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Resumen 

En este trabajo de investigación se presenta la síntesis y caracterización de nuevos compuestos de coordinación 

con los centros metálicos de cobre(II) y zinc(II) con los ligantes derivados de 5-nitroimidazol, 1-metil-5-

nitroimidazol (1mnz), 1-(2-cloroetil)-2-metil-5-nitroimidazol (cenz) y 1-(3-cloro-2-hidroxipropil)-2-metil-5-

nitroimidazol (onz).  

La caracterización estructural se realizó mediante las técnicas de análisis elemental, espectroscopía de 

infrarrojo, espectroscopía electrónica en estado sólido y en disolución, resonancia magnética nuclear y 

difracción de rayos X en monocristal.  

El interés de este proyecto es el estudio de la actividad antiparasitaria de los compuestos de coordinación 

contra el parásito Toxoplasma gondii, por lo que se realizaron estudios de viabilidad con este patógeno. Los 

resultados mostraron una buena actividad biológica para los compuestos [Cu(onz)2Cl2] y [Cu(onz)2Br2]. Por 

otro lado, los estudios sobre la determinación de coeficientes de distribución revelaron que todos los 

compuestos tienen carácter hidrofóbico.  

Con el objetivo de elucidar un posible mecanismo de acción se realizaron ensayos de unión y daño al ADN 

mediante las técnicas espectroscópicas de UV-Vis, fluorescencia y dicroísmo circular, los cuales demostraron 

que los compuestos de cobre(II) son capaces de unirse al surco menor del ADN; mientras que, los compuestos 

de zinc(II) presentan interacciones con los grupos fosfato de la biomolécula. Por otro lado, los estudios por 

electroforesis en gel de agarosa mostraron que los compuestos pueden generar daño al ADN mediante la 

generación de especies reactivas de oxígeno, debidas a la reducción del átomo metálico de cobre(II) a cobre(I) 

y por la formación del anión radical nitro (-NO2
•¯) presente en los ligantes.  

A través de estudios por voltamperometría cíclica para los ligantes libres y sus compuestos de coordinación 

se encontraron los potenciales de media onda de los pares -NO2/-NO2
•¯ y -NO2/-NHOH que son capaces de 

dañar al ADN; así como los potenciales de reducción de CuII/CuI.  

En este proyecto se encontró que las características estructurales de los compuestos de coordinación 

(geometría, número de coordinación, interacciones no covalentes) y sus propiedades fisicoquímicas 

(coeficiente de distribución, potenciales redox) contribuyen en su actividad antiparasitaria y su unión al ADN.  
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Abstract 

In this work it is presented the synthesis and characterization of coordination compounds of the metal centers 

copper(II) and zinc(II) with the ligands 1-methyl-5-nitroimidazole (1mnz), 1-(2-chloroethyl)-2-methyl-5-

nitroimidazole (cenz) and 1-(3-chloro-2-hydroxypropyl)-2-methyl-5-nitroimidazole (onz). 

The structural characterization was carried out through elemental analysis, infrared spectroscopy, solid state 

and solution electronic spectroscopy, nuclear magnetic resonance and single crystal X-ray diffraction. 

The main interest of this project was based on the study of the antiparasitic activity of coordination 

compounds against Toxoplasma gondii, for which viability assays were carried out with this pathogen. The 

results showed high antiparasitic activity for the compounds [Cu(onz)2Cl2] and [Cu(onz)2Br2]. On the other 

hand, the studies on the determination of distribution coefficients revealed that all compounds are hydrophobic. 

With the aim of elucidating a possible mechanism of action, DNA cleavage assays were carried out using 

UV-Vis, fluorescence and circular dichroism spectroscopies, which demonstrated that copper(II) compounds 

are capable of binding to the DNA minor groove. While, zinc(II) compounds present interactions with the 

phosphate groups of the biomolecule. On the other hand, agarose gel electrophoresis studies showed that the 

compounds can cause DNA damage through the generation of reactive oxygen species, due to the reduction 

from copper(II) to copper(I) metal atom and by the formation of the nitro radical anion (-NO2
•¯) from the 

ligand.  

The cyclic voltammetry studies for the free ligands and their coordination compounds, showed the half-

wave potentials of -NO2/-NO2
•¯ and -NO2/-NHOH species capable of damaging DNA; as well as the CuII/CuI 

reduction potentials. 

Throughout the research, it was found that the structural characteristics of the coordination compounds 

(geometry, coordination number, non-covalent interactions) and their physicochemical properties (distribution 

coefficient, redox potentials) contributed to the antiparasitic activity and DNA-binding.  
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Capítulo 1 Introducción 

Química inorgánica medicinal 

La química inorgánica medicinal es un área de la química bioinorgánica que comprende el estudio de 

agentes terapéuticos y de diagnóstico basados en iones metálicos. Esta área ha sido practicada desde hace más 

de 5000 años; por ejemplo, los egipcios utilizaban cobre para esterilizar agua y aproximadamente en el año 

1500 a. C. descubrieron que el zinc promovía la curación de heridas. En la Europa renacentista se descubrió la 

importancia nutricional del hierro; por otro lado, el cloruro de mercurio era utilizado como diurético. A pesar 

de que muchas civilizaciones antiguas usaron iones metálicos con fines medicinales, es desde apenas hace 100 

años que las investigaciones sobre la actividad del K[Au(CN)2] contra la tuberculosis, la actividad de diversos 

compuestos de antimonio contra la leishmaniasis y la actividad antibacteriana de sales de oro dieron lugar a un 

desarrollo más racional de la química inorgánica medicinal, destacando la importancia de la actividad biológica 

de compuestos de coordinación [1,3]. 

El mayor auge de la química inorgánica medicinal surge a partir de la década de 1960 con el descubrimiento 

de la actividad antitumoral del cisplatino cis-[Pt(NH3)2Cl2] y cada vez ha sido de mayor interés la síntesis de 

compuestos de coordinación con actividad biológica, así como dilucidar sus mecanismos de acción, resaltando 

la importancia del centro metálico para optimizar y mejorar la actividad de estos compuestos [1,4].  

La química inorgánica medicinal abarca diferentes áreas que incluyen: la introducción de un ion metálico 

en un sistema biológico; estrategias de terapia quelatante para atrapar metales y evitar efectos tóxicos; la 

inhibición de metaloproteínas para el tratamiento de enfermedades; el uso de iones metálicos con fines 

diagnósticos, como los agentes de contraste para imágenes de resonancia magnética (Ga3+) y para rayos X 

(BaSO4); así como el desarrollo de fármacos quimioterapéuticos con actividad radiosensibilizante, antitumoral, 

antibacteriana, antiviral o antiparasitaria [1,3-5]. 

El diseño racional de fármacos basados en compuestos de coordinación comprende diferentes etapas, la 

primera de ellas consiste en la elección de la enfermedad a tratar, seguido de la identificación de la diana 

biológica sobre la cual es probable que actúe el fármaco [3]. Posteriormente, el diseño de los compuestos de 

coordinación debe considerar una serie de parámetros debidos tanto a la presencia del metal como del ligante 

(Figura 1). En la mayoría de los casos es probable que los compuestos de coordinación actúen como 

profármacos; es decir, el compuesto metálico lleva a cabo una serie de transformaciones antes de llegar a su 

objetivo. Estas transformaciones pueden incluir cambios en el estado de oxidación del metal; cambios en la 

primera esfera de coordinación como el número de coordinación, la geometría y la sustitución de ligantes; 
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cambios en la fuerza de enlace; interacciones con la segunda esfera de coordinación y cambios en los 

potenciales de reducción [3,6]. La variabilidad de estos parámetros puede aumentar la selectividad hacia 

distintas dianas biológicas. El éxito de los compuestos de coordinación como agentes terapéuticos para poder 

llegar a las etapas clínicas, depende en gran medida de la atención que se preste a estos parámetros.  

 

Figura 1. Parámetros que involucra el diseño de fármacos [6]. 

La química inorgánica medicinal, es un área multidisciplinaria que requiere de la colaboración de distintas 

áreas de la química, biología y medicina para cubrir con éxito todas las etapas necesarias para el desarrollo de 

nuevos fármacos.  

Este proyecto se ha enfocado en la potencial actividad terapéutica de compuestos de coordinación con 

derivados de 5-nitroimidazol y los metales cobre(II) y zinc(II) contra el parásito Toxoplasma gondii. En el 

siguiente capítulo se abordará la relevancia biológica de los metales y de los ligantes seleccionados.  

Para el diseño de los compuestos de coordinación se tomaron en cuenta los parámetros mencionados en la 

Figura 1. La caracterización estructural permitió seleccionar a los de los compuestos adecuados para el estudio 

de la actividad biológica, de acuerdo con el número de ligantes y la geometría del centro metálico. Los estudios 

por espectroscopía electrónica permitieron estudiar la posibilidad de un intercambio de ligantes en disolución. 

A través de los estudios de difracción de rayos X en monocristal se pudieron estudiar las interacciones presentes 

fuera de la primera esfera de coordinación, las cuales podrían estar involucradas en la unión de los compuestos 

con el ADN. Finalmente, mediante estudios de voltamperometría cíclica se encontraron los potenciales de 

reducción de los ligantes y de los compuestos de coordinación, incluyendo cambios en el estado de oxidación 

del metal.  
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Capítulo 2 Antecedentes 

La química bioinorgánica se encarga de estudiar la función biológica de los elementos del grupo principal 

como Na, K, Mg o Ca y también de los metales de transición como V, Mo, Mn, Fe, Co, Ni, Cu y Zn, los cuales 

juegan un papel esencial en los sistemas vivos incorporándose a las proteínas o metaloenzimas que facilitan 

las reacciones químicas necesarias para los ciclos biológicos [1,2]. Por ejemplo, la hemoglobina es una proteína 

que contiene hierro al cual se une el oxígeno molecular para ser transportado por todo el cuerpo. Los dedos de 

zinc son proteínas que regulan la función de los genes en los núcleos de las células; además el zinc es un 

componente de la insulina, una sustancia crucial para la regulación del metabolismo del azúcar [1,3]. La 

fotosíntesis es un proceso vital, que requiere de la participación de metales como Mn, Fe o Cu en el transporte 

de electrones [4].  

A continuación, se aborda de manera particular la importancia del cobre y del zinc en los sistemas vivos, 

destacando como ejemplo una enzima relevante para cada metal. 

Importancia biológica del cobre  

El cobre es un metal traza esencial en el cuerpo humano, debido a sus propiedades redox es un importante 

cofactor en metaloenzimas llamadas cuproenzimas involucradas en el metabolismo del hierro, síntesis de 

neurotransmisores, producción de energía y defensa contra el daño oxidativo, entre otras funciones. Un adulto 

tiene un contenido corporal total de 50 a 120 mg de cobre y es recomendable que la dieta diaria le proporcione 

una cantidad promedio de 1.4 mg para los hombres y 1.1 mg para las mujeres. La deficiencia de cobre en la 

dieta puede provocar problemas en el desarrollo del sistema cardiovascular, malformaciones óseas y anomalías 

neurológicas e inmunológicas [8,9]. 

La enfermedad de Menkes y la enfermedad de Wilson están relacionadas con fallas en el transporte de cobre 

en el cuerpo. El gen ATP7A localizado en el cromosoma X codifica a la proteína ATP7A cuya función es 

absorber el cobre en el intestino delgado y transportarlo hacia la célula a través de la membrana celular. La 

ATP7A libera al cobre en la vena porta del hígado, donde la proteína ATP7B lo toma para unirlo a la 

ceruloplasmina y liberarlo hacia el torrente sanguíneo, también elimina el exceso de cobre secretándolo en la 

bilis. El gen ATP7B se localiza en el cromosoma 13 y se sabe que cuando sufre mutaciones las actividades de 

la proteína son disfuncionales ocasionando una acumulación de cobre en el hígado que da lugar a la enfermedad 

de Wilson, caracterizada por provocar vómitos, hinchazón de piernas, temblores y dificultad para hablar. 

Mientras que las mutaciones en el gen ATP7A dan lugar a la enfermedad de Menkes, que produce deterioro 

mental, retraso en el desarrollo y convulsiones [10,11]. 
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De acuerdo al principio de Ácidos y Bases Duros y Blandos de Pearson, el cobre(I) prefiere ligantes blandos 

por lo que en las proteínas es común que el metal tenga coordinados a los residuos de los aminoácidos 

metionina o cisteína, a través del átomo de azufre; mientras que, el cobre(II) al ser más duro se une a ligantes 

donadores por nitrógeno como la histidina o a ligantes por oxígeno como el glutamato o la tirosina; 

adicionalmente es común encontrar moléculas de agua o grupos hidroxilo dentro de la esfera de coordinación. 

La geometría que adopta el átomo de cobre suele ser tetraédrica distorsionada, aunque también se puede 

encontrar como plana trigonal, plano cuadrado, pirámide de base cuadrada u octaedro distorsionado [12].  

Las proteínas y las enzimas de cobre pueden ser desde mononucleares hasta tetranucleares dependiendo del 

tipo de reacción que realicen. En general, las proteínas de cobre tienen propiedades redox y actúan como 

transportadoras de electrones o de oxígeno, mientras que las enzimas de cobre tienen propiedades 

oxidorreductasas. Durante los procesos de catálisis y transferencia de electrones el cobre cambia entre sus dos 

estados de oxidación CuII/CuI. La naturaleza de los ligantes, la geometría de coordinación y la matriz proteica 

determinan en conjunto el potencial de reducción del sitio de cobre [12].  

Las superóxido dismutasas (SOD) son una familia de metaloenzimas presentes en todos los reinos de la 

vida, se clasifican en los siguientes cuatro grupos de acuerdo al metal presente como cofactor: cobre y zinc 

(Cu/Zn-SOD), hierro (Fe-SOD), manganeso (Mn-SOD) y níquel (Ni-SOD) [13]. Estas metaloenzimas actúan 

contra el daño oxidativo causado por el radical superóxido (O2
•¯), el cual se puede formar durante el proceso 

de respiración si el oxígeno toma un electrón y la hemoglobina lo libera como radical [13].  

La metaloenzima Cu/Zn-SOD ubicada en el citosol tiene en su sitio activo a los átomos de cobre y de zinc 

conectados a través del anillo de imidazol de un histidinato, H63 (Figura 2). La esfera de coordinación del 

átomo de zinc consiste en cuatro residuos de histidina coordinadas en una geometría tetraédrica; mientras que, 

el átomo de cobre tiene una geometría de pirámide de base cuadrada con cuatro histidinas y una molécula de 

agua, la cual durante el proceso catalítico se intercambia con el radical O2
•¯ para su dismutación a O2 y H2O2. 

Durante el proceso de reducción de la SOD, el histidinato se protona para permitir que el átomo de cobre(II) 

se reduzca a cobre(I) y así el radical superóxido se oxide a oxígeno molecular O2. Por otro lado, durante el 

proceso de oxidación de la SOD, la histidina se desprotona para coordinarse al cobre(I) y facilitar su oxidación 

a cobre(II) permitiendo la reducción de O2
•¯ a H2O2, de acuerdo con las siguientes reacciones [7,13]: 

[CuII/ZnII-SOD]ox + O2
•¯ + H+ → [CuI/ZnII-SOD(H+)]red + O2 

                            [CuI/ZnII-SOD(H+)]red + O2
•¯ + H+  → [CuII/ZnII-SOD]ox + H2O2 

2O2
•¯ + 2H+  →  O2 + H2O2 
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(a)  

 

Figura 2. (a) Sitio activo de la Cu/Zn-SOD [8],  

Es importante mencionar que durante este mecanismo el átomo de zinc contribuye en equilibrios ácido-base 

para la protonación y desprotonación de la histidina, lo cual permite que el cobre tenga las propiedades 

electrónicas adecuadas para realizar los procesos de óxido reducción.  

Importancia biológica del zinc 

El zinc es el segundo metal esencial más abundante en el cuerpo humano, después del hierro. Es necesario 

para la mejora de la función inmune, la síntesis de proteínas y ADN, la cicatrización de heridas y la señalización 

y división celular; también favorece el crecimiento y desarrollo durante la infancia y la adolescencia. La 

cantidad total de zinc en el cuerpo humano promedio es de 1.5 g en mujeres y 2.5 g en hombres, se recomienda 

que la dieta diaria incluya 11 mg de zinc para mujeres y 8 mg para hombres. La deficiencia de zinc suele 

provocar daños en el sistema epidérmico, gastrointestinal, nervioso central, inmunológico, esquelético y 

reproductivo. En bebés y niños la deficiencia de zinc conduce a problemas de desarrollo. Mientras que, un alto 

contenido de zinc puede provocar una mala absorción de cobre y daño en el sistema nervioso central [14,15].  

Se sabe que este metal es necesario para la actividad de más de 300 enzimas, con presencia en las seis clases 

de enzimas que se conocen. En las enzimas de zinc la función del metal es muy versátil, puede ser desde 

participar directamente en la catálisis mediante equilibrios ácido base hasta mantener la estructura y dar 

estabilidad a la proteína. Por lo general, en las enzimas catalíticas, el átomo de zinc adopta una geometría 

tetraédrica unida a tres residuos de aminoácido, comúnmente la histidina; aunque también se coordinan el 

aspartato o el glutamato. Adicionalmente, en la esfera de coordinación se observa una molécula de agua que 
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durante los ciclos catalíticos pierde un protón para formar al grupo hidroxilo. En las proteínas donde el zinc 

cumple funciones estructurales, es más común la unión de residuos de cisteína [16]. 

La anhidrasa carbónica (CA) fue la primera enzima de zinc en ser descubierta en 1939 (Figura 3). Desde 

entonces se han descrito cinco familias nombradas como α, β, γ, δ y ε. Las más estudiadas han sido las α-CA 

debido a su importante papel en la regulación del pH fisiológico de los seres humanos, según su localización 

subcelular las α-CA se dividen en cuatro grupos: citosólica, mitocondrial, secretora y asociada a membrana. 

Estas enzimas catalizan la hidrolisis reversible del dióxido de carbono (CO2) y agua (H2O) al ion bicarbonato 

(HCO3
-) y un protón (H+). Sin esta catálisis la reacción sería muy lenta, impidiendo el transporte de CO2 y de 

los iones H+ y HCO3
- a través de la membrana celular y el subsecuente transporte hacia los vasos capilares para 

amortiguar al plasma sanguíneo en un pH de 7.4. La CA contribuye en la reabsorción del 85% de HCO3
- 

evitando que se pierda en la orina, lo cual provocaría una acidosis metabólica potencialmente mortal [17].  

El primer paso de la catálisis de las CA consiste en el ataque nucleofílico del grupo hidroxilo unido al átomo 

de zinc hacia el grupo carbonilo del CO2 para formar un ion bicarbonato que queda unido al metal; 

posteriormente, se da un intercambio de ligante entre del bicarbonato y una molécula de agua. Finalmente, para 

regenerar a la especie catalíticamente activa (OH¯), ocurre una transferencia de un protón del agua coordinada 

hacia la histidina H64 de la segunda esfera de coordinación, a través de un canal de agua que puede alcanzar 

hasta 8 Å de distancia debido al alto poder polarizante del zinc [16-19].  

 

Figura 3. (a) Sitio activo de la Cu/Zn-SOD [8], (b) Sitio activo de la anhidrasa carbónica [18].  

La naturaleza ha seleccionado a los metales por sus propiedades específicas que permiten llevar a cabo 

diversos procesos biológicos. Como hemos visto, en el caso de las metaloenzimas de cobre es de esperar 

mecanismos que involucren la transferencia de electrones debido a su capacidad de cambiar entre sus estados 

de oxidación CuII/CuI. Mientras que, en metaloenzimas de zinc la catálisis se realiza via equilibrios ácido-base. 
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Actividad biológica de los 5-nitroimidazoles 

Las enfermedades infecciosas son definidas como aquellas enfermedades causadas por un agente biológico 

patógeno mediante la transmisión de una persona infectada, un animal infectado o un objeto contaminado hacia 

un hospedero susceptible. Los agentes infecciosos pueden ser parásitos (helmintos o protozoos), hongos, 

bacterias o virus. Estas enfermedades impactan gravemente a los sistemas de salud pública y a las economías 

de todo el mundo, principalmente a las poblaciones económicamente más vulnerables [20].  

