from the copper nucleus with the ligand, In
comparison 3b, 4b and 1¢ presented values close to 2.3, indicating an
ionic character, where the unpaired electrons of copper are close to its
nucleus,

The covalent character of a bond also was evaluated by calculating
the parameter o using the following equation:

at= — (%) + (g — 20023) +;Ln = 20028 +0.04

where the dipole coefficient P = 0.036 cm ™', A similar trend was
observed with g)| values, all the compounds, except 3b, 4b and 1c, were
in the range between 0,68 and 0.75, which indicates that the M-Lbond is

H/\_/\..N.\,.' %ﬁ% {'\-

Fig. 9. (Black) Experimental and (green) simulated fizst derivative X-band EPR
spectra of [CulLINNO:I]" (la) (leff), and [CulL1)dmbpy)]® (1b) (right),
prepared in DMSO solution a at 70 K. (For interpretation of the references to
color in this figure legend, the reader is referred to the web version of
this article.)

255 o= TiCuUebenT T =
%0 /E? (1 flcwmnmmm Mmtﬂmmg
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geometry. For 3b, the quotient fis 108, which corresponds to a square %uc- T - .

planar too. For 3b the geometry change, in DMSO solution presented an el N

elongated octahedral geometry, in solid state the coordination number s é E{?

change, which suggests that one of the donor atoms is uncoordinated, 20 ! mdi';;om

For the rest of the compounds, the quotient f is <100, they have a 15 " (N, 1 el

square-based pyramid geometry, For compounds 1a, 3a and 4a the ni- R

rate is ¢ inates 2 a bidentate way. 21:::-2 16 218 220 222 2324 2326 228 230 232

Kivelson and Mieman suggest employing the g) value to differentiate ) ’ ’ j& ’ ’ ’
¥ ¥ N 1

apurely ionic environment of the M-L bond [56]. The Table 4 shows that

mast of the compounds had values of g) < 2.3, which implies a greater Fig. 10. Correltion of Ag and g,

Table 4

RPE parameters obtained by smulating the spectra on glass in DMSO at 77 K.
Code E E Ay Ay Eim A & a

Ay

[CufL1XK O] (18D L9549 1864 6 242 6 20331 LN o] 075
[CofLNI MO, 0] (2a) L %ddits 21947 8.4 X21.3 20293 0.4 b 068
[CufLH1)(NO4)] (3a) L9609 22015 16.8 7.2 20411 0.3 93 0.74
[CufLNH 13N, 1] (4a) L9495 2. 2050 21.7 2136 2.0847 85.6 103 0.67
[CufL1¥dmbpyi " (1b) L9508 21870 16.2 2401 20355 S8 a1 074
[CufLN1 ¥ dmbpy )] (2b) L9560 21781 18.0 8.5 20300 9.5 91 073
[CufLH1 ) {dmbpy 1] (3b) 20477 225598 14.0 51.5 21317 93.2 91 091
[CufLNH 1 Wby 1]+ (415 20437 2 2881 16.4 251.2 21251 4.7 a1 0.90
[CufL1 ¥pheni]* (1) 20393 2 IRAG 16.0 2528 21334 GG a1 LiLE ]

A in units of x]ﬂ"m",%m cm.,
I
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covalent in nature and the ligands are strongly bonded to the metal
center, The values for compounds 3b, 4b and 1e were closer to 1, which
indicates a higher iomic character, and that the M-L bond is weakly
bound, the greater ionic character was also observed in the compounds
with the highest value of g). This may be due to the fact that the com-
plexes coondinated to a hydrogenated ligand are more distorted, so there
is lessoverlap of the oorbitals, which implies a lower covalent character
in the M-L bond, as hasbeen observed in previous works such as the one
developed by Klement et al. [57].

It was also observed that the complexes with the naphthalene moiety
substituent in the NNO ligand presented lower a* values than those
without the substituent, the higher aromaticity of the naphthalene en-
hances the delocalization of the electronic density of copper towards the
ligand, increasing the covalent character of the bond [58].

4.4. Cyclic voltammetry

The redox behavior of compounds was studied by cyclic voltammetty
from open circuit potential to negative direction using & scan rate, the
results are summarized in Table 5. Fig. 11 shows a typical voltanumo-
grams for [Cu(L1MNOg)] (1a), where one oxidation signal L, and one
reduction signal I, were observed. This redox processes can attributed to
the copper redox couple CuL/Cu'L [42]. From potential peak their
corresponding values AE, = 0,077 V and Ey 5 = —0.98 Vs Fe'-Fe were
calculated, which allows us to identify reversible electron transfer, In
the case of compound [CulLN1WNO3)] (2a), see Fig. 520, the electron
transfer Cu'll + ¢~ — Cu'L was observed with two additional signals L,
and 1,* According to the literature and considering the increase of ar-
omatic ring in [Cu(LN1}NO4)] (2a) in comparison with [Cu(L1MNCs)]
(1a) processes are Ip* and I,* can be related to adsorption processes with
n...% interactions between naphthyl moiety and vireous carbon elec-
rode [59]. Same behavior is observed in compounds [Cu(LH1MNO3)]
(3a) and of [CulLNH1NNOw)] (4a), (Figs. 521 and 522) where addi-
tional signals are associated to adsorpton processes,

For compounds [Cu(L1}dmbpy)]* (1B) and [CulLN1)(dmbpy)]”
(2b) see Figs. 523 and 524, the electron transfer process Cu''L + e~ —
Cu'L are also observed. In the case of [Cu(LH1 ) dmbpy)]" (3b) at cpen
circuit potential value compound presented a strong adsorption pro-
cesses at the electrode accampanied with a redox process Cl.lnl.(m; +e
=+ QU'Lyy ey, which block the electrode surface and decrease the amount
of soluble [Cu[LHl}{dmhpy]]‘ (3h), see Fig. 525. As a consequence,
only reduction process Iy from CuL to Cu'L was observed, For com-
pound [CufL1¥phen)]* (1) see Fig. 527, a quasi-reversible electron
transfer Cu'L + e = Cu'L in combination with adsorption processes at
open circuit potential and close the diffusion control process were
observed,

To assign s 8 diffusion-contrelled process, the current divided by the
square root of the sweep speed (1,/VY?) normalized current vs, the po-
tential (ECV vs Feo-Fe)) was plotted, when the graphs overlap at different
speeds, can be attributed to the diffusion-controlled process, as shown in
Fig. 12 for compounds [Cu(L1}NO45)] 1a and [Cu(LNH1WNO4)] 4a, and

Table 5
Elertrochemical data of coppen(ll) complexss (0.1 moll. ") in DMSO, The ex-
periments were reference to the pair Fe'-Fe.

Process CFL + & — CuflL

Code V) ARp(mil) Ey2(V)
[CofL1MRO)] (1a) =102 7 =098
[CufLK1}Ny)] (Za) -1z ) =119
[CufLH1){NOZ)] (3a) =112 116 -1.06
[ColLKH1MN 0500 (da) -1 147 =115
[Cu{L1 ¥ bpo) JPFs { 1) -1.23 80 =1.20
[CufLN1 ¥ dhmabpy )] PRy, (2) =124 85 =120
[CufLH1 ) {dmbpy 3] PF; (3b) -137 - -
[CufLNH 1) dm by J)PF, (4h) =137 135 =130
[CufL1¥phen)] PFs (1c) =130 59 -1.27
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Fig. 11. Voltammogram of [CulL1){NOs)] (1a) in DMSO + TBAPE, 0.1 M,
cathodic direction. Working electrode: vitreous carbon. Scan rate = 0.1 Vis

Figs, 519-827 for all complexes, The use advantage of use normalized
current representation instead typical I and L, cumrents vs v/ is that
base line is required, that many times by an inad equate estimation gives
deviation of Randles-Sevcik equation.

Furthermore, electrochemical signal with different behavior that fast
electron transfer processes controlled by diffusion are observed. [t can
be seen in the graph in Fig. 12 for [CullNH1XNO4)] 4a, that the shape
and maximum potentials change with V'? that can be attributed o
adsorption of chemical species.

To corroborate this premise, the vitreous carbon working electrode
was changed for a platinum one, the images are shown bellowing Fig. 13
for [CulLNHINMO4)] 4a, the voltammograms were nm at different
speeds and at different potential windows, observing the signal
becoming more intense.

The voltammograms at 100 mV/s were compared and it was
observed that the signals attributed to the absorptions, with the plat-
inum electrode, were modified, these disappeared, probably related to
%...T interactions between coordination compounds and the electrode
surface. In this way, these signals were attributed to absormptions of the
electrode as shown in Fig. 14, The signals controlled by diffusion and
that did not change their shape or shift when the electrode was changed,
were the signals attributed o the Cu™/Cu' process.

A detailed deseription of adsorption processes are beyond the scope
of this work, A study to understand the nature of these processes using
electrochemical impedance spectroscopy will be presented in a future
work

The AEp values for 1a, 2a, 1b, 2b and 1¢, varies between 59 and 85
mV; for compounds with hyd rogenated ligands, 3a, 4a and 4b, between
116 and 147 which indicates that the electron transfer in the reduction
process was slower in those, In all complexes AEp exceeds the Nerstian
requirement of 59 mV for one electron, which suggests quasi-reversible
systems.

As we can see in EPR studies, the hydrogenated ligands are more
flexible than the Schiff bases and generate a greater distortion in the
metal center geometry. The flexibility of the hydrogenated ligands favor
a rearrangement in the coordination sphere and stabilize the Cu'L spe-
ciessince they can adopt a tetrahedral distorted geometry, causing them
to be less reversible or imeversible systems as 3b [57,60].

The calculated E;; were between the range of —1.30 — -0.98 V,
compounds with hydrogenated ligands have a lower Eqq, this was
attributed to the fact that the nitrogen atom in the hydrogenated ligands
is more basic and a best elecron-<donor [17], which induces a higher
electron density in the copper(ll) atom, making it a less ooddizing
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E(V vs Fe'Fe)

Fig. 12. Graph of current divided by the square root of the sweep speed (1/V"/*) vs. the potential (E(V vs Fe*-F¢)) for [CulL1)NO3 )] 1a (eft) and [CullLNHI NG, 1)

4a (right].
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Fig. 13. Voltammogram of [Cu(LNH1)(NOy)] 4a, 1 mM in DMSO + TBAPF,
0.1 M, cathodle direction, Working dectrode: pladnum, Scan mte = 0.1 Vs,

species, The mixed compounds presented lower E; o values than the
non-mixed, mixzed complexes were better reducing agents due to the
dmbpy that has two methylene’s substituents in 4,4 positions, that act
as electron-donors by inductive effect, increasing electron density in the
copper(ll) atom.

4.5, Half maximal inhibitory concentratons (ICsq) of copper(Il)
complexes

1C5y values are shown in Table 6 in pM concentrations, all the
complexes presented cytotoxic activity, and it is shown that in some
cases, such as in mixed complexes or Casiopeinas fourth generation, the
compounds have an enhanced cytotoxic activity compared to cisplatin
(20.0 uM) and Casiopeina Hida (17.2 pM), the latter belonging to
Casiopeina’s first generation.

It was observed that with the naphthalene moiety the biological
activity had a twofold increase approxmately. When the 4,4'-dimethyl-
2.2-hipyridine was coordinated, the activity had a fourfold

improvement approximately, and when the Schiff base was hydroge-
nated the 1Cy, decreases almost twofold, the obtained results are illus-
trated in Fig, 15,

The naphithene molety substituent in the midentate ligand NNO increases
the cytotoxic acdvity of the complexes: DNA is one of the most studied
molecular targets in the antitumor drug design, molecules can present
electrostatic interactions, groove binding and intercalative binding,
which are non-covalent interactions. Intercalation occurs when a planar
heterocyclic aromatic ring intercalates within the base pairs of the DNA
double helix, This type of interaction can inhibit DNA replication,
transcripion and repair processes, making intercalators potent muta-
gens [61].

Analogous complexes with salen type ligands, such as [Culsalen-
NMes)]?", [Culsalphen-MMes)]?" and [Culsalnaph-NMes)]?, were
examined using the DNA-fiber EPR technique, The results showed that
they presented diferent interactions with DNA. Complexes with ligands
(salphen-MMeq) and (salngph-NMes), present greater aromaticity and
generate more planar complexes that enhance the x...x stacking inter-
calation with DNA and a greater binding constant K, compared to salen
that interacts in the DNA groowves [25,62],

The naphthalene molety group in the tddentate ligand increased the
planarity and aromaticity, favoring =...x stacking type interactions,
which are stronger compared to electrostatic interactions, that is re-
flected in an increase in the activity of the complexes [25,27].

Hydrogenated Bgands also improve the cytotoxicity of the compounds
because they could form H-bonds with different molecular targets: The hy-
drogenated ligands present two secondary amines with a hydrogen atom
that can form hydrogen bonds with oxygen, nitrogen or sulfur atoms,

It has been observed that compounds such as echynomycin, which is
a biopeptidic antibiotic, and organometallic complexes “piano-stool”
type [(nG-arene)Rul(en)}Cl] [63], presented different interactions with
DMNA and these union are enhanced by the interaction of hydrogen-
bonds that forms the molecules with the nitrogen base pair atoms,

Hydrogenated ligands can form H-bonds with some molecular target,
causing interference in the cell eyele [64], H-bonds improves the bind-
ing force with proteins, enzymes or DNA, which is reflected in an in-
crease in the activity of the compounds, as cbserved in Fig. 15.

Compounds with hydrogenated ligands such as [Cu(LH 1)(dmbpy)]*
3b and [Cu(LNH1)dmbpy)]* 4b had a greater hiological activity. This
can also be atributed to the fact that the M-L bonds have an ionic
character, as observed in the EPR studies, which means that the ligands
are weakly bound to copper, one of the domor atoms, such as the
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Fig. 14. Voltammogram of Graph of [CulLNH1}{NO5)] 4a, 1 mM in DMSO + TBAPF, 0.1 M, cathodic direction, Working electrode: platinum (left) and vitrecs

carbon (right). Scan rate = 0.1 V.