Es importante tener un adecuado control sobre estas enfermedades, principalmente diseñando fármacos que 

puedan actuar de manera específica sobre los patógenos. Los nitroimidazoles son una familia de moléculas que 

presentan actividad de amplio espectro contra diversos protozoos, helmintos y bacterias Gram-positivas y 

Gram-negativas [21-25]. Su estructura química base consiste en un heterociclo aromático de 5 miembros con 

dos átomos de nitrógeno anulares denominado imidazol, sustituido en las posiciones 2, 4 o 5 con un grupo 

nitro, -NO2.  

En la década de 1950 se aisló por primera vez el compuesto 2-nitroimidazol (Figura 4), denominado 

azomicina, a partir de bacterias del género Streptomyces [22,26]. Al poco tiempo, investigadores de los 

laboratorios Rhône-Poulenc en Francia descubrieron que presentaba actividad contra el parásito Trichomonas 

vaginalis [22]. Este descubrimiento marcó el inicio de la investigación en fármacos derivados de nitroimidazol 

con actividad antiparasitaria, principalmente en organismos anaerobios; sin embargo, en ese momento la 

síntesis de derivados del 2-nitroimidazol involucraba complicadas rutas sintéticas, donde la mayoría de las 

veces terminaban fracasando [27]. Hoy en día, existe un amplio grupo de estos derivados con gran utilidad 

farmacéutica (Figura 4) como el benznidazol, que presenta actividad contra el parásito Trypanosoma cruzi que 

produce la enfermedad de chagas, aunque son utilizados principalmente como agentes radiosensibilizadores, 

tal es el caso del misonidazol y el pimonidazol [22,28-30]. 

 
Figura 4. Estructura química de 2-nitroimidazoles de uso farmacéutico. 
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En el intento por obtener derivados de la azomicina, Cosar y Julou descubrieron en 1959 un derivado de 5-

nitroimidazol, el 1-(2- hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol denominado metronidazol (mtz), un fármaco más 

efectivo y cuya actividad no se limitaba a Trichomonas vaginalis, ya que también actuaba contra la gingivitis 

ulcerosa [22,31]. Este derivado consiste en un grupo hidroxietilo en la posición 1 y un grupo metilo en la 

posición 2 del anillo de imidazol, además del grupo nitro en la posición 5 (Figura 5). A finales la década de 

1960 el metronidazol era el fármaco de elección contra la bacteria Helicobacter pylori y los protozoos 

Entamoeba histolytica, Giardia lamblia y Trichomonas vaginalis [32,33].  

Debido a la relevancia biológica que presentó el metronidazol, durante la década de 1970 se sintetizó una 

segunda y tercera generación de derivados de 5-nitroimidazol que incluyen al dimetridazol (dmz), tinidazol 

(tnz), secnidazol (snz) y ornidazol (onz). Estos derivados continuaron presentando una actividad biológica de 

amplio espectro contra parásitos y bacterias, al día de hoy siguen aprobados para su uso contra la mayoría de 

los patógenos anaerobios [22-24,34,35]. Todos estos derivados presentan un grupo metilo en la posición 2, la 

diferencia se presenta en la cadena de la posición 1; el dimetridazol contiene un grupo metilo, el tinidazol 

presenta un grupo etil sulfona, el secnidazol tiene un grupo isopropanol, al igual que el ornidazol que además 

contiene un átomo de cloro terminal (Figura 5). Estos dos últimos derivados, snz y onz, presentan un centro 

quiral en el carbono que contiene el grupo alcohol. 

 

Figura 5. Estructura química de 5-nitroimidazoles de uso farmacéutico.  
 

En estos derivados los sustituyentes del anillo de imidazol han ido variando a lo largo del tiempo. Sin 

embargo, el grupo nitro ha permanecido, debido a que es fundamental para la actividad biológica. En la 

siguiente sección se discute la influencia de este grupo en el mecanismo de acción.  
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Mecanismo de acción de los 5-nitroimidazoles 

Desde la década de 1980 se ha estudiado ampliamente el mecanismo de acción de los derivados de                   

5-nitroimidazol [36]. Actualmente se sabe que estás moléculas son profármacos que requieren de una 

bioactivación dentro de la célula a través de tres pasos esenciales [22,23, 36-38]:  

1) Ingreso del 5-nitroimidazol a la célula. 

En primer lugar, los 5-nitroimidazoles atraviesan la membrana celular por difusión pasiva, la subsecuente 

reducción del grupo nitro, permite el ingreso de más fármaco mediante un gradiente de concentración favorable 

a medida que la reducción avanza [21]. 

2) Reducción del grupo nitro (-NO2) favorecida por enzimas nitroreductasas. 

Las nitroreductasas (NTR) son una familia de enzimas que catalizan la bioactivación del grupo nitro por 

mecanismos de transferencia de uno o dos electrones (Tipo I, Tipo II). Tienen como grupos prostéticos al flavin 

mononucleótido (FMN) o a la flavin adenina dinucleótido (FAD) que a su vez aprovechan el poder reductor 

de la nicotinamida adenina dinucleótido (NADH) o de la nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH) 

para reducir al grupo nitro [39-40]. 

El mecanismo Tipo I (Figura 6) es insensible al oxígeno, las enzimas involucradas contienen FMN y llevan 

a cabo una transferencia de dos electrones desde la NADH o NADPH al grupo nitro, en presencia o ausencia 

de oxígeno, generando como intermediarios a los grupos nitroso (-N=O) e hidroxilamina (-NHOH) para 

finalmente producir la amina correspondiente (-NH2). La hidroxilamina es una especie estable que se ha podido 

detectar mediante estudios redox [38-42].  

El mecanismo Tipo II (Figura 6) es sensible al oxígeno, las enzimas que catalizan la reducción son FAD 

dependientes y actúan por la transferencia de un solo electrón, generando a la especie anión radical nitro              

(-NO2
•¯), el cual en condiciones aerobias puede reaccionar inmediatamente con el oxígeno molecular para 

formar al radical superóxido (O2
•¯) y regenerar al 5-nitroimidazol, dando lugar al proceso conocido como “ciclo 

redox fútil”. El anión radical nitro también puede llevar a cabo una reacción de desproporción en la cual se 

oxida para regenerar al grupo nitro y se reduce para formar al intermediario nitroso y continuar por el 

mecanismo Tipo I [38-42]. 
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Figura 6. Mecanismos de reducción del grupo nitro Tipo I y Tipo II catalizado por nitroreductasas, se 

muestra como ejemplo el proceso para el metronidazol.  
 

La familia de las ferredoxinas son un ejemplo de metaloenzimas NTR en organismos anaerobios, cuyo 

potencial de reducción del cúmulo [4Fe-4S]3+/2+ es de aproximadamente -420 mV (NHE) [43]. Esta enzima 

puede reducir al grupo nitro de los derivados del 2-nitroimidazol que tienen potenciales de media onda (E1/2) 

entre -270 y -400 mV (NHE), como a los derivados del 5-nitroimidazol cuyos valores de E1/2 se encuentran 

alrededor de -400 mV (NHE). Por otro lado, tanto las enzimas de los microorganismos aeróbicos como las de 

los humanos poseen potenciales de reducción más positivos, por ejemplo, la NAD+/NADH de mamíferos posee 

un potencial de -320 mV (NHE), por lo que los derivados de 5-nitroimidazol se encuentran más allá de la 

capacidad de reducción de las metaloenzimas en sistemas aeróbicos. Se ha propuesto que por esta razón los 5-

nitroimidazoles presentan una actividad biológica más selectiva que los 2-nitroimidazoles [21,37,44-45]. 

 

3) Daño o ruptura de la doble hélice del ADN y la subsecuente muerte celular.  

Se ha observado que los intermediarios generados por el mecanismo redox (radical nitro, nitroso, 

hidroxilamina) inhiben la síntesis de ADN y también generan la ruptura de la doble hélice que conduce a la 

muerte celular programada [41]. Algunos estudios han encontrado que los 5-nitroimidazoles suelen ser más 

activos contra organismos cuyo contenido de adenina (A) y timina (T) en la doble hélice del ADN es superior 

al 70%, tal es el caso del parásito T. vaginalis o la ameba E. histolytica. Mientras que en organismos donde el 
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contenido de A+T es inferior al 35% como en la bacteria R. acidophila, estos fármacos no presentan buena 

actividad [21]. Esto puede sugerir que los derivados de 5-nitroimidazol actúan de manera específica sobre 

estructuras de ADN con un alto contenido de A+T. 

Resistencia a los fármacos derivados de 5-nitroimidazol y toxicidad  

A pesar de que durante los últimos 60 años los derivados de 5-nitroimidazol han sido los fármacos de 

elección para una gran cantidad de enfermedades bacterianas y parasitarias, existen diversos factores que 

pueden intervenir en las fallas del tratamiento, entre ellos se incluye la falta de adherencia al tratamiento por 

parte del paciente que da lugar a una medicación irregular y con ello a las reinfecciones. Además, si bien los 

procesos de reducción del grupo nitro son esenciales para la actividad antibacteriana y antiparasitaria, también 

son los causantes de los problemas de resistencia y toxicidad. Se han reportado dos tipos de resistencia 

relacionadas con el mecanismo de acción, la resistencia aerobia y la resistencia anaerobia [41]. 

La resistencia aerobia es la observada con más frecuencia, en la cual se presenta un incremento en la 

concentración de oxígeno intracelular del microorganismo, que conlleva a la reoxidación del radical nitro y 

por medio del “ciclo redox fútil” interfiere en la generación de las especies nitroso e hidroxilamina que dañan 

al patógeno [41].  

El segundo tipo de resistencia es la anaerobia que ha sido relacionada con mutaciones genéticas observadas 

en bacterias, como en la H. pylori, en la cual se observó una disminución intracelular en los niveles de la 

enzima piruvato-ferredoxin-oxidoreductasa PFO, que es capaz de reducir al grupo nitro hasta la amina [24,41]. 

Un estudio realizado en el protozoo T. vaginalis mostró que las cepas resistentes al metronidazol tienen un 

50% menos de PFO intracelular y que el nivel de transcripción del gen de la ferredoxina está reducido entre 

un 40 y 65% comparado con las cepas sensibles [46].  

Además de la resistencia a los derivados de 5-nitroimidazol se ha observado que suelen generar efectos 

secundarios como problemas gastrointestinales que incluyen náuseas, vómitos y diarrea; así como efectos en 

el sistema nervioso central ya sea neuropatía, vértigo, ataxia, irritabilidad o insomnio [47]. 

Debido a los problemas de resistencia que presentan los parásitos y bacterias hacia estos fármacos y los 

problemas de toxicidad que generan en los seres humanos se han buscado alternativas para potenciar su 

actividad biológica y reducir los efectos secundarios. El uso de estas moléculas como ligantes en la síntesis de 

compuestos de coordinación ha resultado efectivo para el estudio de nuevas propiedades biológicas. En la 

siguiente sección se discutirán algunos ejemplos destacables. 
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Compuestos de coordinación con ligantes derivados del 5-nitroimidazol 

Desde la década de 1980 se han sintetizado compuestos de coordinación con 5-nitroimidazoles y metales de 

transición como cobalto(II), níquel(II), cobre(II), zinc(II), plata(I) y platino(II) que adoptan diversos números 

de coordinación y geometrías [42]. A continuación, se describen los compuestos que han presentado actividad 

biológica.  

Con el ligante metronidazol se obtuvieron los compuestos de coordinación [Pt(mtz)2(NH3)2], [Pt(mtz)2I2], 

[Pt(mtz)2Br2], y [Pt(mtz)2Cl2] (Figura 7a), en los cuales el platino(II) adquiere una geometría de cis-plano 

cuadrado. En particular, el compuesto [Pt(mtz)2Cl2] presentó una mejor actividad como agente 

radiosensibilizador, comparado con el ligante libre [48-49].  

(a)            (b)  

(c)           (d)  

Figura 7. Estructura química de compuestos de coordinación con mtz (a) cis-[Pt(mtz)2Cl2],                    

(b) [Ag(mtz)2(NO3)], (c) [Cu(mtz)2(μ-Cl)(H2O)]2Cl2 y (d) [Cu(mtz)2(μ-Cl)Cl]2 con actividad biológica. 
 

Por otro lado, en compuestos de plata(I) [Ag(mtz)2(ClO4)], [Ag(mtz)2(CF3COO)], [Ag(mtz)2(SO3CH3)] y 

[Ag(mtz)2(NO3)] (Figura 7b) el metal adquiere una geometría en forma de “T”. En estudios de actividad contra 

las bacterias Staphylococcus epidermidis y Pseudomona aeruginosa, el ligante mtz libre exhibió una 

concentración bactericida mínima (MBC) mayor a 1168 M. Mientras que en los compuestos 

[Ag(mtz)2(ClO4)] y [Ag(mtz)2(SO3CH3)] la actividad contra S. epidermidis, aumentó mostrando valores de 

MBC = 73 y 37M, respectivamente. Contra P. aeruginosa los compuestos [Ag(mtz)2(NO3)] y [Ag(mtz)2 

CF3COO)] presentaron valores de MBC = 17 y 19 M, respectivamente [50]. 
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También se ha obtenido el compuesto dinuclear [Cu(mtz)2(μ-Cl)Cl]2 que consiste en dos átomos de 

cobre(II) con geometría de bipirámide trigonal (bpt), en la esfera de coordinación hay dos ligantes mtz, un 

átomo de cloro que se coordina de forma puente y otro terminal [51]. En el compuesto análogo [Cu(mtz)2(μ-

Cl)(H2O)]2Cl2 el metal tiene geometría de pirámide de base cuadrada (pbc) donde los átomos de cloro 

terminales se intercambian por moléculas de agua (Figura 7c y d) [52]. En disolución los puentes de cloro se 

rompen para formar los compuestos mononucleares tetraédricos. Estudios de actividad antimicrobiana 

mostraron que el compuesto [Cu(mtz)2(μ-Cl)Cl]2 es activo contra la bacteria Bacillus cereus y el hongo 

Candida albicans, mientras que el compuesto [Cu(mtz)2(μ-Cl)(H2O)]2Cl2 tiene actividad contra Klebsiella 

pneumoniae, con valores de concentración inhibitoria media (MIC) menores a 31.3 μg/mL; el ligante libre no 

mostró actividad [53].  

En el grupo de investigación se ha sintetizado una serie de compuestos de coordinación de fórmula mínima 

[M(tnz)2X2] (M
2+ = Co, Cu, Zn; X¯ = Cl, Br) con el ligante tinidazol, en los cuales el centro metálico adquiere 

una geometría tetraédrica con dos moléculas de tinidazol coordinadas a través del nitrógeno del anillo de 

imidazol y dos átomos de halógeno completan la esfera de coordinación, en la Figura 8 se muestra como 

ejemplo la estructura de [Zn(tnz)2Br2] [54].  

 
Figura 8. (a) Estructura del compuesto [Zn(tnz)2Br2] con actividad antiparasitaria.  

Los helmintos de la familia Dactylogyridae suelen infestar peces pargo flamenco (Lutjanus guttatus) de 

consumo humano representando un problema de salud pública en la acuacultura de México. Por esta razón, se 

estudió la actividad antihelmíntica in vitro del tnz libre y de sus los compuestos de coordinación en los 

helmintos Euryhaliotrema perezponcei de esta familia, aislados de las branquias de los peces infestados. 

Después de 5 h de exposición se encontró que los compuestos [Zn(tnz)2Br2] y [Cu(tnz)2Br2] fueron los más 

activos, exhibiendo una mortalidad del parásito de 80 y 100%, respectivamente. Posteriormente, se realizaron 

estudios in vivo disolviendo los compuestos de coordinación en el agua del estanque que contenía a los peces 

infestados. Al disolver 25 mg/L del compuesto [Cu(tnz)2Br2] la mortalidad de los parásitos fue del 95% después 

de 8 h de exposición, mientras que en los peces no se encontraron problemas de toxicidad relacionadas con el 

compuesto. Es importante mencionar que el ligante libre no presentó ninguna actividad durante los estudios 

realizados [55]. 
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En la búsqueda de un posible mecanismo de acción para estos compuestos se ha estudiado su capacidad 

de unión y daño al ADN mediante experimentos de UV-Vis y espectroscopía de fluorescencia mostrando que 

el compuesto [Cu(tnz)2Br2] presenta interacciones electrostáticas y de unión al surco menor de la biomolécula. 

Adicionalmente, experimentos de voltamperometría cíclica (VC) y diferencial de pulsos (VDP) mostraron que 

los potenciales de reducción de cobre(II) a cobre(I) se encuentran dentro de la ventana electroquímica para ser 

reducidos biológicamente [56].  

Finalmente, se efectuaron estudios teóricos de Dinámica Molecular y de Teoría Cuántica de Átomos en 

Moléculas (QTAM) los cuales coinciden con los datos experimentales, corroborando la existencia de un 

mecanismo de acción concertado, donde la interacción de uno o dos grupos fosfato con el compuesto de 

coordinación es el primer sitio de reconocimiento del ADN, seguida por una intercalación parcial al surco 

menor, para finalizar con la reducción del cobre(II) a cobre(I), lo cual implica un cambio de geometría del 

metal, de tetraedro a plana trigonal [57].  

Finalmente, con el ligante ornidazol se han obtenido los compuestos tetraédricos [Cu(onz)2Cl2] y 

[Zn(onz)2Cl2] (Figura 9) formados por dos moléculas de onz y dos átomos de halógeno [58,59]. Así como el 

compuesto dinuclear [Cu(onz)(μ-OAc)2]2 donde cada átomo de cobre(II) adquiere una geometría de pbc con 

una molécula de onz coordinada en la posición apical y cuatro moléculas de acetato puente en las posiciones 

ecuatoriales [60]. Los estudios de actividad antimicrobiana mostraron que el compuesto [Zn(onz)2Cl2] tiene 

mejor actividad contra la ameba E. histolytica (MIC = 6.25 μM) que el ligante libre (MIC = 12.5 μM)[59-60]. 

(a)    (b)  

Figura 9. Estructura de los compuestos de coordinación con el ligante onz (a) [Zn(onz)2Cl2] y 

[Cu(onz)(μ-OAc)2]2. 
 

Como se puede observar los derivados de 5-nitroimidazol han mostrado un uso potencial como ligantes en 

compuestos de coordinación con actividad antimicrobiana. A lo largo del diseño de estos fármacos se ha hecho 

énfasis en la importancia del grupo –NO2 en la posición 5 para la actividad biológica; sin embargo, poco se ha 

hablado de la influencia del grupo metilo en la posición 2 del anillo de imidazol y no se ha hecho énfasis en 

explicar la relevancia en la actividad biológica de la cadena alquílica en la posición 1.   
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Capítulo 3  

Justificación 

Los fármacos derivados de 5-nitroimidazol siguen siendo de primera elección para el tratamiento de 

enfermedades ocasionadas por parásitos y bacterias, principalmente anaerobios. Sin embargo, la capacidad de 

estos organismos para generar resistencia, así como el uso clínico inadecuado de estos medicamentos ha ido 

reduciendo su efectividad. Con la finalidad de investigar la contribución de la cadena alquílica en interacciones 

no covalentes, en la actividad antiparasitaria y en el daño al ADN se seleccionaron los siguientes ligantes:  

- 1-metil-5-nitroimidazol (1mnz) por la ausencia del grupo metilo en la posición 2.  

- 1-(2-cloroetil)-2-metil-5-nitroimidazol (cenz) debido a su similitud con el metronidazol se buscó estudiar 

efectos en la solubilidad de los compuestos debido al intercambio de un grupo alcohol por un átomo de cloro. 

- 1-(3-cloro-2-hidroxipropil)-2-metil-5-nitroimidazol (onz) de los tres ligantes es el único derivado que se 

utiliza actualmente como fármaco.   