Table &

Half Inhibitory concentration (10sy) in Hela cells, logarithm of half inhibitory
concentration (LoglCsol, eathodic peak potential (Eg), theoretical n-octanel-
waler partitdon coefielent (LogP), and conjugated rings of the copper(ID
complexes,

Code o jein LogiCa EpV)  LogP Conyugated
L] Hela rings
[CufL1XNOs)] 1a 795 1.90 -102 -37 0
455
[CufLN1 ) MOy 1] 59.6 177 -122 -35 1
da +4.0
[CufLH1 (MO ] T0.5 1.85 -112  -43 0
3a 441
[CLNH1XNC)] 332 1.52 -1z 38 1
4a +16
[Cull1) .9 138 -1.X3 1.3 2
{dmbp] b 41.1
[CufLK1) 13.0 1.11 ~124 -49 3
(dmbp)]™ 2b 401
[CufL.H1} 15.2
(dmbpl]™ 3b +13 1.18 =137 -2 2
[CufLNH1)
{dmbpr]™ 4b 72404  0.86 -187 7.7 3
[CufL1 ¥phen)] ™ Gl+
1c 1.3 078 =130 -025 4
17.2
Caglopelna T1-la +0.8 1.23 - - -
2000
Cisplatin +2.1 1.30 - - -

terminal nitrogen, could uncoordinated, and change the geometry of the
complex to square planar favoring intercalating interactions with DNA,
as reported by hwasaky et al. in vardous studies of DNA-fiber EPR [65].

Mixed compounds are more active than non-mixved ones: The coordi-
nation of the ligands phen and dmbpy increases the biological activity of
the mixed compounds. In Casiopeinas first generation, a pharmacophore
effect has been attributed to the complexes [Culbpy)(L)** and [Cu
(phenML)** [11,66] due to the ligand's ability to interact with mo-
lecular targets such as DNA in a non-covalent manner, aromatic diimines
are capable of intercalating and stabilizing z...x stacking interactions
with DNA [67].

Jaividhya et al., synthesized copper(ll) complexes with tridentate
Schiff base ligand s NNO [Cu(NNOXHz0),]1 " and their mized derivatives
[Cu(NNOWN-N)* where N-N =bpy, phen, dpq, dppz and dmdppz. They

11
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Fig. 15. Blological activity of the non-mixed compounds [CulNNONNOs 1] and
the fourth genemation of Casiopeinas [Cu(NNOJ(N-N)TY, obtained by the MMT
assay in PM.

[cufusiNG, ]
th]

reported the interaction with DNA by uv-vis technique, the addition of
the aromatic diimine allows the partial intercalation of the ligand
through =7 stacking interactions, the binding constant K, increased
when the diimine ligands were more planar, sugmenting in the next
form bpy < phen< dpq < dmdppe < dppz [68,69]. The change of the
bpy ligand for phen improves the activity of the complexes, the phen
ligand presents intercalative interaction with DNA, due to the fact that it
presents a thind aromatic ring in its structure, the binding constants kK,
are higher compared to the complexes with bpy [70]. Also, a nuclease
activity has been attributed to the [Cu(phen}Ln])™ by gel electro-
phoresis studies, in presence of areducing species the complexis capable
of cleaving DNA through the oxidation damage caused by the generation
of reactive oxygen species (ROS) in a Fenton-type reaction [68,7 1].

Phenanthroline causes a greater toxicity of the compound [CulL1)
{phen}]™ 1¢, compared to the naphthalene motety substituent in the
tridentate ligand to [Cu(LN1}dmbpy)] " 1b, due to the nuclease activity
of the Cu-phen complex and the greater aromaticity in the ligand with
the three conjugated aromatic rings rather than two rings in
naphthalene.

4.6, Sruchre activity relationship
The structure-activity relationship is a mathematical theoretical

madel that allows predicting the relationship between a molecule’s
chemical structure and its biological activity, It allows to determine a
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physicochemical property responsible for causing a biological effect.
This allows for rational drug design by modifying the structure and
enhances the effect of the drug,

Different parameters were found as descriptors of the biological ac-
tivity of the copper coomdination compounds. The complexes were
separated in two groups, group 1, Schiff base's ligands (1a, 2a,1b, 2b,
and 1¢); and hydrogenated ligands (3a, 4a, 3b, and 4b). LoglCs, values
were plotted as a imetdon of different parameters, such as the cathodic
peak potential (E;.), the theoretical log P, and the number of conjugated
aromatic rings.

The reduction potential is an electronic parameter that describes the
reducing or oxdizing capacity of a metal, For coordination compounds,
a strong correlation has been observed between the hal f-wave potential
and the biological activity of copper in Casiopeina’s first and third
generation; and ruthenium metal complexes [9,11,7 2], This relationship
is involved in theability of metals to participate in Fenton-type reactions
and generate reactive oxygen species (ROS) that cause DNA damage or
simply generate a redox imbal ance within the tumor cell, subsequently
leading to cell death [3,4].

The LoglCsg and the cathodic pesk potential (Ej.) follow a propor-
tonal trend, see Eqs. (1) and (2) (supplementary materials, Figs. 828 and
5291, which suggests that copper may be involved in the mechanism of
action of these compounds, through the generation of ROS, which could
lead to oxidative DMNA damage [73].

Group 1 LoglCy) = 346(E,. )+ 5.55 # =0.632 (§}]

Group2 LogilCq) = 3.32(E,. ) 4+ 557 R* =0.904 [}

In hoth groups, it was observed that non-mixed complexes [Cu(NNG)
(M0O3)]+ were more oxidizing (—1.22—-1.02 V) compared to the mixed
compounds (—1,23 - -1,37 V], [CulNNOMN-NJT*, The less exidizing
species are those that present greater cytotoxcity, and it has been
attributed to the fact that Cu" compounds can react with endogenous
cellular reductants, generating Cu' species that could participate in the
reduction of HyO; and form the #0H radical. Although, the wealer
oxdd ants are more difficult to reduce, the reduced species Cu'is ensier o
oxidize, favoring participation in Fenton-type reactions [4-6].

Compared to first generation Casiopeinas, which have reduction
potentials betwesn —0.35 - 40,21 V, fourth generation Casiopeinas have
lower redox potentials, between —1.30 V - -0,98 V [11], which males
them less oxidizing species. In the QSAR study of the first generation
Casiopeinas, it was observed that the less oxidizing species are those that
present a greater biological activity in cancer cells, in this work the
reduction of the synthesized complexes was not so favored , however, the
reaction between Cu' species with the HaOy for the generation of sOH
radical is more quantitative compared to the fist generation
Casiopeinas.

The logarithm of n-octanol-water partition coefficient (LogP) in-
dicates the hydrophilic or hydrophobic capacity of a compound. Lip-
insky suggested to use the LogP to predict the biopharmaceutical
activity of an organic compound, drugs have to be hydrophobic enough
to beable to penetrate the cell membrane, but hydrophilic enough not to
get trapped in it [74,75]. Coordinaion compounds do not follow Lip-
insky rules, but their hiclogical activity has also shown a trend with
LogP; ionic complexes with a cationic character and LogP values >5.6
are also capable of presenting good biological activity [11].

The coordination of the ligands to a metal affects the toxicity of the
compounds, not only modulating the reduction potential, as it was
observed in Section 4.4, they can also modify their permeability into the
cell, Complexes with greater lipophilicity have presented superior
cytotoxicity compared to those that are more hydrophilic,

LogP values were calculated theoreticall y as described in Section 3.5,
results are shown in Tahle 6. The graph of LoglCsg as a function of LogP
showed that the more hydrophobic compounds (higher LogF) were more
active in the HelLa cell line, see Eqs. (3) and (4) (supplementary
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materials, Figs. 530 and 531).

Group | Log(iCy) = —0.14(LogP) + 1.28 B* = 0,542 3

Group 2 Leg(ICs) = — 007 1 LagP) + 1.34 B = 0. 848 (4}

MNon-mixed complexes [Cu(NNOWNO9)], presented lower LogP
values (—4.3 to —3.5) compared to their mixed derivatives (—4.9-7.7),
[CulNNOMbpy]] *, where the addition of the aromatic diimine increases
the lipophilicity, The cytotoxic activity is influenced by the partition
coefficient and the more hydrophobic compounds, that are more
permeable, will exhibit greater toxdcity.

Coordination compounds with aromatic ligands usually have good
antitumor actvity, not only do they increase the lipophilicity of the
complexes, they also favor n.. a1 stacking-type interactions with molec-
ular targets, In this work, the activity of the complexes was enhanced
when the aromaticity of the primary and secondary ligands increased.
To study the influence of aromaticity, the following numbering was
assigned, which depends on the conjugated aromatic rings in the li-
gands: compounds coordinated to the NNO ligand without substituents
(1a and 3a) were assigned a 0, Those with the naphthalene modety in the
MNMO ligand a 1 (2a and 4a). The mixed complexes with dmbpy, where
the NNO ligand did not present naphtalene moiety a 2 (1b and 3b). The
mixed complexes with dmbpy, with naphthalene moiety in the NNG
ligand a 3 (3b and 4b). And the mixed compounds with phen where the
MNMNO ligand did not present a naphtalene substituent was assigned a 4
(1c).

The LoglCsy was plotted as a function of the conjugated aromatic
rings; the biological activity increased when NNO ligand have the
naphthalene moiety group, as well as when the primary ligand N-N was
coordinated, see Eqs. (5) and (6) (supplementary materials, Figs. 532
and $33),

Goup 1 LogliCe) = —0.2{Conjugated Rings) +197 R* = 0,982 (5)

Goup 2 Log(ICa) = — 033 (Conjugated Rings) + 1 .85 R = 0,999 ()}

As discussed ahove, the relationship of cytotoxc activity with the
aromaticity of the ligands has been attributed to their ability to interact
with molecular targets, such a DMN4, through z.. & stacking-interactions
[76,77]).

In the comelation with one variable as a function of LogliCsg, the
mumber of aromatic rings was the parameter that showed the best
relationship for both gmu%:rs (R = 0.982 and 0.999), followed by the
cathodic peak potential (R* = 0.632 and 0.904) and lastly the LogP (R*
=10.542 and 0.848). The use of only one parameter to find a correlation
with potential biological activity is an inexact approcimation, because a
mathematical model that fully describes the structure-activity relation-
ship must take into account all the parameters of the molecule that in-
fluence the biological activity, However, it allows us to know if the
modul ation of the descriptor influences the pharmaceutical activity of
the molecule, In order to find a better correlation, two descriptors were
combined and by the multiple linear regression method three equations
were obtained for each group of compounds, shown in Table 51,

In both groups, the best relationship was found when the cathodic
peak potential and the aromatic fdngs were used as biological activity
descriptors (R? = 0,998 and 1.0), seen Eqgs. (7) and (8); and Fig. 16,

Group 1 LogliCy) = — LOV(E,. ) —0.35(Conjugared Rings) + 0.87 &
=998
7
Gmiup 2 Log(ICa) = 0.078(E,, ) — 0.32(Conjugated Rings) +1.94 B
= 100 (8)

For group 1 the coefficient that multiplies the cathodic pesk poten-
tial was greater than the coefficient that multiplies the number of aro-
matic rings in the ligand; while, for group 2 the coefficient that
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multiplies the cathodic peak potential was smaller than the coefficient
that multiplies the number of aromatic rings in the ligand. For com-
pounds with Schiff base ligands or group 1, the Ep: was the parameter
that causes the greater contribution on the biological activity of the
complexes, and to a lesser extent the aromaticity of the ligand. For
compounds with hydrogenated ligands or group 2, the main parameter
that contributed the biological activity was the aromaticity of the li-
gands and to a lesser extent the E,, which agrees with what wasg
observed in electrochemical studies, since the compounds of group 2
were less reversible systems, the catalytic cycle of ROS generation is not
favored because the Cu species do not regenerate as Schiff base ligands
do.

4.7. DNA binding studies

Given the obtained results from the structure-activity relationship,
the DMA interaction of the complexes was evaluated with titrations
using CT-DNA and varying the concentration of these. The complexes®
specra in aqueous selution in presence of different amounts of CT-DNA
were monitored. Binding constants (K) were calculated using the
Benesi-Hildebrand equation, plotting Ag/TA-Ag) va 1/[DNA]; the values
are summarized in the Table 7 and the interactions graphs are shown in
Figs, 534-542,

Compounds 1a, and 3a in presence of CT-DNA showed a similar
behavior, with increasing concentrations of DNA, the absorption bands
of the complex were affected, resulting in the tendency of hyper-
chromism and a slight blue shift as shown in Fig. 17 for 1la. This can be
result of interactions in DNA grooves [42], The binding constant values
determined for these compounds were 3.8x10% (1a), and 3.6 107 (2a),

2a, 4a, 1b, 2b, 3b and 4b, presented an isoshestic point, & blue shift
and an hyperchromism effect, as shown in Fig. 17 for 1b. For Zn"
complexes this effect has been attributed of the formation of covalent
bind ings with DNA, a new species is form with DNA [78], The covalent
interaction can be earry out through the phosphate oxygens, and sub-
sequently joined the minor groove of the DNA, as proposed by Galindo
et al, through its molecular dynamics [72]. The binding constant value
determined for these compounds were 8.5x107 (2a), 5.7=10" (4a),
1.9x10% (1b), 3.3x10% (2b), 2.1x10* (3b) and 3.7x10° (4b). It was
observed that the complexes with naphthalene molety had a higher K,
50 they have a stronger interaction with DNA. Also, the hydrogenated
compounds 3b and 4b had a higher Ky than 1b and 2b, due to their
unicn with DNA is stronger than for those with the azomethine group.