Los compuestos de coordinación han arrojado luz en la búsqueda de solucionar los problemas que generan 

los antibióticos actuales, a través de un efecto sinérgico entre la actividad biológica de los ligantes y las 

propiedades de los centros metálicos biocompatibles: cobre(II) capaz de realizar mecanismos de óxido-

reducción y zinc(II) que debido a su poder polarizante lleva a cabo reacciones ácido-base.  

Es importante el estudio de los posibles mecanismos de acción de estos compuestos para establecer la 

relevancia del centro metálico y de los parámetros estructurales y fisicoquímicos que ayudan a interactuar con 

las biomoléculas para generarles daño y potenciar la actividad biológica. Los nuevos compuestos de 

coordinación contribuirán al estudio de la relación entre la estructura química y la actividad biológica.  

 

Hipótesis 

Los compuestos de coordinación con los metales cobre(II) y zinc(II) presentarán una mejor actividad biológica 

contra el parásito Toxoplasma gondii comparadas con los ligantes libres derivados de 5-nitroimidazol. Dado 

que, estos metales tienen diferentes propiedades químicas y estructurales, se espera que el mecanismo de acción 

sea diferente dependiendo del centro metálico. Así pues, los compuestos de cobre(II) favorecerán procesos de 

óxido-reducción; mientras que los compuestos de zinc(II) debido a sus propiedades ácido-base presentará 

afinidad a los grupos fosfato del ADN.   
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Capítulo 4 Objetivos 

Objetivo general 

Sintetizar y caracterizar compuestos de coordinación de cobre(II) y zinc(II) con los derivados de 5-

nitroimidazol (Figura 10); 1-metil-5-nitroimidazol (1mnz), 1-(2-cloroetil)-2-metil-5-nitroimidazol (cenz) y 1-

(3-cloro-2-hidroxipropil)-2-metil-5-nitroimidazol (onz) a partir de las sales metálicas de cloruros y bromuros. 

Evaluar el efecto de su geometría, coeficientes de distribución, potenciales de reducción e interacciones con el 

ADN en la actividad antiparasitaria. 

 

Figura 10. Estructura de los ligantes utilizados en este proyecto.  

Objetivos particulares 

 Optimizar la ruta de síntesis del ligante cenz.  

 Sintetizar y caracterizar compuestos de coordinación de cobre(II) y zinc(II) con los ligantes propuestos 

a partir de las sales metálicas de cloruros y bromuros.  

 Realizar estudios de espectroscopía electrónica en disolución para corroborar que se conserva la 

geometría del centro metálico. 

 Evaluar y comparar la actividad antiparasitaria in vitro mediante la concentración inhibitoria media 

(IC50) en taquizoítos de Toxoplasma gondii de los compuestos de coordinación y los ligantes libres. 

 Determinar la dosis letal media (LD50) de los compuestos de coordinación activos contra T. gondii. 

  Obtener los coeficientes de distribución.   

 Estudiar el tipo de interacción de los compuestos de coordinación con ADN mediante las técnicas 

espectroscópicas de UV-Vis, fluorescencia y dicroísmo circular. 

 Investigar por electroforesis en gel el posible daño oxidativo al ADN de compuestos de coordinación. 

 Analizar por estudios de voltamperometría cíclica la generación de especies redox.  

 Establecer la importancia de los átomos metálicos en el daño al ADN, los procesos redox y la actividad 

antitoxoplasma. 
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Capítulo 5 Desarrollo experimental  

En este capítulo se describen las características de los reactivos y disolventes empleados en este proyecto, así 

como la información de los equipos utilizados y los detalles de la síntesis del ligante cenz y de todos los 

compuestos de coordinación, así como las técnicas utilizadas para la obtención de los parámetros 

fisicoquímicos y de la actividad biológica de los compuestos estudiados.  

La caracterización estructural por análisis elemental, espectroscopía de IR, RMN y difracción de rayos X 

en monocristal, se realizó en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigación y la Industria (USAII) de la 

UNAM.  

La caracterización por espectroscopía electrónica, las mediciones de susceptibilidad magnética y 

conductividad molar eléctrica se realizaron en el Laboratorio 211 del Departamento de Química Inorgánica de 

la Facultad de Química en la UNAM. A continuación, se describen las características de cada equipo utilizado: 

Analizador elemental: El análisis elemental se llevó a cabo utilizando una balanza “Sartorious” modelo 

M2P y un analizador elemental Perkin Elmer 2400 Serie II CHNS/O, usando cistina, acetanilida y ácido 

sulfámico como compuestos de calibración.  

Espectrofotómetros: La espectroscopía de infrarrojo se realizó en un espectrofotómetro de FTIR/FIR 

Spectrum 400 de Perkin Elmer en un intervalo de 4000-400 cm-1 para infrarrojo cercano y de 600-50 cm-1 para 

infrarrojo lejano, por la técnica de reflectancia totalmente atenuada (ATR). Los espectros electrónicos por 

reflectancia difusa se obtuvieron en un intervalo de 40000-4000 cm-1 y en disolución de 1600-250 nm en el 

espectrofotómetro Varian CARY 5000 Scan.  

Resonancia magnética nuclear: Se utilizó un espectrómetro de RMN de 9.4 T (400 MHz), marca Varian 

Modelo VNMRS con Sonda Broad Band Switchable de dos canales de radiofrecuencia (1H/19F) (31P/15N). 

Difractómetro de rayos X: Se utilizó el difractómetro de rayos X de monocristal Oxford Gemini con 

detector de área de 135 mm AtlasMoK = 0.71073, equipado con un sistema criogénico Cryojet. 

Balanza de susceptibilidad magnética: El momento magnético efectivo se calculó a partir del método de 

Gouy a temperatura ambiente, en una balanza de susceptibilidad magnética marca Sherwood Scientific MK1.  

Conductímetro: La conductividad eléctrica molar se determinó con un conductímetro marca HANNA, 

modelo HI 8633, calibrado con una disolución estándar HANNA instruments 12880 S/cm 70030.  



 

18 

Reactivos y disolventes 

Los siguientes reactivos fueron distribuidos por Sigma Aldrich: 1-(2- hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol 

(mtz), 1-metil-5-nitroimidazol (1mnz), 1-(3-cloro-2-hidroxipropil)-2-metil-5-nitroimidazol (onz), cloruro de 

tionilo, sulfadiazina, Hoechst 33258, ácido cacodílico, ácido 3-(N-morfolino)propanosulfónico (MOPS), ácido 

ascórbico, peróxido de hidrógeno, SYBRTM Safe, SYTOX® Green y ácido desoxiribonucleico de timo de 

ternera (ct-ADN, Fibroso Tipo I). Las sales metálicas: Na2CO3, Na2SO4, CuCl2·2H2O, CuBr2, ZnCl2, ZnBr2, y 

los disolventes: acetonitrilo, acetato de etilo, hexano, etanol, 1-octanol y dimetilsulfóxido, fueron de grado 

analítico distribuidos por J. T. Baker. El NaCl fue obtenido de Fisher, el TBE 10X de Invitrogen, el plásmido 

de ADN pBR322 (4361 bp, 0.25 mgmL-1) de Thermo Scientific, la agarosa de Ecogen y el bromuro de etidio 

(10 mg mL-1) de Promega. 

Síntesis del ligante 1-(2-cloroetil)-2-metil-5-nitroimidazol (cenz) 

La síntesis del ligante 1-(2-cloroetil)-2-metil-5-nitroimidazol (cenz) ha sido previamente reportada a partir de 

metronidazol [61,62]. Sin embargo, para su obtención en este proyecto se realizaron algunas modificaciones. 

En condiciones anhidras y atmósfera inerte se añadieron gota a gota 35 mmol (2.5 mL) de cloruro de tionilo 

a 5.85 mmol (1.0 g) de metronidazol en un baño de hielo. Al terminar la adición la reacción se mantuvo en 

agitación y calentamiento en un baño de arena a 65°C durante 4 h. La reacción se fue monitoreando mediante 

cromatografía de placa fina, usando como eluyente una mezcla 4:1 de AcOEt y hexano. Después del tiempo 

de reacción se añadió gota a gota una disolución saturada de Na2CO3 hasta alcanzar un pH = 9 en un baño de 

hielo. Posteriormente, se realizaron extracciones (3 × 15 mL) con AcOEt, la fase orgánica se secó con Na2SO4 

y se concentró la disolución hasta un volumen de 5 mL de disolvente para favorecer la precipitación del 

producto, el cual se obtuvo por filtración y se le realizaron tres lavados con AcOEt y hexano. Se obtuvo un 

producto beige con punto de fusión de 75°C. RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): δ/ppm = 8.02 (s, 1H, Iz-H); 4.62 

(t, 2H, CH2); 3.96 (t, 2H, CH2); 2.46 (s, 3H, CH3). 
13C{1H} (400 MHz, DMSO-d6): δ/ppm = 152.28; 138.93; 

133.69; 47.36; 43.64; 14.77 (ANEXO III). FT-IR (ATR, cm−1) 3017 ν(CH3), 2930 ν(CH2), 1520 ν(C=N), 1458 

νas(NO2), 1422 ν(N–C–N), 1366 νs(NO2), 1259 ν(C–N), 1190 ν(N–O) (Fig. 11). Anal. Calc. C6H8N3O2Cl: C, 

38.10; H, 4.28; N, 22.16%. Anal Exp. C, 38.56; H, 4.35; N, 21.82%. Rendimiento=85%. 
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Síntesis de los compuestos de coordinación 

Los compuestos de coordinación [Cu(onz)2Cl2] y [Zn(onz)2Cl2] se han reportado previamente [58,59], las 

modificaciones realizadas a la ruta de síntesis y la caracterización se incluyen en la discusión de resultados. De 

forma general, los compuestos de coordinación se sintetizaron de acuerdo a la reacción mostrada en la Figura 

11. El ligante y la sal metálica se disolvieron por separado en 10 mL de disolvente caliente, posteriormente se 

mezclaron y se mantuvieron en condiciones de reflujo o en agitación, utilizando en todos los casos una 

estequiometría 1:2 metal:ligante. Después del tiempo de reacción se concentraron las disoluciones para 

favorecer la precipitación del producto. A continuación, se describe la síntesis detallada de cada uno de los 

compuestos obtenidos. 

 
Figura 11. Síntesis general de los compuestos de coordinación. 

 

Compuestos de coordinación con el ligante 1-metil-5-nitroimidazol (1mnz). 

 [Cu(1mnz)3Cl2] (1): Se disolvieron 0.8 mmol (100 mg) del ligante 1mnz en 10 mL de acetonitrilo 

caliente y se le añadieron 0.4 mmol (67 mg) de la sal metálica CuCl2·2H2O, previamente disuelta en 10 mL de 

acetonitrilo caliente. La mezcla de reacción se mantuvo en condiciones de reflujo durante 3 h, después de este 

tiempo se concentró la disolución hasta un volumen de 3 mL para favorecer la precipitación del compuesto 

color azul a temperatura ambiente, aislándolo por filtración. 50 mg del compuesto obtenido se disolvieron en 

1 mL de acetonitrilo y se colocó en un tubo de ensayo, el cual se mantuvo en un recipiente cerrado con 10 mL 

de éter, por difusión fue posible obtener cristales óptimos para su estudio por difracción de rayos X. FT-IR 

(ATR, cm−1): 1535 ν(C=N), 1492 νas(NO2), 1476 ν(N–C–N), 1365 νs(NO2), 1271 ν(C–N), 1156 ν(N–O). Anal. 

Calc. para C8H10N6O4Cl2Cu: C, 27.95; H, 2.93; N, 24.44%. Anal Exp. C, 27.51; H, 2.85; N, 24.97%. R% = 82. 

 

 [Cu(1mnz)3Br2] (2): Se disolvieron 0.8 mmol (100 mg) del ligante 1mnz en 10 mL de acetonitrilo 

caliente y se le añadieron 0.4 mmol (90 mg) de la sal metálica CuBr2, previamente disuelta en 10 mL de 
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acetonitrilo caliente. La mezcla de reacción se mantuvo en condiciones de reflujo durante 3 h, después de este 

tiempo se concentró la disolución hasta un volumen de 3 mL para favorecer la precipitación del compuesto 

color verde olivo a temperatura ambiente, aislándolo por filtración. 50 mg del compuesto obtenido se 

disolvieron en 1 mL de acetonitrilo y se colocó en un tubo de ensayo, el cual se mantuvo en un recipiente 

cerrado con 10 mL de éter, por difusión fue posible obtener cristales óptimos para su estudio por difracción de 

rayos X. FT-IR (ATR, cm−1): 1536 ν(C=N), 1493 νas(NO2), 1474 ν(N–C–N), 1363 νs(NO2), 1273 ν(C–N), 1159 

ν(N–O). Anal. Calc. para C8H10N6O4Br2Cu: C, 23.83; H, 2.50; N, 20.84%. Anal Exp. C, 23.09; H, 2.18; N, 

20.11%. R% = 83. 

 [Zn(1mnz)2Cl2] (3): Se disolvieron 0.8 mmol (100 mg) del ligante 1mnz en 10 mL de acetonitrilo 

caliente y se le añadieron 0.4 mmol (55 mg) de la sal metálica ZnCl2, previamente disuelta en 10 mL de 

acetonitrilo caliente. La mezcla de reacción se mantuvo en condiciones de reflujo durante 3 h, después de este 

tiempo un compuesto blanco precipitó a temperatura ambiente y fue aislado por filtración. FT-IR (ATR, cm−1): 

1537 ν(C=N), 1493 νas(NO2), 1467 ν(N–C–N), 1371 νs(NO2), 1274 ν(C–N), 1163 ν(N–O). Anal. Calc. para 

C8H10N6O4Cl2Zn: C, 24.61; H, 2.58; N, 21.52%. Anal Exp. C, 24.55; H, 2.62; N, 21.28%.  R% = 78. 

 [Zn(1mnz)2Br2] (4): Se disolvieron 0.8 mmol (100 mg) del ligante 1mnz en 10 mL de acetonitrilo 

caliente y se le añadieron 0.4 mmol (90 mg) de la sal metálica ZnBr2, previamente disuelta en 10 mL de 

acetonitrilo caliente. La mezcla de reacción se mantuvo en condiciones de reflujo durante 3 h, después de este 

tiempo la disolución se colocó en un vaso de precipitados y se mantuvo en evaporación lenta del disolvente a 

temperatura ambiente, esto permitió la formación de monocristales óptimos para la difracción de rayos X, el 

producto fue aislado por filtración. FT-IR (ATR, cm−1): 1535 ν(C=N), 1495 νas(NO2), 1467 ν(N–C–N), 1371 

νs(NO2), 1273 ν(C–N), 1163 ν(N–O). Anal. Calc. para C8H10N6O4Br2Zn: C, 20.04; H, 2.10; N, 17.53%. Anal 

Exp. C, 20.08; H, 2.12; N, 17.30%.  R% = 86. 

Compuestos de coordinación con el ligante 1-(2-cloroetil)-2-metil-5-nitroimidazol (cenz) 

 [Cu(cenz)2Cl2] (5): Se disolvieron 0.52 mmol (100 mg) del ligante cenz en 10 mL de acetonitrilo y se 

le añadieron 0.26 mmol (45 mg) de la sal metálica CuCl2·2H2O, previamente disuelta en 10 mL de acetonitrilo. 

La mezcla de reacción se mantuvo en condiciones de reflujo por 3 h, después de este tiempo se evaporó el 

disolvente a sequedad en vació dando lugar a la precipitación de un compuesto de coordinación verde. 50 mg 

del compuesto se disolvieron en 1 mL de acetonitrilo y colocó en un tubo de ensayo, el cual se mantuvo en un 

recipiente que contenía 10 mL de éter, por difusión fue posible obtener cristales óptimos para su estudio por 

difracción de rayos X. FT-IR (ATR, cm−1): 1560 ν(C=N), 1481 νas(NO2), 1425 ν(N–C–N), 1363 νs(NO2), 1271 

ν(C–N), 1186 ν(N–O). Anal. Calc. para CuCl4C12H16N6O4: C, 28.05; H, 3.14; N, 16.36%. Anal Exp. C, 27.95; 

H, 3.20; N, 15.86%. R% = 90.  
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 [Cu(cenz)2Br2] (6): Se disolvieron 0.52 mmol (100 mg) del ligante cenz en 10 mL de etanol caliente y 

se le añadieron 0.26 mmol (60 mg) de la sal metálica CuBr2, previamente disuelta en 10 mL de etanol caliente. 

La mezcla de reacción se mantuvo en condiciones de reflujo durante 3 horas, después de este tiempo se detuvo 

la reacción y se evaporó el disolvente a sequedad en vacío dando lugar a la precipitación de un compuesto de 

coordinación marrón. FT-IR (ATR, cm−1): 1548 ν(C=N), 1470 νas(NO2), 1435 ν(N–C–N), 1361 νs(NO2), 1271 

ν(C–N), 1194 ν(N–O). Anal. Calc. para CuBr2C12H16N6O4Cl2: C, 23.92; H, 2.68; N, 13.95%. Anal Exp. C, 

23.73; H, 2.69; N, 13.68%. R% =94. 

 [Zn(cenz)2Cl2] (7): Se disolvieron 0.52 mmol (100 mg) del ligante cenz en 10 mL de acetonitrilo y se 

le añadieron 0.26 mmol (36 mg) de la sal metálica ZnCl2, previamente disuelta en 10 mL de acetonitrilo. La 

mezcla de reacción se mantuvo en condiciones de reflujo durante 3 horas, después de este tiempo la disolución 

se colocó en un vaso de precipitados y se mantuvo en evaporación lenta del disolvente a temperatura ambiente, 

esto permitió la formación de monocristales óptimos para la difracción de rayos X, el producto fue aislado por 

filtración. FT-IR (ATR, cm−1): 1554 ν(C=N), 1480 νas(NO2), 1420 ν(N–C–N), 1360 νs(NO2), 1269 ν(C-N), 

1188 ν(N–O). Anal. Calc. para ZnCl4C12H16N6O4: C, 27.96; H, 3.13; N, 16.30%. Anal Exp. C, 27.71; H, 3.47; 

N, 15.66%. R% = 91. 

 [Zn(cenz)2Br2] (8): Se disolvieron 0.52 mmol (100 mg) del ligante cenz en 10 mL de acetonitrilo y se 

le añadieron 0.26 mmol (60 mg) de la sal metálica ZnBr2, previamente disuelta en 10 mL de acetonitrilo. La 

mezcla de reacción se mantuvo en condiciones de reflujo durante 3 horas, después de este tiempo la disolución 

se llevó a temperatura ambiente dando lugar a la precipitación de un compuesto de coordinación blanco, aislado 

por filtración. FT-IR (ATR, cm−1): 1558 ν(C=N), 1478 νas(NO2), 1422 ν(N–C–N), 1375 νs(NO2), 1269          

ν(C–N), 1188 ν(N–O). Anal. Calc. para ZnBr2C12H16N6O4Cl2: C, 23.85; H, 2.67; N, 13.90%. Anal Exp. C, 

23.49; H, 2.90; N, 13.35%. R% =88. 