Compound 1e presented a hypochromic effect, shown in fig. 542,

Table 7

Effect olserved on the absorption spectra of the complexes after the addition of
different amounts of CT-DNA, type of interaction assigned and binding corstants
(Ky) calevlated,

Code Effect Type of Ky
intemaction [y
[CulL1)NO5] (1a) Hyperchromism, blue Goowe binding ~ 3.8x10"
schift
[Cuf LN1INOy] (Z2)  Hyperchromism, ismbestic  Covalent 8.5x10°
peoint hinding
[Cul LH1IMO 3] (3a) Hyperchromim, blue Groove hinding F6u10?
schift
[(Cuf LNH 1 10151 Hyperchromism, ismbetic  Covalent 5. 7x10%
(4a) point hinding
[Cu{L1 ¥ dmbpydT™ Hyperchromim, ismbestic  Covalent 1.9x10"
(1) point hinding
[Cu{LN1)(dmbpy)]*  Hyperclromism, isebestic  Covalent 3.3x10°
() point binding
[CulLH1 Mdmbpy)1*  Hyperchromism, ismsbestic  Covalent FAESTA
() paint binding
[CufLNH1) Hyperchromism, ismbestic  Covalent 3.7x10%
(dmbpyi]" {4b) point binding
[Cu( L1 phen]]™ Hypochmmism Intercalative STy
(1)
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Flg. 17, Alsompton spectra of [CulL1INO 2] Ta (1ef) and [Cu(L1){dmbpy)] + 1b (right) In the absence and in the presence of Increasing concentration of CT-DNA,

attributed to the intercalation into the DNA base pairs [20]., The hinding
constant value determined for this compound was 7.0x10%, which is the
highest value compared to the others compounds, so le binds more
strongly than the rest of the complexes,

4.8. DNA cleavage acrivity

The nuclease activity of the mixed and non-mixed complexes was
evaluated by gel electrophoresis using plasmid pBr 322, in presence and
absence of HyOx, after 12 hof incubation at 37 “C, The results are shown
in the Fig. 18, the ability to cleave DMA was qualitatively evaluated
through the formation of nicked circular DNA form (form 0) and linear
DNA form (form 0O1) from the supercoiled form (form 1)

It was observed that the supercoiled DMNA form (form 1) decreases in
the presence of the complexes, increasing the intensity of the nicked
circular DNA form (form 11), this effect sugmented for the mixed com-
pounds and for the compounds with the hyd rogenated ligands.

Inthe presence of HaO4, it was observed that the formation of form 11
increases compared to the studies without HyOs, Forcompounds 4a, 2b,
3b and 1c the formation of linear DNA (form 1) was observed. In
presence of HyOg complexes cleave DNA ability was more effective,
which may be due to the reaction of hydroxyl radical with DNA [4].
Furthermore it is clear that mixed and hydrogenated complexes exhibit
higher nuclease activity when compared with non-mixed complexes,

5. Conclusion

The synthesis and characterization of four coordination compounds
with tridentate salen-type ligands, their hydrogenated derivatives [Cu
(NNOBNOL)] and Ave mixed chelate Caslopeina’s fourth generation,
Four of those with dmbpy and one with phen; [Cul NNO)N-N}]*, are
reported. The characterization by different techniques allowed knowing
their geometry in solution in DMS0, 1a, 3a, 1b, and 2b presented a
square-based pyramid geometry, 2a, and 4a a square planar, and 3b, 4b
and 1c octahedral.

Using the MMT assay, the cytotoxicity of the compounds against
HeLa tumor cell line was determined, All the compounds presented a
biological activity, The fourth generation Casiopeinas were more active
than the non-mixed compoiunds, even as active as cisplatin and Casio-
peina ITk-ia.

Epe, LogP and the aromaticity were used as descriptors of the bio-
logical activity, the main descriptor parameters were Epe and the
aromaticity of the ligand, which allowed us to propose that the possible
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Fig. 1B. Agamse gel (1%) showing results of electrophoresis at 12 h4 pL of
pBR 322 Plasmid, 2 pL of Hz05 (10 pM), 2 pL of complexes in DMS0 (B5 pM),
until 20 uL. of total volume with sterilized water, a) Lane 1: pBR 322 Plasmid
DNA + sterilized water; Lane 2: pBR 322 Plasmid DNA + HyO, + sterilized
wiater; Lang 3 pBR 322 Plasmid DNA + [CulL1)(INO2)] 1a + sterilized water;
Lane 4: pBR 322 Plasmid DNA + [CulL1MNOy)] 1a + HyO; + sterilized water;
Lane 5 pBR 322 Plasmid DNA + [Cu(LN1¥NOy 1] 2a + sterilized water; Lane &:
PBR 322 Plasmid DNA + [CulLN1)(NOy)] 2a + HzO; + sterilized water; Lane 7:
PBR 322 Plasmid DNA + [Cu[LH1){NO,)]3a + sterilized water; Lane 8: pBR
322 Plasmid DNA + [CulLHL}NO:)] 3a + H;0; + sterilized water, b) Lane 1:
pBR 322 Plasmid DNA + sterilized water; Lane 2: pBR 322 Plasmid DNA +
Hy(y + sterlized water; Lane 3: pBR 322 Flasmid DNA + [CulLNHI)NO3]] 4a
+ sterilized water; Lane 4: pBR 322 Plasmid DNA + [CulLNH1)(NOs)] 4a +
H;0; + sterilized water, Lane 5: pBR 322 Flasmid DNA + [Cu(L1)(dmbpy)]*
1b + sterilized water; Lane 6: pBR 322 Plasmid DNA + [Cu(L1){dmbpy)]* 1b
+ Hzl: + sterilized water; Lane 70 pBR 322 Plasmid DNA + [CulLN1)
(dmbpy)] “2b + sterilized water; Lane §: pBR 322 Plasmid DNA + [CulLN1)
{dmbpy 11" 2b + HyOy + sterilized water, ¢) Lane 1: pBR 322 Plasmid DNA +
sterilized water; Lane 2: pBR 322 Flasmid DN A + Hy03 + sterilized water, Lane
& pHA 322 Plasmid DNA + [CulLH1){dmbpy)]* 3b + sterlized water; Lane 4:
pBR 322 Plasmid DNA + [Cu(LH1Mdmbpy)]* b + Hy0, + sterilized water;
Lane 5: pBR 322 Flasmid DNA +[CulLNH1)(dmbpy)]* 4b + sterilized water;
Lane 6: pBR 322 Plasmid DNA + [CulLNH1)(dmbpy 1" 4b+ Hi0; + sterilized
water; Lane 7: pBR 322 Plasmid DNA + [Cu(L1){phen)]™ 1¢ + sterilized water;
Lane 8: pBR 322 Plasmid + [Cu(L1){phen]]"1c in + HaD + of sterilized water.