Compuestos de coordinación con el ligante 1-(3-cloro-2-hidroxipropil)-2-metil-5-nitroimidazol (onz) 

 [Cu(onz)2Cl2] (9): Se disolvieron 0.46 mmol (100 mg) del ligante onz en 10 mL de acetonitrilo caliente 

y se le añadieron 0.23 mmol (43 mg) de la sal metálica CuCl2·2H2O, previamente disuelta en 10 mL de 

acetonitrilo caliente. La mezcla de reacción se mantuvo en agitación y calentamiento durante 1 h, directamente 

en la parrilla de calentamiento. Después de este tiempo se evaporó el disolvente a sequedad en vacío dando 

lugar a un producto viscoso que se precipitó al realizar lavados con 10 mL de hexano, aislando por filtración 

un compuesto de coordinación verde. FT-IR (ATR, cm−1): 1556 ν(C=N), 1478 νas(NO2), 1425 ν(N–C–N), 1367 

νs(NO2), 1272 ν(C–N), 1191 ν(N–O). Anal. Calc. para CuCl4C14H20N6O6: C, 29.31; H, 3.51; N, 14.65%. Anal 

Exp. C, 29.45; H, 3.61; N, 14.86%. R% = 83. 
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 [Cu(onz)2Br2] (10): Se disolvieron 0.46 mmol (100 mg) del ligante onz en 10 mL de acetonitrilo 

caliente y se le añadieron 0.23 mmol (50 mg) de la sal metálica CuBr2, previamente disuelta en 10 mL de 

acetonitrilo caliente. La mezcla de reacción se mantuvo en agitación y calentamiento durante 1 h, directamente 

en la parrilla de calentamiento. Después de este tiempo se evaporó el disolvente a sequedad en vació dando 

lugar a un producto viscoso que se precipitó realizando un lavado con 10 mL de hexano un compuesto de 

coordinación verde bandera se aisló por filtración. FT-IR (ATR, cm−1): 1556 ν(C=N), 1476 νas(NO2), 1425 

ν(N–C–N), 1365 νs(NO2), 1270 ν(C–N), 1189 ν(N–O). Anal. Calc. para CuBr2C14H20N6O6Cl2: C, 25.38; H, 

3.04; N, 12.68%. Anal Exp. C, 25.53; H, 3.59; N, 12.40%. R%= 87. 

 [Zn(onz)2Cl2] (11): Se disolvieron 0.46 mmol (100 mg) del ligante onz en 10 mL de acetonitrilo y se 

le añadieron 0.23 mmol (31 mg) de la sal metálica ZnCl2, previamente disuelta en 10 mL de acetonitrilo. La 

mezcla de reacción se mantuvo en agitación a temperatura ambiente durante 1 h, directamente en la parrilla de 

calentamiento. Después de este tiempo se evaporó el disolvente a sequedad en vacío dando lugar a un producto 

viscoso que se precipitó realizando un lavado con 10 mL de hexano, un compuesto de coordinación blanco fue 

aislado por filtración. FT-IR (ATR, cm−1): 1559 ν(C=N), 1480 νas(NO2), 1427 ν(N–C–N), 1369 νs(NO2), 1272 

ν(C–N), 1192 ν(N–O). Anal. Calc. para ZnCl4C14H20N6O6: C, 29.22; H, 3.50; N, 14.60%. Anal Exp. C, 28.99; 

H, 3.85; N, 14.52%. R% = 82. 

 [Zn(onz)2Br2] (12): Se disolvieron 0.46 mmol (100 mg) del ligante onz en 10 mL de acetonitrilo y se 

le añadieron 0.23 mmol (60 mg) de la sal metálica ZnBr2, previamente disuelta en 10 mL de acetonitrilo. La 

mezcla de reacción se mantuvo en agitación a temperatura ambiente durante 1 h, directamente en la parrilla de 

calentamiento. Después de este tiempo se evaporó el disolvente a sequedad en vacío dando lugar a producto 

viscoso que se precipitó realizando un lavado con 10 mL de hexano, un compuesto de coordinación blanco fue 

aislado por filtración. FT-IR (ATR, cm−1): 1558 ν(C=N), 1480 νas(NO2), 1427 ν(N–C–N), 1368 νs(NO2), 1270 

ν(C–N), 1191 ν(N–O). Anal. Calc. para ZnBr2 C14H20N6O6Cl2: C, 25.31; H, 3.03; N, 12.65%. Anal Exp. C, 

25.52; H, 3.28; N, 12.80%. R% = 81. 

Pruebas de estabilidad en disolución  

Para estudiar la estabilidad en disolución de los compuestos de coordinación de cobre [Cu(cenz)2Cl2], 

[Cu(cenz)2Br2], [Cu(onz)2Cl2] y [Cu(onz)2Br2], se prepararon disoluciones 5x10-3 M en 1-octanol y en los 

buffers utilizados para los ensayos de coeficiente de distribución (MOPS 10-2 M, pH = 7.4), actividad 

antiparasitaria (buffer fosfato salino, PBS, pH = 7.4) e interacciones con ADN (cacodilato 1 mM / NaCl 20mM, 

pH = 7.25), y se determinaron los espectros electrónicos de 400 a 1400 nm en un intervalo de 0 a 24 h para 

estudiar la banda de transición electrónica d-d del metal.  
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Adicionalmente, se prepararon disoluciones 500 M en 1-octanol y en el buffer MOPS 10-2 M, pH = 7.4 de 

los compuestos de coordinación de cobre y de los compuestos de zinc [Zn(cenz)2Cl2], [Zn(cenz)2Br2], 

[Zn(onz)2Cl2] y [Zn(onz)2Br2] para estudiar la banda de transferencia de carga entre 200 y 400 nm. Los 

compuestos de coordinación con el ligante 1mnz [Zn(1mnz)2Cl2] y [Zn(1mnz)2Br2] no se utilizaron para los 

estudios en disolución debido a no fueron solubles en las disoluciones de los buffers utilizados.  

Ensayos biológicos 

Los ensayos de actividad anti-toxoplasma se realizaron en el Departamento de Microbiología y Parasitología 

de la Facultad de Medicina de la UNAM y los estudios de toxicidad aguda se llevaron a cabo en la Unidad de 

Investigación Preclínica (UNIPREC) de la Facultad de Química de la UNAM.  

Modelos murinos  

Para los estudios con el parasito Toxoplasma gondii se trabajó con una cepa de ratones machos CD1 de 4 

semanas de vida (peso aproximado 30 g) provenientes del bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. 

El manejo de los animales se realizó de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 para la 

producción, cuidado y uso de animales de laboratorio de acuerdo a las directrices internacionales y aprobado 

por el comité de Ética en Investigación de la Facultad de Medicina de la UNAM (proyecto 052/2017).  

En los ensayos de toxicidad aguda se utilizaron ratones machos de la cepa ICR con peso promedio de 30 g 

y tres semanas de vida, se manipularon como lo indica el Comité para el cuidado y uso de los animales de 

laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Química de la UNAM (acuerdo CS/1/2/17).  

Parásitos 

Para los ensayos biológicos se utilizaron taquizoítos de Toxoplasma gondii de la cepa RH, los cuales se 

mantuvieron mediante pases intraperitoneales en ratones macho CD1, inoculando al ratón con un millón de 

taquizoítos contenidos en 200 mL del buffer PBS. La enfermedad se desarrolló después de tres días de la 

inoculación, lo cual se vio reflejado en fatiga respiratoria y en su pelo hirsuto, la eutanasia se realizó por 

dislocación cervical. Posteriormente, se realizó una incisión de la piel en condiciones estériles con la finalidad 

de exponer el peritoneo, se realizaron dos lavados intraperitoneales con 5 y 3 mL de una solución de PBS. Una 

vez extraídos los taquizoítos se centrifugaron durante 10 min a 250g, se decantó el PBS para eliminar restos 

de macrófagos y se conservaron los taquizoítos purificados suspendidos en 1 mL de PBS. Los parásitos se 

contabilizaron en una cámara de Neubauer a partir de una dilución 1:100 en PBS. Los ensayos se realizaron 

dentro de las 4 h posteriores al aislamiento del parásito. 
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Viabilidad celular en taquizoítos de Toxoplasma gondii 

La viabilidad de los parásitos fue determinada por microscopía de fluorescencia a partir de la tinción con 

SYTOXTM Green, utilizando sulfadiazina como referencia. Un millón de taquizoítos purificados se incubaron 

durante 1 h a temperatura ambiente con disoluciones en PBS de los compuestos de coordinación, las sales 

metálicas de partida o los ligantes libres en concentraciones de 40, 20, 10, 5 y 2.5 M, en un volumen final de 

1 mL. Después del tiempo de incubación las muestras se centrifugaron durante 10 min a 250g, se retiró el 

medio y se añadió el colorante SYTOXTM Green para teñir y contabilizar a los parásitos muertos. A partir de 

las gráficas de viabilidad vs concentración se realizó una regresión de Boltzmann para determinar los valores 

de concentración inhibitoria media (IC50). Los ensayos se realizaron por triplicado. 

Perfil farmacológico y toxicidad aguda 

De acuerdo con los resultados de viabilidad de los taquizoítos de T. gondii se determinó la dosis letal media 

(LD50) de los compuestos de coordinación [Cu(onz)2Cl2] y [Cu(onz)2Br2], a partir de una disolución madre de 

25 mg/mL en agua para inyectables. En el caso del compuesto [Cu(onz)2Br2] se añadió 1% de DMSO. 

Se realizó un perfil farmacológico aplicando dosis de 1, 10 y 100 mg/Kg a cuatro ratones por dosis. Para 

los ensayos de toxicidad aguda se utilizaron cinco ratones para cada dosis de 10, 50, 75, 100 y 200 mg/Kg por 

compuesto, todos los animales se observaron por lo menos dos veces al día para determinar dolor o mortalidad. 

Las siguientes categorías fueron utilizadas como signos del dolor en el criterio de eutanasia, utilizando la escala 

Grimace: peso corporal, apariencia, constantes vitales, comportamiento espontáneo y comportamiento en 

respuesta a estímulos, considerando valores de corte de 10 para el punto final humanitario. Con los datos 

obtenidos se realizó un estudio estadístico de sobrevida Probit para calcular los valores de LD50 utilizando el 

programa estadístico Prism 13.0 y SPSS 29.0 [63-64]. Se realizaron observaciones clínicas detalladas de los 

ratones a las 24 h, 7 y 14 días después de la administración.  

Determinación del coeficiente de distribución (Log D7.4)  

Se prepararon disoluciones entre 100 y 10 M de los ligantes libres (cenz, onz) y entre 1000 y 100 M de sus 

respectivos compuestos de coordinación de cobre(II) y zinc(II) en un buffer de MOPS pH = 7.4 como fase 

acuosa y en 1-octanol como fase orgánica. Para cada disolución se obtuvieron los máximos de absorción por 

espectroscopía electrónica (UV-Vis) en max de 320 y 310 nm para las fases acuosa y orgánica, 

respectivamente. A partir de estos máximos se trazaron curvas de calibración (absorbancia vs concentración) 

para obtener los coeficientes de extinción molar en agua (εa) y en octanol (εoc) de acuerdo a la ley de Beer-

Lambert.  
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Para obtener los valores de Log D7.4 se determinó el máximo de absorción de disoluciones 50 M de los 

ligantes libres y 500 M de los compuestos de coordinación en 1-octanol y en buffer. Posteriormente, para 

permitir el reparto, ambas fases se mezclaron y se mantuvieron en agitación durante 3 h a 25°C. Finalmente, 

la mezcla se centrifugó a 400g y se determinó la concentración de compuesto en cada fase por espectroscopía 

electrónica. Los ensayos se realizaron por triplicado. 

Estudios de unión al ADN 

Los estudios de interacción de los compuestos con ADN se realizaron en el Departament de Química 

Inorgànica i Orgànica, Secció Química Inorgànica en la Universitat de Barcelona.  

Para los estudios de unión al ADN se utilizaron las técnicas de espectroscopía electrónica (UV-Vis), 

fluorescencia y dicroísmo circular (DC). La concentración de ADN de timo de ternera (ct-ADN) se determinó 

a partir de su absorción a 260 nm y su coeficiente de absortividad molar 6600 M-1cm-1 (concentración de 

nucleobases).  

Se prepararon disoluciones madre 1 mM de cada compuesto de coordinación de cenz y onz en un buffer de 

cacodilato/NaCl (1 mM de ácido cacodílico y 20 mM de NaCl) a pH = 7.25. Las muestras finales contenían 

DMSO al 0.2%.  

Espectroscopía electrónica UV-Vis 

Se realizaron titulaciones con incrementos en la concentración de ct-ADN (0 - 25 Mb) a disoluciones de 

los compuestos de coordinación 10 M en un volumen final de 2 mL. Cada muestra fue incubada durante 1 h 

a 37 °C, después de este periodo se colectaron los espectros electrónicos en un espectrofotómetro Varian 

CARY 100 Scan. A partir de los máximos de absorción de la transferencia de carga a 320 nm se obtuvieron 

los valores de la constante de unión intrínseca Kb.  

Espectroscopía de fluorescencia 

Para los estudios por espectroscopía de fluorescencia, se prepararon muestras que contenían ct-ADN           

(15 Mb) con los aglutinantes bromuro de etidio (EB) o Hoechst 33258 (75 M) en un buffer de 

cacodilato/NaCl. Las muestras se incubaron durante 30 min a 37 °C para permitir la unión del respectivo 

colorante al ADN. Posteriormente, se añadieron cantidades crecientes de compuestos de coordinación                 

(0 - 50 M) en un volumen final de 2 mL, las muestras finales se incubaron a 37 °C durante 1 h. Los espectros 

de fluorescencia se colectaron en un espectrofotómetro iHR320 HORIBA JOBIN YVON a temperatura 
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ambiente con una longitud de onda de excitación (ex) de 514 nm para los ensayos con EB y de 350 nm para 

las muestras que contenían Hoechst 33258. 

Dicroísmo circular 

Para los estudios de dicroísmo circular (DC) se prepararon muestras de ct-ADN (25 Mb) en un buffer de 

cacodilato/NaCl y se incubaron durante 1 h a 37 °C con concentraciones crecientes (0 - 50 M) de compuestos 

de coordinación. Los espectros de DC se colectaron a temperatura ambiente en un espectropolarímetro JASCO-

815 con una lámpara de arco de xenón de 450 W utilizando celdas de cuarzo con un paso óptico de 5 mm. El 

compartimento de la celda se purgó con N2 antes de cada uso.  

Ensayos de electroforesis en gel  

Los ensayos de electroforesis se realizaron en gel de agarosa 1.5% disuelta en un buffer de TBE 1X, utilizando 

el plásmido de ADN pBR322 (15 µMpb). El plásmido se incubó durante 1 h a 37 °C con concentraciones de 10 

y 50 M de los compuestos de coordinación en presencia y ausencia de ácido ascórbico (50 M) como agente 

reductor y H2O2 como generador de especies reactivas de oxígeno (ROS) en un volumen final de 20 L. Las 

muestras se cargaron en el gel con 4 L de tampón de carga (5 mM de xilencianol y 30% glicerol) y se realizó 

la electroforesis usando TBE 1X a 100 V durante 1 h con un tanque horizontal Bio-Rad 6,25 V cm−1 conectado 

a una fuente de poder CONSORT EV231. Posteriormente, el gel se tiñó con SYBR™ Safe durante una noche 

y las imágenes se adquirieron al día siguiente en un reproductor Gel Doc EZ (Bio-Rad), los resultados se 

trataron en el programa Image Lab 6.1. El compuesto de corte de ADN [Cu(phen)2(H2O)](NO3)2 se utilizó 

como referencia. 

Estudios electroquímicos por voltamperometría cíclica 

Los análisis de voltamperometría cíclica se llevaron a cabo en el Departamento de Química del Centro de 

Investigación y Estudios Avanzados del IPN. 

Para las mediciones de voltamperometría cíclica se utilizó una celda de tres electrodos. El electrodo de 

trabajo fue de carbón vítreo de 3 mm de diámetro, pulido a espejo con alúmina en polvo 0.05 µm; el electrodo 

auxiliar fue una malla de platino y como electrodo de referencia se utilizó un electrodo de calomel saturado 

(SCE) que se conectó a la solución de trabajo a través de un puente salino que contenía acetonitrilo anhidro y 

TBAPF6 0.1 M como electrolito soporte. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente manteniendo 

una atmósfera de argón sobre las disoluciones de trabajo.   
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Capítulo 6 Resultados de caracterización estructural 

En este capítulo se presentan los resultados de la caracterización estructural por análisis elemental, 

espectroscopía de infrarrojo, espectroscopía electrónica en estado sólido y en disolución acuosa, momento 

magnético efectivo, conductividad eléctrica molar, resonancia magnética nuclear de 1H, y difracción de rayos 

X de monocristal, de los compuestos de coordinación sintetizados con los ligantes 1-metil-5-nitroimidazol 

(1mnz), 1-(2-cloroetil)-2-metil-5-nitroimidazol (cenz) y 1-(3-cloro-2-hidroxipropil)-2-metil-5-nitroimidazol 

(onz). 

Análisis elemental 

En la Tabla 1, se presenta la fórmula mínima propuesta a partir de los resultados del análisis elemental para 

cada uno de los compuestos de coordinación sintetizados. Se puede observar que para los compuestos de 

cobre(II) con el ligante 1mnz los valores ajustan para tres ligantes y dos átomos de halógeno por metal. Para 

el resto de los compuestos los valores ajustan para dos ligantes de 5-nitroimidazol y dos átomos de halógeno 

por centro metálico. 

Tabla 1. Análisis elemental experimental y calculado de los compuestos de coordinación. 

No. Fórmula Fórmula mínima %Cexp/%Ccalc %Hexp/%Hcalc %Nexp/%Ncalc 

1 [Cu(1mnz)3Cl2] C8H10N6O4Cl2Cu 27.51/27.95 2.85/2.93 24.97/24.44 

2 [Cu(1mnz)3Br2] C8H10N6O4Br2Cu 23.09/23.83 2.18/2.50 20.11/20.84 

3 [Zn(1mnz)2Cl2] C8H10N6O4Cl2Zn 24.55/24.61 2.62/2.58 21.28/21.52 

4 [Zn(1mnz)2Br2] C8H10N6O4Br2Zn 20.08/20.04 2.12/2.10 17.30/17.53 

5 [Cu(cenz)2Cl2] C12H16N6O4Cl4Cu 27.95/28.05 3.20/3.14 15.86/16.36 

6 [Cu(cenz)2Br2] C12H16N6O4Cl2Br2Cu 23.73/23.92 2.69/2.68 13.68/13.95 

7 [Zn(cenz)2Cl2] C12H16N6O4Cl4Zn 27.71/27.96 3.47/3.13 15.66/16.30 

8 [Zn(cenz)2Br2] C12H16N6O4Cl2Br2Zn 23.49/23.85 2.90/2.67 13.35/13.90 

9 [Cu(onz)2Cl2] C14H20N6O6Cl4Cu 29.45/29.31 3.61/3.51 14.86/14.65 

10 [Cu(onz)2Br2] C14H20N6O6Cl2Br2Cu 25.53/25.38 3.59/3.04 12.40/12.68 

11 [Zn(onz)2Cl2] C14H20N6O6Cl4Zn 28.99/29.22 3.85/3.50 14.52/14.60 

12 [Zn(onz)2Br2] C14H20N6O6Cl2Br2Zn 25.52/25.31 3.28/3.03 12.80/12.65 
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Espectroscopía de infrarrojo 

En los espectros de infrarrojo de los compuestos de coordinación el desplazamiento de la banda de vibración 

(C=N) fue indicativo de la coordinación de cada ligante al centro metálico a través del nitrógeno del anillo de 

imidazol. Para el ligante 1mnz esta banda se observó en 1518 cm-1 y entre 1535-1537 cm-1 para sus compuestos 

de coordinación, en el caso del ligante cenz esta banda se presentó en 1520 cm-1 y entre 1548-1560 cm-1 para 

sus derivados, finalmente el ligante onz mostró esta vibración en 1536 cm-1 y sus compuestos de coordinación 

entre 1552-1559 cm-1. Las bandas de vibración (NCN) y (C-N) exhiben desplazamientos que corroboran la 

coordinación del ligante observados entre 1425-1476 cm-1 para (NCN) y entre 1270- 1274 cm-1 para (C-N). 

Por otro lado, para los ligantes 1mnz, cenz y onz la banda de vibración asimétrica del grupo nitro (NO2)as se 

observó en 1480, 1458 y 1466 cm-1 respectivamente, en los compuestos de coordinación se obtuvieron 

desplazamientos mayores a 12 cm-1, lo cual se debe a interacciones no covalentes que se corroboraron a través 

de difracción de rayos X (pag. 42-49). 

En la Figura 12 se muestran como ejemplo los espectros de infrarrojo de los compuestos de coordinación 

[Cu(1mnz)2Cl2], [Cu(cenz)2Br2] y [Zn(onz)2Br2] comparados con los respectivos ligantes, indicando en cada 

caso la posición de las bandas más importantes. Los espectros de todos los compuestos de coordinación se 

presentan en el ANEXO I. En la Tabla 2 se comparan las vibraciones observadas para los ligantes libres y los 

compuestos de coordinación.  
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Figura 12. Espectros de infrarrojo por ATR representativos de cada ligante estudiado (línea discontinua) 

y sus compuestos de coordinación (línea continua). (Continúa) 
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Figura 12. (Continuación) Espectros de infrarrojo por ATR representativos de cada ligante estudiado (línea 

discontinua) y sus compuestos de coordinación (línea continua). 
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Tabla 2. Comparación de las vibraciones relevantes observadas en espectroscopía de IR en cm-1 para los 

ligantes y los compuestos de coordinación.  

No. Compuesto (C=N) (NO2)as (NCN) (NO2)s (C-N) (N-O) 

 1mnz 1518 1480 1460 1355 1261 1158 

1 [Cu(1mnz)3Cl2]· 1535 1492 1476 1365 1271 1156 

2 [Cu(1mnz)3Br2] 1536 1493 1474 1363 1273 1159 

3 [Zn(1mnz)2Cl2] 1537 1493 1467 1371 1274 1163 

4 [Zn(1mnz)2Br2] 1535 1495 1467 1371 1273 1163 

 cenz 1520 1458 1422 1366 1259 1190 

5 [Cu(cenz)2Cl2] 1560 1481 1425 1363 1271 1186 

6 [Cu(cenz)2Br2] 1548 1470 1435 1361 1271 1194 

7 [Zn(cenz)2Cl2] 1554 1480 1420 1360 1269 1188 

8 [Zn(cenz)2Br2] 1558 1478 1422 1375 1269 1188 

 onz 1536 1466 1422 1360 1269 1190 

9 [Cu(onz)2Cl2] 1556 1478 1425 1367 1272 1191 

10 [Cu(onz)2Br2] 1556 1476 1425 1365 1270 1189 

11 [Zn(onz)2Cl2] 1559 1480 1427 1369 1272 1192 

12 [Zn(onz)2Br2] 1558 1480 1427 1368 1270 1191 

 

En los espectros de infrarrojo lejano de los compuestos de coordinación se pudo apreciar la banda de 

vibración (M-N) por debajo de 250 cm-1 debida a la coordinación del átomo de nitrógeno del anillo de 

imidazol al centro metálico, para el compuesto [Cu(cenz)2Br2] está banda se traslapa con la banda de vibración 

(Cu-Br) en 212 cm-1. En la Tabla 3 se resume la posición de las bandas de todos los compuestos de 

coordinación.  

Tabla 3. Bandas de vibración en cm-1 observadas por espectroscopía de infrarrojo lejano.  

Compuesto (M-Cl) (M-N) Compuesto (M-Br) (M-N)

[Cu(1mnz)3Cl2] 352 237 [Cu(1mnz)3Br2] 250 237 

[Zn(1mnz)2Cl2] 334, 311 247 [Zn(1mnz)2Br2] 261, 245 202 

[Cu(cenz)2Cl2] 326, 276 231 [Cu(cenz)2Br2] 212, 199 212 

[Zn(cenz)2Cl2] 332, 296 242 [Zn(cenz)2Br2] 270, 251 213 

[Cu(onz)2Cl2] 317, 273 228 [Cu(onz)2Br2] 224, 185 250 

[Zn(onz)2Cl2] 331, 294 238 [Zn(onz)2Br2] 275, 249 244 

 

En 352 cm-1 y 250 cm-1 se observó una banda para los compuestos [Cu(1mnz)3Cl2]·y [Cu(1mnz)3Br2], 

respectivamente, debida a la presencia de la vibración permitida para el enlace metal-halógeno (M-X) en la 

geometría de pirámide de base cuadrada con isomería trans [65,66].  
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Para el resto de los compuestos de coordinación se observaron los modos normales de vibración permitidos 

debidos a los enlaces metal-halógeno (M-X) en una geometría tetraédrica [65,67]. En la Figura 13 se muestran 

ejemplos de los espectros de infrarrojo lejano y en al ANEXO II se presentan los espectros restantes.  
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Figura 13. Espectros de infrarrojo lejano por ATR representativos de los compuestos de coordinación 

(Continúa). 
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Figura 13. (Continuación) Espectros de infrarrojo lejano por ATR representativos de los compuestos de 

coordinación. 

Espectroscopía electrónica en estado sólido y momento magnético efectivo 

Para todos los compuestos de cobre(II) se determinaron los espectros electrónicos por reflectancia difusa 

(Figura 14). Para los compuestos [Cu(1mnz)3Cl2] y [Cu(1mnz)3Br2] se observó una transición electrónica 

centrada en 13650 cm-1 y 13600 cm-1, respectivamente, la cual corresponde a un átomo de cobre(II) 

pentacoordinado. Mediante la técnica de difracción de rayos X en monocristal que se describirá más adelante, 

fue posible determinar que la geometría corresponde a un intermedio entre una bipirámide trigonal y una 

pirámide de base cuadrada. En los espectros también se pueden observar las respectivas bandas de transferencia 

de carga centradas en 28510 cm-1 y 25050 cm-1. 

Los compuestos de coordinación con el ligante cenz, [Cu(cenz)2Cl2] y [Cu(cenz)2Br2], presentaron una 

banda centrada en 12580 cm-1 y 12140 cm-1, respectivamente, las cuales corresponden a un átomo de cobre(II) 

en una geometría tetraédrica. Las bandas de transferencia de carga se observan en 23230 cm-1 para el compuesto 

con cloro y en 23900 cm-1 para el compuesto bromado. Los compuestos con el ligante onz, [Cu(onz)2Cl2] y 

[Cu(onz)2Br2] también presentaron la banda de transición electrónica del cobre(II) tetraédrico en 12560 cm-1 y 

en 12450 cm-1, respectivamente. Las bandas de transferencia de carga para cada compuesto fueron asignadas 

en 27530 cm-1 y 24750 cm-1.  
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En la Figura 14 se puede observar que las bandas de los espectros electrónicos presentan hombros, esto se 

debe a que por lo general, los compuestos de coordinación tetracoordinados de cobre(II) presentan una 

distorsión en la geometría entre un tetraedro y un plano cuadrado [68]. Esta distorsión geométrica se corroboró 

mediante la técnica de difracción de rayos X en monocristal para el compuesto [Cu(cenz)2Cl2]. 
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Figura 14. Espectros electrónicos por reflectancia difusa de los compuestos de coordinación de cobre(II). 
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El momento magnético efectivo obtenido para los compuestos [Cu(1mnz)3Cl2] (1.85 MB), [Cu(1mnz)3Br2] 

(1.93 MB), [Cu(cenz)2Cl2] (2.07 MB), [Cu(cenz)2Br2] (1.86 MB), [Cu(onz)2Cl2] (1.81 MB) y [Cu(onz)2Br2] 

(1.99 MB), se encuentra dentro del intervalo esperado para compuestos de cobre(II), debido a la presencia de 

un solo electrón desapareado [69]. 

Estudios de estabilidad en disolución 

Se realizaron estudios de estabilidad en disolución mediante espectroscopía electrónica para los compuestos 

de cobre(II) [Cu(cenz)2Cl2], [Cu(cenz)2Br2], [Cu(onz)2Cl2] y [Cu(onz)2Br2] en los buffer utilizados para los 

ensayos de actividad antiparasitaria (PBS, pH = 7.4), coeficiente de distribución (MOPS 10-2 M, pH = 7.4) y 

unión al ADN (ácido cacodílico 1 mM / NaCl 20 mM, pH = 7.25) en un intervalo de tiempo de 0 a 24 h y 

manteniendo una concentración de 5 mM de compuesto. De igual manera, se realizó un estudio por 4 h en el 

disolvente 1-octanol. En la Figura 15 se muestra como ejemplo el estudio para el compuesto [Cu(cenz)2Br2] y 

la comparación de las bandas en los diferentes buffer. 
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Figura 15. Espectros electrónicos en disolución obtenidos para el compuesto [Cu(cenz)2Br2] 5 mM,      

(a) en MOPS 10-2 M pH = 7.4 durante 24 h, (b) comparación en de las bandas obtenidas en PBS, cacodilato y 

MOPS, (c) espectros obtenidos en 1-octanol durante 4 h. 
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Los espectros electrónicos obtenidos en los buffer mostraron una banda centrada entre 800-810 nm (12500-

12340 cm-1) debida a la transición electrónica d-d del átomo de cobre(II), la cual se mantuvo constante en todo 

el intervalo de tiempo estudiado (Figura 15). El comportamiento observado nos indica que la geometría 

tetraédrica observada en estado sólido se conserva en disolución durante 24 h, por lo que estos compuestos son 

óptimos para su estudio en disolución para cada técnica. 

Adicionalmente, se realizó el estudio en una disolución de 1-octanol; en este caso, las señales se encontraron 

desplazadas entre 880-890 nm (11235-11363 cm-1) este comportamiento se debe a efectos solvatocrómicos por 

la presencia del disolvente. Sin embargo, la geometría del metal sigue siendo tetraédrica. 

Debido a que el átomo de zinc(II) no presenta transiciones electrónicas d-d, los estudios de determinación 

de coeficiente de distribución y unión al ADN por UV-Vis se realizaron estudiando la banda de transferencia 

de carga, al igual que para los compuestos de cobre(II) con la finalidad de hacer una comparación adecuada 

(Figura 16). Para los compuestos de cobre(II) [Cu(cenz)2Cl2], [Cu(cenz)2Br2], [Cu(onz)2Cl2], [Cu(onz)2Br2] y 

los compuestos de zinc(II) [Zn(cenz)2Cl2], [Zn(cenz)2Br2], [Zn(onz)2Cl2] y [Zn(onz)2Br2] la transferencia de 

carga se obtuvo centrada en 320 nm para las disoluciones en MOPS y en 310 nm para las disoluciones en 1-

octanol 
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Figura 16. Espectros electrónicos en disolución de MOPS 10-2 M pH = 7.4 y en 1-octanol de los 

compuestos (500 μM) a) [Zn(onz)2Br2] y b) [Cu(onz)2Br2]. 
 

Los compuestos de cobre(II) y zinc(II) con los ligantes cenz y onz fueron seleccionados para continuar con 

el estudio sobre la actividad antiparasitaria, los coeficientes de distribución, unión al ADN y voltamperometría 

cíclica; debido a la estabilidad que presentaron en disolución de los diferentes buffers y en 1-octanol . 

Por otro lado, los compuestos [Cu(1mnz)3Cl2] y [Cu(1mnz)3Br2] no mostraron ser estables en disolución, 

ya que durante el estudio se observó más de una banda, posiblemente por cambios en el número de coordinación 

del centro metálico, de un compuesto pentacoordinado a un compuesto tetraédrico (Figura 17). Además, 
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después de un periodo de tiempo las disoluciones preparadas comenzaban a mostrar la presencia de precipitado. 

Finalmente, los compuestos de [Zn(1mnz)2Cl2] y [Zn(1mnz)2Cl2] no fueron solubles en agua, debido a este 

comportamiento no se continuó con el análisis biológico y fisicoquímico de los derivados del ligante 1mnz.  
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Figura 17. Espectros electrónicos en disolución acuosa (5 mM) para los compuestos [Cu(1mnz)3Cl2] y 

[Cu(1mnz)3Cl2]. 

 

Resonancia magnética nuclear 

Se realizaron estudios de resonancia magnética nuclear de protón (1H-RMN) en DMSO-d6 a 400 MHz de los 

tres ligantes libres 1mnz, cenz y onz, y de sus respectivos compuestos de coordinación con zinc(II) 

[Zn(1mnz)2Cl2], [Zn(1mnz)2Br2], [Zn(cenz)2Cl2], [Zn(cenz)2Br2], [Zn(onz)2Cl2] y [Zn(onz)2Br2].  

En el espectro del ligante 1mnz se observó un singulete en 3.30 ppm que corresponde al grupo metilo (H6), 

en 7.42 ppm se observó un singulete que integra para dos protones que corresponden a los dos hidrógenos 

aromáticos H2 y H4 (ANEXO III). En la Figura 18 se puede observar que para el compuesto de coordinación 

[Zn(1mnz)2Cl2] es posible distinguir las dos señales para cada protón, lo mismo sucede con el compuesto 

[Zn(1mnz)2Br2] (ANEXO III). 

Para el ligante cenz (ANEXO III) se observaron cuatro señales; en 2.47 ppm se encuentra un singulete que 

integra para tres protones correspondiente al grupo metilo del imidazol (H6), en 3.96 y 4.62 ppm se observan 

los dos tripletes del grupo etilo H8 y H7, respectivamente, con constantes de acoplamiento a tres enlaces de 

distancia 3J = 3.96 Hz y en 8.02 ppm se observa la señal de singulete del protón del imidazol (H4).  

En ambos casos, el desplazamiento del protón aromático H4 fue indicativo de la coordinación de los ligantes 

1mnz y cenz al centro metálico, en la Tabla 4 se comparan los desplazamientos observados en los compuestos 

de coordinación y en la Figura 18 se muestran como ejemplo los espectros de los compuestos [Zn(1mnz)2Cl2] 

y [Zn(cenz)2Cl2] los espectros de RMN de los ligantes libres y de los compuestos de coordinación con bromo 

se presentan en el ANEXO III.  
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(a)    

 

(b)    

Figura 18. Espectros de 1H-RMN de para los compuestos de coordinación (a) [Zn(1mnz)2Cl2] y  

(b) [Zn(cenz)2Cl2] en DMSO-d6 a 400 MHz. 
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Tabla 4. Desplazamiento químico encontrado en 1H-RNM en DMSO-d6 a 400 MHz para el protón H4, 

de los ligantes libres y sus compuestos de coordinación de zinc(II).  

Compuesto 
H4  

(ppm) 
Compuesto 

H4 

(ppm) 
Compuesto 

H4 

(ppm) 

1mnz 7.42 cenz 8.02 onz 8.03 

[Zn(1mnz)2Cl2] 7.49 [Zn(cenz)2Cl2] 8.15 [Zn(onz)2Cl2] 7.97 

[Zn(1mnz)2Br2] 7.50 [Zn(cenz)2Br2] 8.17 [Zn(onz)2Br2] 7.98 

 

Para el ligante onz las asignaciones de los protones (Figura 19) se realizaron con ayuda de un espectro de 

13C-RMN y un espectro en dos dimensiones de HSQC presentados en el ANEXO III. En 2.453 ppm se puede 

observar un singulete que integra para tres protones (H6) correspondientes al grupo metilo en el imidazol. 

Los dos protones de la posición 9 se pudieron distinguir y fueron etiquetados como H9A y H9B. El protón 

H9A se observan como un doble de dobles; el doblete que corresponde a su acoplamiento con H9B se encuentra 

centrado en 4.205 y 4.182 ppm y su constante de acoplamiento corresponde a 2J = 9.2 Hz, cada una de estas 

señales se desdobla debido a la interacción con el protón H8 con una constante a 3 enlaces de distancia de         

3J = 3.2 Hz. El protón H9B también es un doble de dobles centrado en 4.554 y 4.530 ppm con un valor de          

2J = 9.6 Hz debido a su acoplamiento con H9A, mientras que la constante de acoplamiento con el protón H8 

es de 3J = 1.6 Hz. 

Por otro lado, los dos protones de la posición 7 también fueron distinguibles y etiquetados como H7A y 

H7B. El protón H7A es un doblete centrado en 3.6805 y 3.6615 ppm y para el protón H7B se centra en 3.7285 

y 3.7095 ppm el valor de la constante de acoplamiento debido a la interacción entre ambos protones 

corresponde a 2J = 7.6 Hz. Cada una de estas señales presenta un desdoblamiento debido al acoplamiento de 

H7A y H7B con H8, la constante de acoplamiento a tres enlaces de distancia es 3J = 3.6 Hz. 

La señal del protón del grupo alcohol –OH se observa como un doblete centrado en 5.659 ppm con un valor 

de 3J = 3.6 Hz por su acoplamiento con H8. En 8.026 se encuentra el singulete del protón H4 del anillo del 

imidazol, el cual fue indicativo de la coordinación del ligante onz al centro metálico de zinc(II) desplazándose 

a menor frecuencia para los compuestos de coordinación (Tabla 4, ANEXO III). 

En la zona de 4.005 y 3.968 ppm se ubica un multiplete que integra para uno correspondiente al protón H8, 

en este caso no es posible distinguir todos sus acoplamientos con los protones H9A, H9B, H7A, H7B y con el 

grupo –OH, debido a que las señales se encuentran traslapadas.  

 



 

39 

 

 (a)    

(b)    

Figura 19. Espectro de 1H-RMN del ligante onz en DMSO-d6 a 400 MHz (a) completo y (b) acercamientos. 
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Estructuras químicas de los compuestos de coordinación obtenidos 

De acuerdo con los resultados de caracterización estructural por análisis elemental, espectroscopía de IR, 

espectroscopía electrónica en estado sólido y disolución, susceptibilidad magnética y 1H-RMN se propone que 

los compuestos de coordinación [Zn(1mnz)2Cl2], [Zn(1mnz)2Br2], [Cu(cenz)2Cl2], [Cu(cenz)2Br2], 

[Zn(cenz)2Cl2], [Zn(cenz)2Br2], [Cu(onz)2Cl2], [Cu(onz)2Br2], [Zn(onz)2Cl2] y [Zn(onz)2Br2] presentan una 

geometría tetraédrica para cada centro metálico. En todos los casos, la esfera de coordinación consiste en dos 

átomos de halógeno (Cl o Br) y dos moléculas de ligante 5-nitroimidazol coordinados a través del átomo de 

nitrógeno aromático como se muestra en la Figura 20. 

Para los compuestos [Cu(1mnz)3Cl2] y [Cu(1mnz)3Br2] la esfera de coordinación consiste en dos átomos de 

halógeno (Cl o Br) y tres moléculas de ligante 1mniz coordinadas a través del átomo de nitrógeno del imidazol.  

 

Figura 20. Estructuras propuestas para los compuestos de coordinación obtenidos.  

Las estructuras de los compuestos de coordinación [Cu(1mnz)3Cl2], [Cu(1mnz)3Br2], [Zn(1mnz)2Br2], 

[Cu(cenz)2Cl2] y [Zn(cenz)2Cl2] se corroboraron a partir de la técnica de difracción de rayos X en monocristal 

discutida en la siguiente sección.  
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Difracción de rayos X de monocristal 

En esta sección se describe el análisis de las estructuras cristalinas obtenidas mediante difracción de rayos X 

en monocristal para los compuestos [Cu(1mnz)3Cl2], [Cu(1mnz)3Br2], [Zn(1mnz)2Br2], [Cu(cenz)2Cl2] y 

[Zn(cenz)2Cl2], los datos cristalográficos completos se presentan en el ANEXO IV.  Para el análisis de las 

interacciones lp···π y lp···hueco π que estabilizan la red cristalina, se consideró que las distancias estuvieran 

por debajo de la suma de radios de van der Waals de los siguientes átomos involucrados: carbono (1.70 Å), 

nitrógeno (1.55 Å), oxígeno (1.52 Å), cloro (1.75 Å) y bromo (1.85 Å) [70], los puentes de hidrógeno se 

asignaron de acuerdo a las distancias y ángulos reportados en la literatura [71].  

Compuestos pentacoordinados [Cu(1mnz)3Cl2] y [Cu(1mnz)3Br2]: 

Los compuestos de coordinación [Cu(1mnz)3Cl2] y [Cu(1mnz)3Br2] son isoestructurales, ambos se obtuvieron 

en un sistema cristalino triclínico con grupo espacial P1̅ y dos moléculas en la celda unitaria. En cada 

compuesto se tiene un átomo de cobre(II) pentacoordinado, donde la esfera de coordinación consiste en dos 

átomos de halógeno (Cl o Br) y tres moléculas de 1mnz unidas a través del átomo de nitrógeno del anillo de 

imidazol, dos de ellas se encuentran en posición trans (Figura 21).  

(a) (b)  

Figura 21. Representación ORTEP al 50% de probabilidad para las estructuras cristalinas de los 

compuestos (a) [Cu(1mnz)3Cl2] y (b) [Cu(1mnz)3Br2].  