mechanism of action involves the generation of ROS and non-covalent
interactions molecular targets, similar to Casiopeina’s first generation,
which could be comroborated by studies of the interaction of the com-
plexes with CT-DNA and by gel electrophoresis using the plasmid pBr
32z
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DNA interaction studies using uv-spectra and gel electrophoresiz
allow us 1o verify that the compounds can present different interactions
with DMNA, these will depend on the type of ligands. The structural
changes in the tridentate ligands (L1, LN1, LH1 and LNH1) and in the
aromatic diamine (dmbpy or phen) improved the activity of the com-
pounds, changes such as the hydrogenation of the Schiff hase ligands
(LH1 and LNH1) could favor hydrogen-bonds with molecular targets;
and the naphthalene group and the momatic diamine (LN1, LNHI,
dmbpy and phen), could favored interactions with DNA, that it was
observed that these compounds have a higher Ky, compared to their
analogues

Gel electrophoresis allowed us to verify that the compounds may be
involved in the generation of reacti ve oxygen species, since the ability to
split DNA increases in the presence of HyOg, just as it allowed us to
observe that mixed compounds generate greater DNA damage compared
o non-mixed ones,

The synthesis of tridentate secondary ligands confers a great versa-
tility on fourth generation Casiopeinas, due to the fact that easy syn-
thesis and the choice of amine and aldehyde precursors allows us to
generate agreat number of new ligands, which will allow us to modulate
the properties of the complexes, such as the redox potential, lip-
ophilicity, and even the addition of functional groups that favor inter-
molecular interactions with biological targets,
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Anexo 1. Espectros de Infrarrojo ATR
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Anexo I11. Espectrometria de Masas APCI
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Figura I11.1 Espectro de masas del ligante L1.
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Anexo IV. Resonancia Magnética Nucelar *H
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Figura V.1 Espectro de RMN-H simulado (negro) y experimental (azul) del ligante L1 en DMSO-ds.
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Anexo V. Espectrometria de Masas FAB+
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Figura V.1 Espectro de masas del compuesto [Cu(L1)(NOs3)] por la técnica de FAB+.
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Figura V.11 Espectro de masas del compuesto [Cu(LN1)(NOs3)] por la técnica de FAB+.
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Figura V.1V Espectro de masas del compuesto [Cu(LN2)(NOs)] por la técnica de FAB+.
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Figura V.V Espectro de masas del compuesto [Cu(LH1)(NO3)] por la técnica de FAB+.
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Figura V.VI Espectro de masas del compuesto [Cu(LH2)(NOs3)] por la técnica de FAB+.
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Anexo VI. Espectroscopia Electrénica
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Figura V1.1 Espectro electrénico del compuesto [Cu(L1)(NOs)] en DMSO.

I
M 120
10000 = II \ 1054
:_‘_Hl-
8000 - £ N
2
i~ 3
E w 604
= 60004 | |
g 454
< \ N o
@ 4000 Vo T
\ / \\ 530 &0 s:.q 200 750 800
2000+ AV
f \
\
0 —

T T T \ T T T T T T
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
A(nm)

Figura VL.11 Espectro electrénico del compuesto [Cu(L2)(NOs)] en DMSO.

f
‘L 2004
24000 -1 180
/
\l 160 4 g
0000 | Hm-
| g 1204
o
—_ \ Ts 100
”‘E 16000 \ 5\’ wl
© \ " 604
g 10004 \, o
- N 04
w |
. O«
8000 7\ ; T T T T T T
FAE 500 550 600 650 T00 750 800
/ \I\ hnm)
. / \
4000 4 \ / \
\/ \
0 s — — —

B e e e e e e B B R
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
A (nm)

Figura VL.111 Espectro electronico del compuesto [Cu(LN1)(NOs)] en DMSO.
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Figura VLIV Espectro electrénico del compuesto [Cu(LN2)(NOz)] en DMSO.
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Figura V1.V Espectro electronico del compuesto [Cu(LH1)(NOs)] en DMSO.
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Figura VI.VI Espectro electronico del compuesto [Cu(LH2)(NOz)] en DMSO.
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Figura VI.X Espectro electronico del compuesto [Cu(dmbpy)(L3)]PFs en DMSO.
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Figura VI.XI Espectro electrénico del compuesto [Cu(dmbpy)(LN1)]PFs en DMSO.
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Figura VI.XII Espectro electronico del compuesto [Cu(dmbpy)(LN3)]PFs en DMSO.
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Figura VI.XIV Espectro electronico del compuesto [Cu(dmbpy)(LH2)]PFs en DMSO.
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Anexo VII. Resonancia Paramagnética Electronica

Figura VII.1 Espectro de resonancia paramagnética electronica de [Cu(L1)(NOs3)] en estado sélido a temperatura

ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en color verde

R

|

Figura VIL.11 Espectro de resonancia paramagnética electronica de [Cu(L2)(NOz)] en estado solido a temperatura
ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en color verde.

Figura VILIII Espectro de resonancia paramagnética electronica de [Cu(LN1)(NOs3)] en estado solido a temperatura
ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en color verde.
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Figura VII.1V Espectro de resonancia paramagnética electronica de [Cu(LN2)(NOz)] en estado sélido a temperatura
ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en color verde.
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Figura VIL.V Espectro de resonancia paramagnética electrénica de [Cu(LH1)(NOs)] en estado sélido a temperatura

ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en color verde.
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Figura VI1.VI Espectro de resonancia paramagnética electronica de [Cu(LH2)(NO3)] en estado sélido a temperatura

ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en color verde.
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Figura VIL.VII Espectro de resonancia paramagnética electronica de [Cu(LNH1)(NOs)] en estado sélido a

temperatura ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en
color verde.
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Figura VIL.VIII Espectro de resonancia paramagnética electronica de [Cu(LNH2)(NOz)] en estado sélido a

temperatura ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en

color verde.

Figura VILIX Espectro de resonancia paramagnética electrénica de [Cu(dmbpy)(L1)]PFs en estado solido a
temperatura ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en

color verde.
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Figura VI1.X Espectro de resonancia paramagnética electrénica de [Cu(dmbpy)(L2)]PFs en estado solido a
temperatura ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en

color verde.
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Figura VI1.XI Espectro de resonancia paramagnética electronica de [Cu(dmbpy)(L3)]PFs en estado sélido a
temperatura ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en

color verde.
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Figura VI1.XII Espectro de resonancia paramagnética electronica de [Cu(dmbpy)(LN1)]PFs en estado sélido a
temperatura ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en

color verde.
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Figura VILXIII Espectro de resonancia paramagnética electrénica de [Cu(dmbpy)(LN2)]PFs en estado sélido a
temperatura ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en

color verde.
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Figura VIL.XIV Espectro de resonancia paramagnética electronica de [Cu(dmbpy)(LN3)]PFs en estado solido a
temperatura ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en

color verde.
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Figura VII.XV Espectro de resonancia paramagnética electrénica de [Cu(dmbpy)(LH1)]PFs en estado sélido a
temperatura ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en

color verde.
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Figura VIL.XVI Espectro de resonancia paramagnética electronica de [Cu(dmbpy)(LH2)]PFs en estado solido a