Para determinar la geometría presente en compuestos pentacoordinados se realiza el cálculo del parámetro 

τ a partir de la ecuación 1; dónde β y α corresponden a los dos ángulos más grandes en torno al centro metálico 

(Tabla 5):  

𝜏 =
(𝛽−𝛼)

60
  Ecuación 1  
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Cuando este parámetro es cercano a 1 es indicativo de una geometría de bipirámide trigonal (bpt), mientras 

que un valor cercano a 0 se debe a una geometría de pirámide de base cuadrada (pbc) [72]. Para el compuesto 

[Cu(1mnz)3Cl2] se obtuvo un valor de τ = 0.51 ( = 177.3, = 147.0) y para [Cu(1mnz)3Br2] τ = 0.47                   

( = 177.5, = 149.03), lo cual indica la presencia de una geometría intermedia entre bpt y pbc.  

En la Tabla 5 se enlistan las distancias de enlace en torno al metal para ambos compuestos, se observa que 

los átomos de nitrógeno que se encuentran en posiciones trans son los más cercanos al cobre(II) (2.008(2) Å) 

mientras que el tercer anillo está más alejado (2.153(3) Å). En cuanto a los halógenos presentes, como es de 

esperarse los átomos de cloro (2.3320(5) Å) presentan menor distancia de enlace que los átomos de bromo 

(2.4956(6) Å).  

Tabla 5. Distancias de enlace (Å) y ángulos (°) alrededor del átomo de cobre(II) para los compuestos 

[Cu(1mnz)3Cl2] y [Cu(1mnz)3Br2], la desviación estándar se indica entre paréntesis.  

Distancias [Cu(1mnz)3Cl2] [Cu(1mnz)3Br2] Ángulos [Cu(1mnz)3Cl2] [Cu(1mnz)3Br2] 

Cu1-N3 2.181(2) 2.153(3) N3-Cu1-N3B 90.4(1) 90.62(6) 

Cu1-N3B 2.003(1) 2.005(2) N3-Cu1-N3C 92.1(1) 90.32(6) 

Cu1-N3C 2.008(1) 2.008(2) N3-Cu1-X1 107.33(7) 108.17(4) 

Cu1-X1 2.3018(5) 2.4515(5) N3-Cu1-X2 105.53(7) 102.73(4) 

Cu1-X2 2.3320(5) 2.4956(6) N3B-Cu1-N3C 177.3(1) 177.50(6) 

   X1-Cu1-X2 147.00(2) 149.03(2) 

(X = Cl o Br) 

 

El empaquetamiento cristalino para ambos compuestos es similar, por lo que se discute únicamente el 

análisis para [Cu(1mnz)3Br2]. En la Figura 22 se puede observar que hay una interacción intermolecular par 

libre···π (lp···π) entre un oxígeno del grupo nitro y un anillo de imidazol de la molécula vecina, esta interacción 

es fuerte debido a que se encuentra por debajo de la suma de radios de van der Waals del átomo de oxígeno y 

el átomo de carbono o el átomo de nitrógeno [70]. Por otro lado, el compuesto también estabiliza puentes de 

hidrógeno débiles entre un átomo de bromo coordinado y el hidrógeno de la posición 2 del imidazol; así como, 

entre un oxígeno del grupo nitro y el hidrógeno aromático H4. 
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 (a)  

(b) (c)  

Figura 22. Interacciones no covalentes y arreglos supramoleculares del compuesto [Cu(1mnz)3Br2] vistos 

desde los diferentes ejes, en cada caso se indica la distancia y el ángulo de la interacción.  
 

Compuestos tetracoordinado s[Zn(1mnz)2Br2], [Zn(cenz)2Cl2] y [Cu(cenz)2Cl2]:  

El compuesto [Zn(1mnz)2Br2] cristalizó en un sistema monoclínico con grupo espacial Cm y dos moléculas en 

la celda unitaria. Por otro lado, el compuesto [Zn(cenz)2Cl2] se obtuvo en un sistema cristalino ortorrómbico 

con grupo espacial Cmc21 y cuatro moléculas en la celda unitaria. Ambos compuestos son tetracoordinados en 

los cuales hay dos átomos de halógeno (Br o Cl) coordinados al metal y dos moléculas de 5-nitroimidazol 

(1mnz o cenz) se unen mediante los átomos de nitrógeno del imidazol y están reflejadas a través de un plano 

de simetría (Figura 23).  
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(a)     (b)  

Figura 23. Representación ORTEP de las estructuras cristalinas para los compuestos (a) [Zn(1mnz)2Br2], 

y (b) [Zn(cenz)2Cl2] con elipsoides al 50% de probabilidad.  

Para compuestos tetracoordinados el cálculo del parámetro τ4 nos permite distinguir entre las geometrías; 

tetraédrica (τ4 =1) y plano cuadrado (τ4 = 0) alrededor del metal a partir de ecuación 2, dónde α y β corresponden 

a los dos ángulos más grandes [73]:  

𝜏4 =
360−(𝛼+𝛽)

141
   Ecuación 2 

Para el compuesto [Zn(1mnz)2Br2] se obtuvo un valor de τ4 = 0.92 ( = 118.89, = 110.8) y para 

[Zn(cenz)2Cl2] τ4  = 0.90 ( = 122.45, = 109.98), los cuales son indicativos de una geometría tetraédrica 

regular. En cuanto a las distancias de enlace, la más pequeña corresponde al enlace de los átomos de nitrógeno 

hacia el metal, seguidas por los átomos de cloro para el compuesto [Zn(cenz)2Cl2] y por bromo para 

[Zn(1mnz)2Br2]. En la Tabla 6 se resumen los ángulos de enlace y las distancias alrededor del átomo de zinc(II) 

para ambos compuestos. 

Tabla 6. Distancias de enlace (Å) y ángulos (°) alrededor del átomo de zinc(II) para los compuestos 

[Zn(1mnz)2Br2] y [Zn(cenz)2Cl2], la desviación estándar se indica entre paréntesis. 

Distancias [Zn(1mnz)2Br2] [Zn(cenz)2Cl2] Ángulos [Zn(1mnz)2Br2] [Zn(cenz)2Cl2] 

Zn1-N3 2.024(12) 2.046(5) N3-Zn1-N3 98.2(7) 106.3(3) 

Zn1-X1 2.334(3) 2.215(2) X1-Zn1-X1 118.89(11) 122.45(10) 

Zn1-X2 2.331(3) 2.240(2) N3-Zn1-X1 110.8(4) 109.98(15) 

   N3-Zn1-X2 108.1(3) 103.45(15) 

 (X = Cl o Br) 
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En la Figura 24c se observa que el empaquetamiento cristalino de [Zn(1mnz)2Br2] se estabiliza por medio 

de una interacción lp···π moderada entre el átomo de bromo coordinado (Br1) y los anillos de imidazol vecinos. 

Por otro lado, se observaron interacciones lp···hueco π fuertes (Figura 24a) entre los grupos nitro de moléculas 

vecinas (O7···C5, O7···N6), esta interacción se conserva desde el empaquetamiento del ligante libre [74]. 

Estudios teóricos del mapa de potencial electrostático han demostrado que estas interacciones son posibles 

debido a la capacidad del grupo nitro para actuar como nucleófilo a través de los pares libres de los átomos de 

oxígeno y como electrófilo debido al hueco π formado entre el átomo de nitrógeno y el átomo de carbono al 

que se encuentra unido [42]. Finalmente, el oxígeno O8 del grupo nitro estabilizó interacciones débiles de 

puente de hidrógeno bifurcadas con el grupo metilo (H9C) y el hidrógeno aromático H2 (Figura 24a); este 

último también interactúa con el átomo de Br2 (Figura 24b). Todas las interacciones observadas son 

intermoleculares.  

(a)  

(b) (c)  

Figura 24. Interacciones no covalentes y arreglos supramoleculares del compuesto [Zn(1mnz)2Br2] vista 

desde los diferentes ejes, en cada caso se indica la distancia y el ángulo de la interacción.  
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Por otro lado, en el empaquetamiento del [Zn(cenz)2Cl2] no se observaron interacciones lp···hueco π debido 

a que tiene una cadena más larga en la posición 1 del imidazol que no permite a los grupos nitro interactuar 

entre ellos. Sin embargo, esta diferencia entre los ligantes, permite que el compuesto [Zn(cenz)2Cl2] tenga una 

fuerte interacción lp···π intermolecular entre el oxígeno O7 del grupo nitro y el sistema π del anillo de imidazol 

(Figura 25b). El resto de las interacciones son muy similares a las observadas en el compuesto [Zn(1mnz)2Br2], 

hay una interacción lp···π formada por el átomo de cloro coordinado y el anillo de imidazol; así como puentes 

de hidrógeno (Figura 25). 

(a) (b)  

(b)  

Figura 25. Interacciones no covalentes y arreglos supramoleculares del compuesto [Zn(cenz)2Cl2] vista 

desde los diferentes ejes, en cada caso se indica la distancia y el ángulo de la interacción.  

Finalmente, el compuesto [Cu(cenz)2Cl2] (Figura 26a) cristalizó en un sistema cristalino ortorrómbico con 

grupo espacial P212121 y cuatro moléculas en la celda unitaria. La esfera de coordinación para este compuesto 

es similar a su análogo con zinc(II) descrito anteriormente. Los ángulos de enlace al metal indican una clara 

distorsión en la geometría (Tabla 7), el cálculo del parámetro τ4 dio un valor de 0.33 ( =158.8, =155.24) lo 

cual corresponde a una geometría que tiende a plano cuadrado distorsionado.  
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(a)  

(b)                (c)  

 

 

 

(d)  

Figura 26.  (a) Representación ORTEP de la estructura cristalina para el compuesto [Cu(cenz)2Cl2] con 

elipsoides al 50% de probabilidad, (b-d) interacciones no covalentes y arreglos supramoleculares, en cada 

caso se indica la distancia y el ángulo de la interacción.  
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Tabla 7. Distancias de enlace (Å) y ángulos (°) alrededor del átomo de cobre(II) para el compuesto 

[Cu(cenz)2Cl2], la desviación estándar se indica entre paréntesis. 

Distancias [Cu(cenz)2Cl2] Ángulos [Cu(cenz)2Cl2] 

Cu1-N3 1.982(7) N3-Cu1-N3A 158.8(3) 

Cu1-N3A 1.991(7) Cl1-Cu1-Cl2 155.24(10) 

Cu1-Cl1 2.242(2) N3-Cu1-Cl1 92.5(2) 

Cu1-Cl2 2.243(2) N3-Cu1-Cl2 89.8(2) 

  N3A-Cu1-Cl1 91.7(2) 

  N3A-Cu1-Cl2 94.97(19) 

 

El empaquetamiento cristalino de este compuesto se estabiliza por interacciones intermoleculares lp···π 

fuertes entre el átomo de oxígeno O18 del grupo nitro y un anillo de imidazol vecino, también se observan 

interacciones de lp···hueco π entre uno de los átomos de cloro coordinados al metal y un grupo nitro de la 

molécula vecina (Figura 26). Finalmente, en el arreglo se pueden observar puentes de hidrógeno débiles entre 

un grupo nitro o un átomo de cloro coordinado hacia el grupo metilo de la posición 2 del anillo de imidazol.  

El estudio de las estructuras cristalinas de los compuestos de coordinación con los ligantes 1mnz y cenz nos 

permitió corroborar que los compuestos de zinc(II) presentan una geometría más regular y un arreglo más 

simétrico comparados con los compuestos de cobre(II) que tienden a ser más planos cuando son 

tetracoordinados, o intermedios (pbc o bpt) para los compuestos pentacoordinados. Como se mencionó en el 

Capítulo 2, este fenómeno ha sido ampliamente observado en proteínas y enzimas, estás características 

geométricas les confieren diferentes actividades biológicas.  

Con el análisis de los empaquetamientos cristalinos se pudo observar la versatilidad del grupo nitro para 

actuar como aceptor o donador de electrones en interacciones relevantes como lp···hueco π o lp···π, además 

de los puentes de hidrógeno clásicos. Estás interacciones son relevantes al momento de que un compuesto 

interactúe con biomoléculas, tanto para estabilizar la estructura como para inhibir su función [68].  
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Capítulo 7 Actividad contra el parásito Toxoplasma gondii 

En este capítulo se abordan los detalles sobre la morfología, el ciclo de vida y las rutas de transmisión del 

parásito Toxoplasma gondii; así como los detalles de la enfermedad toxoplasmosis, generada por este patógeno. 

Por otro lado, se describen los resultados de las pruebas biológicas realizadas para los ligantes cenz y onz y sus 

compuestos de coordinación. 

Toxoplasmosis 

La toxoplasmosis es una enfermedad zoonótica infecciosa ocasionada por el parásito Toxoplasma gondii que 

afecta a humanos y animales de sangre caliente, como aves, gatos, ovejas, perros, vacas y cerdos [75]. Se 

estima que más de un tercio de la población mundial está infectada con este parásito, lo cual genera un gran 

impacto clínico, social y económico alrededor del mundo. En la Figura 27a podemos observar que la 

prevalencia varía dependiendo la región, siendo los países de bajos y medios ingresos ubicados en zonas 

tropicales o subtropicales los más afectados. Existe una gran prevalencia en países de América latina 

principalmente en Brasil, Argentina y Colombia, en países de Europa Central y Oriental y partes del sudeste 

asiático y en África [76-79].  

En México la prevalencia promedio de toxoplasmosis es de alrededor del 40%; en la Figura 27b se observa 

que en las zonas de la costa del Golfo de México y del pacífico sur la prevalencia aumenta a más del 70%, 

debido a que el clima incrementa el periodo de vida de los ooquistes. Se estima que en la Ciudad de México 

dos de cada mil recién nacidos presentan toxoplasmosis congénita. Pese al riesgo que representa la enfermedad 

en el país, actualmente no existe un programa de control de toxoplasmosis y los estudios sobre los factores de 

riesgo son insuficientes; se sabe que existen zonas dónde la principal fuente de infección puede ser el agua 

contaminada, mientras que en otras zonas el parásito se puede obtener por el consumo de carne mal cocida 

[80]. Esta enfermedad ha sido incluida en el grupo de Enfermedades Tropicales Desatendidas (ETD), debido 

a que escasamente aparece en los programas de salud mundial y se le destinan muy pocos recursos económicos 

para su atención, siendo prácticamente ignorada por las agencias de financiación mundiales [76,81].  

Por lo general, la toxoplasmosis es una enfermedad asintomática en personas inmunocompetentes, se 

estima que menos del 20% de las personas infectadas muestran signos de contagio como fiebre, inflamación 

de ganglios linfáticos o inflamación intraocular. Un paciente contagiado puede vivir con toxoplasmosis latente 

por el resto de su vida; sin embargo, algunos estudios indican que la infección latente puede conducir a 

desordenes psiquiátricos (ansiedad, esquizofrenia, depresión), disminución de peso, enfermedades 

autoinmunes de la tiroides e infertilidad [82-85]. Existen tres formas clínicas principales de toxoplasmosis, 
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congénita, cerebral y ocular, los principales grupos en riesgo de manifestar toxoplasmosis son las mujeres en 

edad reproductiva y los pacientes con sistema inmune comprometido [86].  

(a) (b)  

Figura 27. Mapa de prevalencia de toxoplasmosis (a) mundial y en (b) México (imágenes modificadas de 

Ref. [77] y [80]).  

La toxoplasmosis congénita es una de las principales causas de mortalidad infantil. El primer trimestre del 

embarazo es el de mayor riesgo, pues en este periodo pueden ocurrir mayores manifestaciones clínicas graves, 

conforme avanza el embarazo el riesgo disminuye, aproximadamente 5 de cada 1000 mujeres embarazadas 

que son inmunológicamente competentes adquieren esta infección [78]. Una mujer embarazada puede 

transmitir la infección a su hijo si adquiere al parásito durante el periodo de gestación o por la reactivación de 

la enfermedad latente. Esta vía de transmisión vertical ocurre porque el T. gondii puede atravesar directamente 

la placenta o ingresar con ayuda de células inmunes infectadas que actúan como “caballos de Troya”, 

induciendo una respuesta inflamatoria exacerbada que compromete la salud de la madre y del bebé, provocando 

complicaciones graves como calcificación cerebral, anomalías cardiovasculares, neuropatías ópticas, 

microcefalia y en muchos casos la muerte fetal [76,87]. Los recién nacidos que fueron contagiados durante el 

embarazo presentan síntomas severos como enfermedades oculares y falta de desarrollo en las actividades 

motoras.  

Es poco común que las mujeres embarazadas se sometan a pruebas de detección de toxoplasmosis. En 

países como México, Estados Unidos o Canadá solo se recomienda realizar la prueba cuando se obtiene una 

ecografía fetal anormal que podría sugerir una infección congénita o cuando se tiene una enfermedad previa 

que podría aumentar la susceptibilidad al parásito. En algunos países europeos como Francia, Italia, Portugal, 

Austria y Eslovenia se han implementado programas de detección temprana de toxoplasmosis. Particularmente 

en Francia a todas las mujeres embarazadas se les realizan pruebas mensuales desde que comienza el embarazo 

hasta el parto, con el objetivo de identificar la infección materna y prevenir el contagio al feto o disminuir las 

secuelas [88-90]. 

Prevalencia de toxoplasmosis 

en el mundo 

Prevalencia de toxoplasmosis 

en México  
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El T. gondii es un parásito oportunista que aprovecha las bajas defensas del hospedero para causar daño 

severo en pacientes con el sistema inmune comprometido como en personas con trastornos de 

inmunodeficiencia, incluyendo a los ancianos, receptores de trasplantes, personas con cáncer o pacientes con 

síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) [76,87]. El parásito puede propagarse a través de diversos 

órganos; sin embargo, persiste en las neuronas, propagándose a través de la sangre e invadiendo células 

cerebrovasculares que permiten la transferencia hacia el cerebro, por esta razón en pacientes infectados con el 

virus de inmunodeficiencia humana (VIH) es común observar lesiones en el cerebro debidas a toxoplasmosis 

cerebral, cuyos principales signos y síntomas son dolor de cabeza, anomalías visuales, fiebre, confusión mental, 

convulsiones y cambios de conducta. Estas lesiones cerebrales conducen a encefalitis o ventriculitis y 

subsecuentemente a la muerte [79,86,91,92]. 

Toxoplasma gondii, ciclo de vida y rutas de transmisión  

El filo Apicomplexa está constituido por un amplio grupo de patógenos protistas con más de 6000 especies 

descritas y posiblemente un millón de especies no descritas [93,94]. Los organismos pertenecientes a este filo 

son capaces de causar diversas enfermedades como: malaria por organismos del género Plasmodium, 

babesiosis provocada por el género Babesia, criptosporidiosis ocasionada por el parásito Cryptosporidium 

parvum y la toxoplasmosis causada por Toxoplasma gondii [76].  

El Toxoplasma gondii es un patógeno intracelular obligado; es decir, requiere de una célula hospedera para 

completar su ciclo de vida sexual y asexual en hospederos específicos (intermedio y definitivo). Como parásito 

apicomplejo se caracteriza por tener un complejo de orgánulos secretores apicales que le permiten invadir 

fácilmente a la célula hospedera. Adicionalmente, poseen un apicoplasto involucrado en rutas metabólicas 

esenciales como la biosíntesis de ácidos grasos y grupos hemo, los cuales son cruciales para la replicación del 

parásito y el desarrollo de la enfermedad [76].  

El parásito T. gondii presenta tres morfologías diferentes durante su ciclo de vida los ooquistes, los quistes 

tisulares (bradizoítos) y los taquizoítos, los cuales se pueden transmitir mediante diversas vías [75,86,95-98], 

en la Figura 28 se muestran las morfologías del parásito y un esquema de las rutas de transmisión. 
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(b)  (c)  (d)  

Figura 28. Morfologías del T. gondii (94) (a)ooquiste, (b) bradizoíto, (c) taquizoíto y (c) rutas de 

transmisión del parásito Toxoplasma gondii.  

 Los ooquistes son el producto final de la reproducción sexual que se realiza exclusivamente en el 

intestino de los hospederos definitivos que son animales miembros de la familia Felidae, principalmente gatos. 

Durante los días 7 a 21 de la infección aguda varios millones de ooquistes son eliminados a través de las heces 

de los gatos, por lo que los humanos pueden infectarse fácilmente por contacto con el área contaminada.  

 Los taquizoítos tienen una forma característica de media luna, realizan una replicación asexual rápida 

dentro de las células de los hospederos intermedios (humanos, animales de sangre caliente), provocando que 

esta se infeste rápidamente y se rompa liberando millones de taquizoítos que pueden diseminarse a través del 

torrente sanguíneo hacia los diferentes tejidos del hospedero, principalmente hacia el sistema nervioso central, 

los ojos y en mujeres embarazadas hacia la placenta. Esta morfología provoca una fuerte respuesta inflamatoria 

y destrucción de los tejidos dando lugar a las manifestaciones clínicas de la toxoplasmosis. 

 Los bradizoítos realizan una forma de reproducción asexual lenta dentro de los hospederos intermedios, 

estos permanecen inactivos y protegidos dentro de un quiste, alojados principalmente en el cerebro y en los 

músculos esquelético y cardiaco. Los quistes tisulares pueden evadir la respuesta inmune del hospedero y 

producir una infección a largo plazo que da lugar a la toxoplasmosis latente durante toda la vida del hospedero. 

En personas con el sistema inmune comprometido los bradizoítos pueden liberarse del quiste y transformarse 

en taquizoítos produciendo principalmente daño cerebral. Los humanos pueden adquirir bradizoítos a través 

del consumo de carne mal cocida o agua contaminada. Al igual que los taquizoítos pueden transmitirse por 

trasplante de órganos y transfusión sanguínea o de manera vertical de una madre embarazada a su hijo.  

(a) 
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Tratamientos contra Toxoplasma gondii 

Los fármacos actuales para atacar al parásito T. gondii (Figura 29) se pueden clasificar en tres categorías 

dependiendo de su mecanismo de acción [87,99]:  

1. Inhibición del ácido fólico: La quimioterapia actual recomendada para pacientes con toxoplasmosis 

consiste en una combinación de pirimetamina (5-(4-clorofenil)-6-etil-2,4-pirimidindiamina) y sulfadiazina (4-

amino-N-pirimidin-2-ilbencenosulfonamida) que por acción sinérgica inhiben a las enzimas dihidrofolato 

reductasa (DHFR) y dihidropteroato sintasa (DHPS) involucradas en la biosíntesis de ácido fólico. Sin 

embargo, la enzima DHFR también está presente en humanos por lo que esta terapia podría generar problemas 

hematológicos en los pacientes y ser fatal en mujeres embarazadas ya que la deficiencia de folatos ocasiona 

malformaciones en el embrión (embriopatía); aunque, estos efectos se pueden prevenir administrando ácido 

folínico [87,99-101]. En muchos casos, los pacientes presentan sensibilidad a la sulfadiazina en cuyo caso se 

recomienda una combinación de pirimetamina con clindamicina [87].  

 

Figura 29. Estructura de los medicamentos con actividad contra T. gondii.  

2. Inhibición de la síntesis de proteínas: El T. gondii es sensible a la azitromicina y a la clindamicina que 

intervienen en la síntesis de las proteínas en los organelos mitocondriales. Sin embargo, se ha encontrado 

resistencia a estos fármacos codificada en los genes del parásito [100].  

3. Inhibición del transporte de electrones en la cadena respiratoria: El citocromo (CYT) bc1 es una enzima 

ubicada en la membrana mitocondrial, esta enzima participa en la cadena respiratoria de transferencia de 

electrones en el T. gondii, con la ubiquinona como cofactor. La atovacuona es un medicamento que, por 

similitud con la ubiquinona, interfiere en el gradiente electroquímico del CYT bc1 inhibiendo su actividad. Sin 

embargo, también se han encontrado mutaciones involucradas con la resistencia a la atovacuona [100,101]. 
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La eficiencia de estos medicamentos contra T. gondii no es tan alta debido a que están diseñados para atacar 

otras enfermedades infecciosas [100]. En la mayoría de los casos, estos fármacos actúan evitando la replicación 

del taquizoíto, pero no lo eliminan por completo ya que tienen la capacidad de reorganizarse en bradizoítos, 

sobre los cuales los medicamentos no son eficientes, este proceso conlleva a que la toxoplasmosis pueda 

manifestarse en cuanto el sistema inmune quede expuesto. Por esta razón es de importancia comprender el 

ciclo de vida del parásito y su morfología para el diseño de fármacos que actúen selectivamente contra el T. 

gondii y con menos efectos tóxicos en los seres humanos. 

Compuestos de coordinación con actividad anti-toxoplasma 

Una alternativa poco explorada para el desarrollo de medicamentos con actividad anti-toxoplasma han sido los 

compuestos de coordinación.  

En la literatura se han descrito compuestos de hierro(III) y cobre(II) con potencial actividad contra T. 

gondii. Los compuestos [Fe(hpcinol)(SO4)]2-μ-oxo (hpcinol = [1-(bis-piridin-2-ilmetil-amino)-3-cloropropan-

2-ol] y [Cu(H2L2)-μ-Cl]2Cl2 (H2L2 = 2-(((2-hidroxi-3-(naftalen-1-iloxi)propil)(piridin-2-ilmetil)amino) 

metil)phenol) son dinucleares, donde cada átomo de hierro(III) y de cobre(II) presentan una geometría 

octaédrica (Figura 30), aunque en disolución los puentes cloro y oxo se rompen para formar los compuestos 

mononucleares [102-103].  

Para estudiar la actividad anti-toxoplasma de estos compuestos se infestaron células hospederas epiteliales 

de riñón de mono (LLC-MK2) con T. gondii (RH) y se expusieron durante 48 h a disoluciones de los 

compuestos de hierro(III) y cobre(II). A partir de los resultados de viabilidad del parásito se obtuvieron los 

valores de IC50 de 3.6 μM y de 0.78 μM para [Fe(hpcinol)(SO4)]2-μ-oxo y [Cu(H2L2)-μ-Cl]2Cl2, 

respectivamente, estos resultados fueron mucho mejores que el medicamento sulfadiazina (26 μM). 

Adicionalmente, el estudio en células hospederas sanas demostró que los compuestos son más tóxicos para el 

parásito que para las células. A través de imágenes por microscopía electrónica se encontró que después de 6 

días de tratamiento estos compuestos reorganizan a los taquizoítos para formar bradizoítos, tal como lo hacen 

los medicamentos estándares y por medio de microscopía confocal se observó que ambos compuestos actúan 

contra el parásito debido a la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) [104,105].  
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(a)     (b)  

Figura 30. Estructuras cristalinas de los compuestos (a) [Fe(hpcinol)(SO4)]2-μ-oxo y  

(b) [Cu(H2L2)-μ-Cl]2Cl2 con actividad antitoxoplasma. 

Debido a que la toxoplasmosis representa un serio problema de salud pública y a la poca exploración en la 

actividad de compuestos de coordinación contra T. gondii, para este proyecto se evaluó la actividad anti-

toxoplasma de los compuestos de coordinación con los ligantes cenz y onz. A continuación, se muestran los 

resultados obtenidos. 

Resultados de los ensayos de actividad anti-toxoplasma 

Para estudiar la viabilidad del parásito Toxoplasma gondii, se utilizaron taquizoítos debido a que esta 

morfología es la que da lugar a la manifestación de la enfermedad toxoplasmosis, la cepa RH ha sido 

ampliamente utilizada como referencia para estos estudios.  

Los taquizoítos fueron expuestos a diferentes concentraciones de los ligantes libres cenz y onz, los 

compuestos de coordinación [Cu(cenz)2Cl2], [Cu(cenz)2Br2], [Zn(cenz)2Cl2], [Zn(cenz)2Br2], [Cu(onz)2Cl2], 

[Cu(onz)2Br2], [Zn(onz)2Cl2] y [Zn(onz)2Br2] y las sales metálicas de partida, usando sulfadiazina como control 

positivo. Después de 1 h de exposición los parásitos se tiñeron con el colorante fluorescente SYTOXTM Green, 

el cual permite distinguir a los parásitos muertos de los vivos, ya que una vez que el parasito muere la 

membrana celular queda expuesta, permitiendo la entrada del colorante a la célula y su subsecuente unión 

específica a los ácidos nucleicos, esta unión da lugar a una señal verde brillante cuando se excita con una 

lámpara de argón a 488 nm [106-107]. En la Figura 31 se muestran las gráficas de viabilidad obtenidas, a partir 

de las cuales se determinó la concentración inhibitoria media (IC50) de los compuestos mediante una regresión 

de Boltzman  
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Figura 31. Porcentaje de viabilidad de taquizoítos T. gondii (RH) expuestos a (a) cenz y (b) onz y sus 

compuestos de coordinación (0 – 40 M) durante 1 h en PBS pH =7.4. Distribución de Boltzmann para los 

compuestos más activos (c) [Cu(onz)2Cl2] y (d) [Cu(onz)2Br2], (f) comportamiento de la sulfadiazina.  
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En los estudios realizados se encontró que los ligantes libres cenz y onz no presentan actividad contra el 

parásito T. gondii ya que la viabilidad se mantuvo en 100% en las concentraciones utilizadas al igual que las 

sales metálicas de partida; sin embargo, podemos observar en la Figura 31 que sus compuestos de coordinación 

sí son activos. La disminución en la viabilidad es más evidente para los compuestos de coordinación de 

cobre(II) con el ligante onz. Los compuestos con el ligante cenz [Cu(cenz)2Cl2] y [Zn(cenz)2Br2] presentaron 

actividad significativa contra T. gondii, exhibiendo valores de IC50 de 30.55 ± 0.25 M y 40.0 ± 0.96 M, 

respectivamente; sin embargo, los compuestos más activos fueron [Cu(onz)2Cl2] con un valor de IC50 de 8.49 

± 0.64 M y [Cu(onz)2Br2] con IC50 de 2.73 ± 0.34 M. Durante los ensayos se utilizó a la sulfadiazina como 

control positivo, el valor de IC50 es mayor a 1600 M en las condiciones de trabajo, lo cual indica que los 

compuestos de coordinación son mucho más activos contra el parásito que el fármaco estándar. 

En la Figura 32 se pueden observar como ejemplo las imágenes de los taquizoítos obtenidas en campo claro 

y por microscopía de fluorescencia después de ser expuestos a los compuestos [Cu(onz)2Cl2] y [Cu(onz)2Br2] 

20 M. Los taquizoítos muertos por exposición a los compuestos se distinguen por su fluorescencia en color 

verde debido a la entrada del colorante SYTOXTM Green y su unión a los ácidos nucleicos. Dados los 

resultados, se considera que los compuestos de coordinación son buenos candidatos para continuar con su 

estudio debido a la gran actividad biológica que presentaron contra Toxoplasma gondii, por lo que en el 

siguiente capítulo se abordarán los estudios de toxicidad realizados. 

 

Figura 32. Imágenes de T. gondii (arriba campo claro, abajo microscopía de fluorescencia) para (a) y (b) 

control; (c) y (d) expuestos a [Cu(onz)2Cl2] (20 M); (e) y (f) expuestos a [Cu(onz)2Br2] (20 M).  
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Capítulo 8 Ensayos de toxicidad aguda 

La toxicidad aguda es el estudio de los efectos adversos que se presentan después de la exposición a un fármaco 

en una sola administración dentro de un intervalo de tiempo que no exceda las 24 h. Por lo general, se realiza 

en las especies de prueba: conejos, ratas o ratones; usando como vías de administración oral, tópica, intravenosa 

o inhalación. Los estudios de toxicidad aguda son necesarios para los productos farmacéuticos destinados al 

consumo humano y la información obtenida es útil para la elección de dosis repetidas [108-110]. Uno de los 

índices utilizados para definir la toxicidad aguda es la dosis letal media (LD50) de la sustancia, la cual indica 

la cantidad requerida para matar el 50% de la población de prueba, este parámetro puede variar dependiendo 

de la especie de prueba y la vía de administración [108,109].  

El valor de LD50 por sí mismo no es indicativo de la sintomatología y los cambios patológicos que puede 

sufrir el animal por la exposición al fármaco, si bien estos efectos no provocan la muerte pueden resultar graves 

y por ello deben ser tomados en cuenta. Por esta razón la estimación de LD50 debe ser considerada para 

proporcionar información valiosa sobre la toxicidad de un compuesto e ir de la mano con observaciones clínicas 

debidamente reportadas [108]. 

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de actividad anti-toxoplasma, se determinó la 

toxicidad aguda en ratones machos (ICR) por vía intravenosa para los compuestos de coordinación más activos 

[Cu(onz)2Cl2] y [Cu(onz)2Br2]. 

En primer lugar, se realizó un perfil farmacológico administrando dosis únicas de 1, 10 y 100 mg/Kg a 3 

ratones vivos por dosis, después de 24 h se determinó la cantidad de ratones que estaban muertos. Este ensayo 

fue de utilidad para encontrar el intervalo en el que se encuentra la dosis letal media, permitiéndonos ahorrar 

vidas animales al momento de calcular el valor de LD50. En la Tabla 8 se muestran los datos obtenidos a partir 

de los cuales se estableció como intervalo de trabajo dosis entre 10 y 100 mg/Kg.  

Tabla 8. Resultados obtenidos después de 24 h para el perfil farmacológico realizado vía intravenosa en 

ratones ICR con los compuestos de coordinación [Cu(onz)2Cl2] y [Cu(onz)2Br2].  

  [Cu(onz)2Cl2] [Cu(onz)2Br2] 

Dosis (mg/Kg) Ratones Vivos Muertos Vivos Muertos 

1 3 3 0 3 0 

10 3 3 0 3 0 

100 3 0 3 1 2 
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Posteriormente, se realizaron los estudios de toxicidad aguda administrando dosis únicas de 10, 50, 75, 90 

y 100 mg/Kg a 5 ratones por dosis. Después de 24 h de la administración se observó clínicamente a los ratones 

realizando una evaluación de la piel, el pelaje, los ojos, las orejas, la nariz, la cavidad bucal, el tórax, el 

abdomen, los genitales externos, las extremidades y los pies; también se revisaron los efectos respiratorios y 

circulatorios, los efectos autonómicos como la salivación, los efectos en el sistema nervioso que incluyen 

temblores, convulsiones, reactividad a la manipulación y comportamiento atípico. Posteriormente, las 

observaciones se realizaron a los 7 y 14 días después de la administración.  

En la Tabla 9 se presentan los datos obtenidos de ratones vivos y muertos con las diferentes dosis. Los 

valores de LD50 se obtuvieron mediante un análisis estadístico de sobrevida Probit, en el ANEXO V se 

muestran los datos para cada compuesto. El valor obtenido de LD50 para [Cu(onz)2Cl2] fue de 49.35 mg/Kg 

(83.02 mol/Kg) y para [Cu(onz)2Br2] fue de 83.24 mg/Kg (125.62 mol/Kg). Previamente, se ha reportado 

que la sulfadiazina tiene un valor de LD50 180 mg/Kg (719.22 mol/Kg) vía intravenosa en ratones [111]. En 

principio, se puede observar que los compuestos de coordinación presentan una mayor toxicidad que la 

sulfadiazina; sin embargo, los tres valores se consideran como toxicidad moderada debido a que se encuentran 

dentro del intervalo de 50 a 500 mg/Kg [112]. Además, es importante mencionar que durante las observaciones 

clínicas realizadas dentro de los 7 y 14 días después de la exposición no se encontraron daños en las 

extremidades, como lesiones o necrosis que sí suele causar la sulfadiazina y que después se manifiestan como 

efectos secundarios (síndrome de Steve Johnson) en pacientes a los que se les administra este fármaco. 

Tampoco se observaron daños en el sistema nervioso de los ratones estudiados. Por estos motivos, se considera 

que los compuestos son óptimos para continuar con su estudio biológico.  

Tabla 9. Datos obtenidos en los ensayos de toxicidad aguda via intravenosa en ratones con los 

compuestos de coordinación [Cu(onz)2Cl2] y [Cu(onz)2Br2]. 

  [Cu(onz)2Cl2] [Cu(onz)2Br2] 

Dosis (mg/Kg) Administrados Vivos Muertos Vivos Muertos 

10 5 5 0 5 0 

50 5 4 1 4 1 

75 5 3 2 3 2 

90 5 2 3 3 2 

100 5 0 5 1 4 
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Capítulo 9 Coeficiente de distribución 

Como ya se ha mencionado, el parásito Toxoplasma gondii es un organismo intracelular obligado por lo que 

se requiere que los fármacos de elección para su tratamiento tengan un fácil ingreso a la célula a través de la 

membrana celular. También hemos mencionado que el primer paso en el mecanismo de acción de los 5-

nitroimidazoles es el acceso a la célula por difusión pasiva. En general, cuando se tiene la propuesta de un 

nuevo fármaco, es importante estudiar su absorción a través de las membranas y su distribución en el cuerpo 

humano; en este sentido, el transporte más común suele ser por difusión pasiva. Los fármacos de elección 

deben ser lo suficientemente lipofílicos para penetrar a través de la membrana lipídica, pero no tanto como 

para quedar atrapados en ella. Por esta razón se suele estudiar el carácter lipofílico de nuevos fármacos que nos 

indica la relación entre las propiedades biológicas, farmacocinéticas y metabólicas [113]. 

El carácter lipofílico se puede medir a través del coeficiente de distribución D, que se refiere a la distribución 

de un compuesto entre un disolvente orgánico, generalmente 1-octanol y una fase acuosa en un pH definido. 

Los intervalos de concentración en cada disolvente pueden variar de acuerdo al experimento, por lo que el 

coeficiente de distribución suele reportarse como su logaritmo Log D [114]. Experimentalmente se puede 

obtener mediante métodos cromatográficos, potenciométricos, agitación en matraz (shake flask), entre otros. 

Para determinar la lipofilicidad de los ligantes libres cenz y onz, y de sus compuestos de coordinación 

se utilizó el método shake flask con 1-octanol como fase orgánica y un buffer de MOPS 10-2 M a pH = 7.4 

como fase acuosa, ya que este buffer no es extraíble a la fase orgánica [115]. A partir de la ecuación 3 se calculó 

el valor de Log D7.4 para cada compuesto, donde Coc y Cagua representan la concentración final en la fase 

orgánica y en la fase acuosa (buffer MOPS 10-2 M, pH = 7.4), respectivamente [114]:   

𝐿𝑜𝑔 𝐷7.4 =
𝐶𝑜𝑐

𝐶𝑎𝑔𝑢𝑎
  Ecuación 3 

Todos los compuestos estudiados por esta técnica presentaron una banda de absorción en la región 

ultravioleta asignadas en λmax = 320 nm para la fase acuosa y en λmax = 310 nm para la fase orgánica. Por lo 

que se seleccionaron estos máximos para realizar las determinaciones.  

Para obtener la linealidad del método, se prepararon curvas de calibración por triplicado empleando 

concentraciones entre 100 y 10 M para los ligantes cenz y onz. Mientras que para los compuestos de 

coordinación se usaron concentraciones entre 1000 y 100 M. Obteniendo valores de absorción entre 1.4 y 0.1 

unidades. En la Figura 33 se presentan como ejemplo las curvas de calibración obtenidas en la fase orgánica y 

en la fase acuosa para el compuesto de coordinación [Cu(onz)2Cl2]. A partir de estas curvas de calibración y 
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aplicando la Ley de Beer-Lambert se obtuvieron los valores de coeficiente de extinción molar para cada uno 

de los compuestos probados Tabla 10.  
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Figura 33. Espectros electrónicos en (a) 1-octanol y en (c) agua (buffer MOPS 10-2 M, pH = 7.4) para el 

compuesto [Cu(onz)2Cl2] y (b y d) curvas de calibración obtenidas. 