temperatura ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en

/

color verde.
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Figura VIL.XVII Espectro de resonancia paramagnética electronica de [Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs en estado solido a
temperatura ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en

color verde.
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Figura VIL.XVIII Espectro de resonancia paramagnética electronica de [Cu(dmbpy)(LNHZ2)]PFs en estado sélido a
temperatura ambiente (izquierda) y en vidrio a 77K en DMSO (derecha). Los espectros simulados se muestran en

color verde.
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Anexo VIII. Voltamperometria Ciclica.
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Figura VIII.I (izquierda) Voltamperograma de [Cu(L1)(NOs)] a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente dividida
entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V¥2) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO +
TBAPFs 0.1 M, direccion catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VIIIL.I1 (izquierda) Voltamperograma de [Cu(L2)(NOs)] a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente dividida
entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V¥?) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO +
TBAPFs 0.1 M, direccion catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VIILINI (izquierda) Voltamperograma de [Cu(LN1)(NOs)] a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente
dividida entre la rafz cuadrada de la velocidad de barrido (I/V¥2) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO
+ TBAPFs 0.1 M, direccidn catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VIILIV (izquierda) Voltamperograma de [Cu(LN2)(NOz)] a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente
dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V¥?) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO
+ TBAPFs 0.1 M, direccién catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VII1.V (izquierda) Voltamperograma de [Cu(LH1)(NOs)] a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente dividida
entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/VY2) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO +
TBAPFs 0.1 M, direccion catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VII1.VI (izquierda) Voltamperograma de [Cu(LH2)(NOz3)] a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente
dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V*2) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO
+ TBAPFs 0.1 M, direccidn catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VII1.VII (izquierda) Voltamperograma de [Cu(LNH1)(NOgs)] a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente
dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/\V¥?) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO
+ TBAPFs 0.1 M, direccién catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VII1L.VIII (izquierda) Voltamperograma de [Cu(LNH2)(NOs)] a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente
dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V*2) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO
+ TBAPFs 0.1 M, direccidn catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VIIL.IX (izquierda) VVoltamperograma de [Cu(dmbpy)(L1)]PFes a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente
dividida entre la rafz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V¥2) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO
+ TBAPFs 0.1 M, direccidn catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VI11.X (izquierda) Voltamperograma de [Cu(dmbpy)(L2)]PFs a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente
dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V*?) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO
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+ TBAPFs 0.1 M, direccion catddica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VII1.XI (izquierda) VVoltamperograma de [Cu(dmbpy)(L3)]PFs a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente
dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/\V¥?) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO

+ TBAPFs 0.1 M, direccién catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VII1.XI1 (izquierda) Voltamperograma de [Cu(dmbpy)(LN1)]PFes a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente
dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V¥2) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO

+ TBAPFs 0.1 M, direccidn catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VIIL.XIII (izquierda) Voltamperograma de [Cu(dmbpy)(LN2)]PFes a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente
dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V¥2) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO
+ TBAPFs 0.1 M, direccion catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VIII.XIV (izquierda) Voltamperograma de [Cu(dmbpy)(LN3)]PFs a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente
dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V¥2) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO
+ TBAPFs 0.1 M, direccion catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VIII.XV (izquierda) Voltamperograma de [Cu(dmbpy)(LH1)]PFs a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la corriente
dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V¥2) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO
+ TBAPFs 0.1 M, direccidn catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VIIL.XVI (izquierda) VVoltamperograma de [Cu(dmbpy)(LH2)]PFs a 0.1 V/s. (Derecha) Grafica de la corriente
dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/\V¥?) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO

+ TBAPFs 0.1 M, direccién catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.

0.000006 -
0.000004
0.000002
00000004
£.000002
0000004

0000006

-136V

0AS
030
015 -
g
o« 000 e
< f’ '
.15 / 1/;
V-
v F —samvi
™ 100 mVis
045 = 150 mV/s
o, 200 mVis
" — 300 mv/s
050 500 mvis|
T

45

~0I~D 96 .3 ] 0.3
E (VvsFFc)

T
4.2

08 05 BaA

E(V vs. Fc“Fc)

Figura VIIL.XVII (izquierda) Voltamperograma de [Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs a 0.1 V/s. (Derecha) Gréfica de la

corriente dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (I/V¥/2) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en

DMSO + TBAPFs 0.1 M, direccion catddica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VIII.XVIII (izquierda) VVoltamperograma de [Cu(dmbpy)(LNH2)]PFs a 0.1 V/s. (Derecha) Grafica de la

corriente dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V*?) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en

DMSO + TBAPFs 0.1 M, direccion catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VII1.XIX (izquierda) Voltamperograma de [Cu(phen)(L1)]PFs a 0.1 \//s. (Derecha) Gréfica de la corriente
dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V*2) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO
+ TBAPFs 0.1 M, direccidn catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.
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Figura VII1.XX (izquierda) Voltamperograma de [Cu(phen)(L2)]PFs a 0.1 V/s. (Derecha) Grafica de la corriente
dividida entre la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (1/V¥?) vs. el potencial (E(V)). Complejo 1 mM en DMSO
+ TBAPFs 0.1 M, direccion catodica. Electrodo de trabajo: carbono vitreo.

206



Anexo 1 X. Determinacién de la Concentracion Inhibitoria Media.

CuL1
80 - [Ewwen yeATmeAGOWOGETm — DoseResp of E1
A RSaare | 09063
70 4 Vel | Sandad B
& w 23t teesis
e e Toames  4sems
e tos -
60+ e 0 375178 055535
B ecso 033
50 4
40 4
R
30
20
10 4
04
-10 T T T T T T
12 14 1.6 1.8 2.0 2.2

Log C

Figura IX.1 Gréficas % de inhibicion vs. logC de [Cu(L1)(NOs3)] en células HeLa.
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Figura IX.11 Gréficas % de inhibicién vs. logC de [Cu(L2)(NO3)] en células HeLa.
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Figura IX.111 Gréficas % de inhibicion vs. logC de [Cu(LN1)(NO3)] en células HeLa.
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Figura IX.1V Gréficas % de inhibicién vs. logC de [Cu(LN2)(NOz)] en células HeLa.
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Figura IX.V Graficas % de inhibicidon vs. logC de [Cu(LH1)(NOz)] en células HeLa.
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Figura IX.VI Gréficas % de inhibicion vs. logC de [Cu(LH2)(NOs3)] en células HelLa.
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Figura IX.VIII Gréficas % de inhibicion vs. logC de [Cu(LNH2)(NO3)] en células HeLa.
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Figura IX.1X Gréficas % de inhibicién vs. logC de [Cu(dmbpy)(L1)]PFs en células HeLa.
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Figura IX.X Gréficas % de inhibicion vs. logC de [Cu(dmbpy)(L2)]PFs en células HeLa.
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Figura IX.XI Gréficas % de inhibicién vs. logC de [Cu(dmbpy)(L3)]PFs en células HeL a.
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Figura IX.XII Gréficas % de inhibicion vs. logC de [Cu(dmbpy)(LN1)]PFes.
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Figura IX.XI1I1 Gréficas % de inhibicion vs. logC de [Cu(dmbpy)(LN2)]PFs en células HeL a.
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Figura IX.XIV Graficas % de inhibicidn vs. logC de [Cu(dmbpy)(LN3)]PFs en células HeLa.
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Figura IX.XV Gréficas % de inhibicion vs. logC de [Cu(dmbpy)(LH1)]PFs en células HelLa.
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Figura IX.XVI Gréficas % de inhibicion vs. logC de [Cu(dmbpy)(LH2)]PFs en células HeLa.
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Figura IX.XVII Gréficas % de inhibicion vs. logC de [Cu(dmbpy)(LNHZ1)]PFs en células HeLa.
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Figura IX.XVIII Graficas % de inhibicién vs. logC de [Cu(dmbpy)(LNH2)]PFes.
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Figura IX.XIX Gréficas % de inhibicién vs. logC de [Cu(phen)(L1)]PFs en células HeLa.
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Figura IX.XX Graficas % de inhibicion vs. logC de [Cu(phen)(L2)]PFs en células HeLa.
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Anexo X. Interacciones con ADN por Espectroscopia Electronica.
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Figura X.1. Espectro de absorcion de [Cu(L1)(NOz)] (11.87 uM) en ausencia y presencia de concentraciones
crecientes de CT-ADN.
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Figura X.I1. Espectro de absorcion de [Cu(LN1)(NOz)] (10.37 uM) en ausencia y presencia de concentraciones
crecientes de CT-ADN.
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Figura X.I11. Espectro de absorcion de [Cu(LH1)(NOs)] (16.26 pM) en ausencia y presencia de concentraciones
crecientes de CT-ADN.
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Figura X.IV. Espectro de absorcion de [Cu(LNH1)(NO3)] (10.52 uM) en ausencia y presencia de concentraciones
crecientes de CT-ADN.
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Figura X.V. Espectro de absorcion de [Cu(dmbpy)(L1)]* (11.77 uM) en ausencia y presencia de concentraciones
crecientes de CT-ADN.
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Figura X.VI. Espectro de absorcion de [Cu(dmbpy)(LN1)]* (9.42 uM) en ausencia y presencia de concentraciones
crecientes de CT-ADN.
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Figura X.VII. Espectro de absorcion de [Cu(dmbpy)(LH1)]* (10.72 uM) en ausencia y presencia de concentraciones
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Figura X.VIII. Espectro de absorcion de [Cu(dmbpy)(LNH1)]* (9.43 uM) en ausencia y presencia de concentraciones
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Anexo XI. Calculos Teoricos del Logaritmo de Particion LogPoa.

Tabla XI. Valores obtenidos de AG en fase gas, fase acuosa y fase solvadata en octanol; y calculos del LogPoa tedrico.

Clave AG‘gas AGangua AGoctanol AGsolv-agua AGsolyv-octanol AGsolv-agua AGsoly-octanol AG‘solv-agua - LogP

(Hartrees) (Hartrees) (Hartrees) (Hartrees) (Hartrees) (Kcal) (Kcal) AGsolyv-octanol

(Kcal)

[Cu(L1)(NO3)] -1049.3173  -1049.3703 -1049.3652 -0.0530 -0.0479 -3.33E+01 -3.01E+01 -5.0692 -3.72
[Cu(L2)(NO3)] -1088.5660  -1088.6179 -1088.612 -0.0519 -0.0460 -3.26E+01 -2.89E+01 -5.6007 -4.11
[Cu(LN1)(NO3)] -1202.7804  -1202.8321 -1202.8276 -0.0517 -0.0472 -3.24E+01 -2.96E+01 -4.7429 -3.48
[Cu(LN2)(NO3)] -1242.0278  -1242.0614 -1242.0547 -0.0335 -0.0268 -2.10E+01 -1.68E+01 -6.0933 -4.47
[Cu(LH1)(NO3)] -1050.4938  -1050.5547 -1050.5483 -0.0609 -0.0545 -3.82E+01 -3.42E+01 -5.8875 -4.32
[Cu(LH2)(NO3)] -1089.7480  -1089.8032 -1089.7987 -0.0551 -0.0507 -3.46E+01 -3.18E+01 -4.6952 -3.44
[Cu(LNH1)(NO3)] -1203.9532 -1204.015 -1204.0097 -0.0618 -0.0565 -3.88E+01 -3.54E+01 -5.2001 -3.82
[Cu(LNH2)(NOs)] -1243.2053  -1243.2639 -1243.259 -0.0586 -0.0537 -3.68E+01 -3.37E+01 -5.0014 -3.67
[Cu(dmbpy)(L1)]PFs -1342.3347  -1342.4115 -1342.4185 -0.0768 -0.0837 -4.82E+01 -5.25E+01 2.4528 1.80
[Cu(dmbpy)(L2)]PFs -1381.5849  -1381.6618 -1381.6666 -0.0769 -0.0818 -4.83E+01 -5.13E+01 1.1689 0.86
[Cu(dmbpy)(L3)]PFs -1381.5890  -1381.6639 -1381.6693 -0.0749 -0.0803 -4.70E+01 -5.04E+01 1.5215 112
[Cu(dmbpy)(LN1)]PFs -1495.7972  -1495.8633 -1495.8556 -0.0661 -0.0584 -4.15E+01 -3.66E+01 -6.7239 -4.93
[Cu(dmbpy)(LN2)]PFs -1535.0468  -1535.1093 -1535.1018 -0.0625 -0.0550 -3.92E+01 -3.45E+01 -6.5865 -4.83
[Cu(dmbpy)(LN3)]PFs -1535.0504  -1535.1248 -1535.1329 -0.0745 -0.0826 -4.67TE+01 -5.18E+01 3.1813 2.33
[Cu(dmbpy)(LH1)]PFs -1343.5117  -1343.5988 -1343.6014 -0.0871 -0.0897 -5.47E+01 -5.63E+01 -0.2750 -0.20
[Cu(dmbpy)(LH2)]PFs -1382.7600  -1382.8409 -1382.8443 -0.0809 -0.0843 -5.08E+01 -5.29E+01 0.2163 0.16
[Cu(dmbpy)(LNH1)]PFs -1496.9706 -1497.044 -1497.0639 -0.0734 -0.0933 -4.61E+01 -5.85E+01 10.5633 7.74
[Cu(dmbpy)(LNH2)]PFg -1536.2191  -1536.2866 -1536.3092 -0.0675 -0.0901 -4.24E+01 -5.66E+01 12.2783 9.00
[Cu(phen)(L1)]PFs -1339.9708  -1340.0522 -1340.0557 -0.0813 -0.0849 -5.10E+01 -5.33E+01 0.3399 0.25
[Cu(phen)(L2)]PFs -1379.2207  -1379.3008 -1379.3019 -0.0801 -0.0812 -5.03E+01 -5.10E+01 -1.2232 -0.90
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