Después de obtener las curvas de calibración se pusieron en contacto disoluciones en buffer y en 1-octanol 

para permitir el reparto y las fases se separaron por centrifugación. Se determinó el espectro electrónico de 

cada disolución antes y después del reparto para calcular la concentración de compuesto y de acuerdo con la 

Ecuación 3 se obtuvieron los valores de Log D7.4. En la Figura 34 se muestran como ejemplo los espectros 

electrónicos del compuesto [Cu(onz)2Cl2] obtenidos en cada fase, antes y después del reparto. 

1.4 

 
1.2 

 
1.0 

 
0.8 

 
0.6 

 
0.4 

 

0.2 



 

62 

 (a)
255 270 285 300 315 330 345

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

A
b

so
rb

an
ci

a

Longitud de onda (nm)

 Tiempo 0 

 Después de 3 h 

1-octanol
800 M

500 M

   (b)
255 270 285 300 315 330 345

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

A
b

so
rb

an
ci

a

Longitud de onda (nm)

 Tiempo 0

 Después 3 h

MOPS

pH = 7.4

200 M

500 M

 

Figura 34. Espectros electrónicos obtenidos para el compuesto [Cu(onz)2Cl2] en (a) 1-octanol y en        

(b) agua (buffer MOPS 10-2 M, pH = 7.4); negro-antes y rojo-después del reparto. 

En la literatura se han establecido los intervalos de Log D7.4 de acuerdo a las implicaciones que tendrá sobre 

la permeabilidad y el metabolismo del fármaco. En general, los fármacos con valores menores a 0 presentan 

problemas de permeabilidad intestinal y en el sistema nervioso central; entre 0 y 1 tienen un buen equilibrio 

entre su permeabilidad y solubilidad; entre 1 y 3 se considera el intervalo óptimo para la administración por 

vía oral; entre 3 y 5 la solubilidad del fármaco tiende a disminuir; por encima de 5 la solubilidad es muy baja 

y la absorción errática [114]. En la Tabla 10 se resumen los valores de Log D7.4 obtenidos para cada compuesto. 

Observamos que en todos los casos el Log D7.4 se encuentra entre 0 y 1, lo cual es indicativo de que estos 

compuestos tienen una buena solubilidad y podrían permear fácilmente a la célula.  

Tabla 10. Coeficientes de extinción molar en 1-octanol oc, y en agua, agua (MOPS 10-2 M a pH = 7.4) 
para los ligantes y los compuestos de coordinación y su respectivo valor de Log D7.4.  

Compuesto 
oc 

(M-1 cm-1)  

λmax = 310 nm 

agua 

(M-1 cm-1)  

λmax = 320 nm 

LogD7.4 

cenz 8236.23 ± 46.50 9846.14 ± 16.50 0.72 

[Cu(cenz)2Cl2] 1246.51 ± 15.58 1346.55 ± 45.35 0.69 

[Cu(cenz)2Br2] 1365.65 ± 13.26 1465.15 ± 46.56 0.62 

[Zn(cenz)2Cl2] 1249.85 ± 32.89 1194.46 ± 16.50 0.86 

[Zn(cenz)2Br2] 1246.56 ± 34.50 1148.69 ± 34.55 0.82 

onz 7945.45 ± 25.43 9702.98 ± 67.69 0.64 

[Cu(onz)2Cl2] 1296.36 ± 20.70 1366.66 ± 30.00 0.61 

[Cu(onz)2Br2] 1359.36 ± 45.80 1489.64 ± 15.80 0.56 

[Zn(onz)2Cl2] 1274.74 ± 35.40 1036.86 ± 16.50 0.90 

[Zn(onz)2Br2] 1289.53 ± 41.79 1044.84 ± 14.25 0.95 
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Capítulo 10   Estudios de unión al ADN 

El ácido desoxirribonucleico (ADN) juega un papel importante en los procesos biológicos ya que contiene los 

códigos de información hereditaria para la síntesis de todas las proteínas y enzimas que los organismos 

requieren; además controla de forma directa o indirecta los procesos celulares. Desde el descubrimiento de su 

estructura ha sido el objetivo principal para tratar de explicar el mecanismo de acción de moléculas pequeñas 

con actividad antibiótica o anticancerígena [116,117].  

Las interacciones que los compuestos de coordinación pueden llevar a cabo con el ADN son del tipo 

covalentes o no covalentes. En el caso de las interacciones covalentes se involucra la unión del ADN a través 

de los átomos de nitrógeno de las bases púricas al átomo metálico por enlaces de coordinación; mientras que, 

las interacciones no covalentes se clasifican como [116-119]:  

a) Electrostáticas: Debidas a la interacción entre la carga negativa de la cadena de fosfatos del ADN y la 

carga positiva de las moléculas pequeñas.  

b) Unión a los surcos del ADN: Estás interacciones pueden ser con el surco menor o el surco mayor del 

ADN a través de puentes de hidrógeno o interacciones de van der Waals entre los compuestos y las 

bases púricas.  

c) Intercalación: Suceden cuando el compuesto se introduce entre los pares de bases, en la mayoría de los 

casos por interacciones de apilamiento π···π. 

Existen diversas técnicas mediante las cuales es posible identificar el tipo de interacción que lleva a cabo 

una molécula con el ADN, para este proyecto se utilizaron las técnicas espectroscópicas de UV-Vis, 

fluorescencia y dicroísmo circular.  

Espectroscopía electrónica UV-Vis 

Los espectros electrónicos de los compuestos de coordinación de cobre(II) y zinc(II) sintetizados en este 

proyecto presentaron un máximo de absorción a 320 nm debido a transferencias de carga, por lo que esta banda 

fue seleccionada para estudiar los cambios que presenta el compuesto al ir incrementando la concentración de 

ADN de timo de ternera (ct-ADN). A través de este estudio fue posible obtener el valor de la constante de 

unión intrínseca Kb al ADN a partir de ecuación 4 [118]:  

[𝐴𝐷𝑁]

𝜀𝛼−𝜀𝑓
=

[𝐴𝐷𝑁]

𝜀0−𝜀𝑓
+

[𝐴𝐷𝑁]

𝐾𝑏(𝜀𝛼−𝜀𝑓)
   Ecuación 4 
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Donde, , 0 y f corresponden respectivamente a los coeficientes de extinción molar del compuesto libre 

en disolución, del compuesto completamente unido al ADN y del compuesto unido al ADN a una concentración 

definida. A partir de esta ecuación y la gráfica [ADN]/(-0) vs [ADN] se obtiene el valor de Kb [118].  

Durante estos estudios se mantuvo constante la concentración de compuesto (10 μM) y se incrementó la 

concentración de ct-ADN de 0 a 25 μM en un buffer de cacodilato pH = 7.25 y una incubación de 1 h.  

Los compuestos de coordinación de cobre(II) [Cu(cenz)2Cl2], [Cu(cenz)2Br2], [Cu(onz)2Cl2] y 

[Cu(onz)2Br2], presentaron un comportamiento hipercrómico significativo; es decir, al ir incrementando la 

concentración de ct-ADN aumentaba la absorbancia del compuesto (Figura 35a). Por otro lado, los compuestos 

de zinc(II) [Zn(onz)2Cl2], [Zn(onz)2Br2], [Zn(cenz)2Cl2] y [Zn(cenz)2Br2] presentaron un comportamiento 

hipocrómico (disminución de la absorbancia), en la Figura 35b se puede observar que los cambios en los 

máximos fueron menos significativos que en los compuestos de cobre(II). En el ANEXO VI se presentan todos 

los espectros obtenidos. 
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Figura 35. Espectros de absorción de una disolución 10 M de (a) [Cu(cenz)2Br2] y (b) [Zn(cenz)2Br2] 

con incrementos en la concentración de ct-ADNb (0-25 M), en buffer de cacodilato (pH = 7.25) después de 

1 h de incubación; (c) y (d) ajustes lineales de las gráficas [ADN]/(-0) vs [ADN]. 
 

 

En la Tabla 11 se observa que los valores de Kb, obtenidos a partir de los ajustes lineales (Figura 35c y d), 

para los compuestos de coordinación de cobre(II) se obtuvieron en un intervalo de 7.4×104 - 4.5×105 M-1 y para 
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los compuestos de zinc(II) el intervalo fue un orden de magnitud menor entre 2.3×104 - 4.7×104 M-1. De acuerdo 

con reportes en la literatura sobre Kb para compuestos de coordinación de níquel(II), cobre(II) y zinc(II) se ha 

encontrado que las interacciones más fuertes son las de apilamiento cuyos valores suelen estar en el orden de 

~106 M-1, seguidas por las interacciones con el surco menor (Kb ~105 M-1) y las interacciones electrostáticas 

son las más débiles (Kb ~104 M-1) [117,120]. El comportamiento observado durante este estudio fue el primer 

indicativo de interacciones con el surco menor del ADN para los compuestos de cobre(II) e interacciones 

electrostáticas para los compuestos de zinc(II).  

Tabla 11. Constantes de unión intrínseca Kb (M
-1) para los compuestos de coordinación (10 M), buffer 

cacodilato (pH = 7.25), 1 h de incubación; [ct-ADN]b (0-27 M). 

Compuesto  Kb Compuesto  Kb 

[Cu(cenz)2Cl2] 7.3×104 [Cu(onz)2Cl2] 1.2×105 

[Cu(cenz)2Br2] 4.5×105 [Cu(onz)2Br2] 4.2×105 

[Zn(cenz)2Cl2] 2.3×104 [Zn(onz)2Cl2] 3.5×104 

[Zn(cenz)2Br2] 4.7×104 [Zn(onz)2Br2] 4.2×104 

 

Los modos de unión de todos los compuestos se corroboraron por medio de espectroscopía de fluorescencia 

y dicroísmo circular.  

Espectroscopía de fluorescencia 

A través de la técnica de espectroscopía de fluorescencia se realizaron ensayos de desplazamiento competitivo 

con los aglutinantes bromuro de etidio (BE) y Hoechst 33258. Se sabe que el BE al intercalarse entre los pares 

de bases del ADN presenta una intensidad en fluorescencia a λem = 610 nm cuando es excitado a λex = 514 nm, 

formando el aducto EB-ADN (Figura 36a). Por otro lado, el Hoechst 33258 se une de forma específica al surco 

menor del ct-ADN (Figura 36b) con una secuencia rica en A+T, emitiendo a λem = 458 nm al ser exitado a λex 

= 350 nm [116,121,122].   



 

66 

(a)                                           (b)  

Figura 36. Formas de unión de: (a) bromuro de etidio [123] y (b) Hoechst 33258 [124] con ADN. 

Para los ensayos competitivos se incubaron durante 30 min los respectivos aglutinantes (EB = 75 μM y 

Hoechst = 1.9 μM) con ct-ADN (15 μMb); posteriormente, se añadieron concentraciones crecientes de los 

compuestos de coordinación (0-50 μM). A partir de los espectros de fluorescencia obtenidos después de 1 h de 

incubación se calculó la constante de apagamiento de Stern-Volmer Ksv por medio de la ecuación 5; donde I0 

e I corresponden a las intensidades de emisión en ausencia y presencia del compuesto de coordinación, 

respectivamente [116]. La grafica de linealidad indica el tipo de unión que se lleva a cabo entre la molécula y 

el ADN.  

𝐼0

𝐼
= 1 + 𝐾𝑠𝑣[𝑐𝑜𝑚𝑝𝑢𝑒𝑠𝑡𝑜]  Ecuación 5 

En todos los espectros de emisión obtenidos (ANEXO VII) se observó que al incrementar la concentración 

de los compuestos de coordinación disminuía la fluorescencia del agente intercalante BE con ADN, en la Figura 

37 se observa que para los compuestos de cobre(II) la disminución fue más significativa que para los 

compuestos de zinc(II). Este comportamiento se ve reflejado en las constantes de Stern-Volmer (Tabla 12) 

obtenidas a partir de las gráficas de I0/I vs concentración (Figura 37c y d). Un mayor apagamiento de la 

fluorescencia indicaría un desplazamiento fuerte del BE, esto sucedería si los compuestos actuaran como 

intercalantes ocupando las mismas posiciones que el BE. Sin embargo, en este estudio la disminución de la 

fluorescencia ocasionada por los compuestos de cobre(II) indica un desplazamiento moderado, debido a que 

su modo de unión es con el surco menor del ADN lo que provoca deformaciones estructurales en la biomolécula 

que conducen a la expulsión del BE. Mientras que para los compuestos de zinc(II) el desplazamiento es menor 

porque no logran entrar a los surcos, quedando en el exterior del ADN interactuando con los grupos fosfato, lo 

cual no logra deformar lo suficiente su estructura para desplazar fuertemente al BE. Para los compuestos 

[Cu(cenz)2Cl2] y [Zn(cenz)2Cl2] no fue posible obtener las constantes Ksv debido a que no presentaron un 

comportamiento lineal.  
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Figura 37. Ensayos de desplazamiento competitivo para los aductos de BE-ADN con concentraciones 

crecientes de los compuestos (a) [Cu(onz)2Cl2] y (b) [Zn(onz)2Cl2]; (c) y (d) gráficas de Stern-Volmer I0/I vs. 

[compuesto] (Incubación 1 h, [EB] = 75 M, ct-DNAb = 15 M, [compuesto] = 0-50 M, exc = 514 nm y 

em = 610 nm, en buffer de cacodilato pH = 7.25). 

Por otro lado, en los ensayos con el aglutinante Hoechst 33258 (ANEXO VII) se observó que el apagamiento 

de la fluorescencia fue mucho mayor que con el BE, Figura 38. Los valores de Ksv para los compuestos de 

cobre(II) están en el intervalo de 1.2 - 2.5×106 M-1 (Tabla 12), lo cual nos ayuda a corroborar la propuesta de 

que el modo de unión para estos compuestos es a través de la interacción con el surco menor del ADN. Mientras 

que, los compuestos de zinc(II) al presentar valores dos órdenes de magnitud menores (3.8×104 -1.2×105 M-1) 

indicando interacciones con los grupos fosfato. 
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Figura 38. Ensayos de desplazamiento competitivo para el aducto de Hoechst 33258 con ADN con 

concentraciones crecientes de los compuestos (a) [Cu(onz)2Br2] y (b) [Zn(onz)2Cl2]; (c) gráficas de Stern-

Volmer I0/I vs [compuesto] (Incubación 1h, [Hoechst] = 75 M, ct-DNAb = 30 M, [compuesto] = 0-50 M, 

exc = 350 nm y em = 458 nm en buffer de cacodilato pH = 7.25). 

 

Tabla 12. Constante de apagamiento de fluorescencia Stern-Volmer Ksv (M-1) para los compuestos de 

coordinación con BE (75 M) y Hoechst 33258 (1.9M), buffer cacodilato (pH = 7.25), 1 h de incubación; 

[ADN]b = 15M. 

Compuesto 

Bromuro de 

etidio 

Ksv 

Hoechst 

33258 

Ksv
 

Compuesto 

Bromuro de 

etidio 

Ksv 

Hoechst 

33258 

Ksv
 

[Cu(cenz)2Cl2] --- 1.6×106 [Cu(onz)2Cl2] 2.6×104 1.2×106 

[Cu(cenz)2Br2] 3.5×104 2.1×106 [Cu(onz)2Br2] 4.3×104 2.5×106 

[Zn(cenz)2Cl2] --- 6.1×104 [Zn(onz)2Cl2] 4.5×103 3.8×104 

[Zn(cenz)2Br2] 1.1×103 1.2×105 [Zn(onz)2Br2] 2.6×103 4.8×104 
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Dicroísmo circular  

La espectroscopía de dicroísmo circular (DC) es una técnica sensible utilizada para analizar los cambios 

conformacionales que presenta el ADN en presencia de los compuestos de coordinación. El espectro de DC 

del ct-ADN libre muestra una banda positiva a 275 nm debida a sus interacciones de apilamiento, y una banda 

negativa a 245 nm correspondiente al movimiento helicoidal dextrógiro de la forma B del ADN. Estás bandas 

se modifican dependiendo del tipo de interacción que presenten con las moléculas. Las interacciones por 

intercalación incrementan la intensidad de ambas bandas debido a un incremento en la estabilidad de la doble 

hélice; mientras que interacciones electrostáticas o con el surco menor tienden a disminuir la intensidad, debido 

a la pérdida de la forma helicoidal y de los apilamientos entre bases [116,118,121].  

Los espectros de DC para los ligantes cenz y onz libres y para los compuestos de coordinación (Figura 39, 

ANEXO VIII) fueron obtenidos manteniendo la concentración de ct-ADN constante (50 μMb) y con una 

relación [compuesto]/ [ADN] = 0, 0.2, 0.4, 1 y 2. 
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Figura 39. Espectros de dicroísmo circular de ct-ADN (50 μMb) con incrementos en la concentración de 

(a) onz, (b) [Cu(onz)2Br2] y (c) [Zn(onz)2Br2] en buffer de cacodilato (pH = 7.25), incubación 1 h a 37°C. 
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Durante el estudio se observó que los ligantes cenz y onz no provocaron cambios significativos en el 

espectro del ct-ADN, lo cual se debe a que no existen interacciones que modifiquen su estructura. Sin embargo, 

se observó que al incrementar la concentración de compuestos de cobre(II) disminuyó la intensidad de las 

bandas negativa y positiva, está última también presentó un efecto batocrómico importante, es decir un 

desplazamiento en la posición de la banda. En el ANEXO VIII se presentan los espectros de dicroísmo circular 

de los compuestos. 

Debido a los ensayos realizados por las técnicas de espectroscopía de UV-Vis, fluorescencia 

(desplazamiento competitivo) y dicroísmo circular fue posible determinar que el modo de unión de los 

compuestos de coordinación depende del átomo metálico, ya que los compuestos de cobre(II) [Cu(cenz)2Cl2] 

[Cu(cenz)2Br2], [Cu(onz)2Cl2] y [Cu(onz)2Br2] tienen una preferencia de unión al surco menor del ADN, 

independientemente del ligante (cenz, onz). Mientras que los compuestos de zinc(II) [Zn(cenz)2Cl2] 

[Zn(cenz)2Br2], [Zn(onz)2Cl2] y [Zn(onz)2Br2] se unen mediante interacciones con los grupos fosfato del ADN.  

Se propone que las diferencias en los modos de unión entre cobre(II) y zinc(II) se deban a que, como se 

explicó en los estudios de difracción de rayos X, la geometría que adopta el centro metálico en el compuesto 

[Cu(cenz)2Cl2] tiende a plano cuadrado, generando que los ligantes cenz y onz adquieran una conformación 

extendida. Esto le permite al compuesto entrar más fácilmente a los surcos y interactuar con el ADN a través 

de las interacciones lp···π, lp···hueco π y puentes de hidrógeno observadas en el estudio estructural. Por el 

contrario, en la estructura del compuesto [Zn(cenz)2Cl2] se observó para el átomo de zinc(II) una geometría 

tetraédrica regular que obliga a los ligantes a estar en una conformación menos extendida, por impedimento 

estérico estos compuestos permanezcan en el exterior del ADN interactuando con los grupos fosfato. Estudios 

de Dinámica Molecular para compuestos de coordinación de cobre con el ligante tinidazol han demostrado que 

el primer sitio de reconocimiento son los grupos fosfato y posteriormente su interacción con los surcos [57].  

Es importante mencionar que en metaloenzimas de zinc(II) la capacidad de polarización del átomo metálico 

y sus propiedades ácido base son cruciales para los ciclos catalíticos. Por ejemplo, en la enzima fosfatasa 

alcalina estas propiedades del átomo de zinc(II) son importantes para favorecer la ruptura de los enlaces 

fosfodiester en el ADN [7,16]. Por lo cual, los grupos fosfato son de forma natural importantes sitios de 

reconocimiento para el zinc(II).  

Los estudios por espectroscopía electrónica y RMN realizados en este proyecto demuestran que las 

geometrías se conservan en disolución. Sin embargo, sería de interés realizar estudios de Dinámica Molecular 

que ayuden a corroborar los datos experimentales y la propuesta del mecanismo. 
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Electroforesis en gel 

La electroforesis en gel de agarosa es un método eficaz para identificar fragmentos de ADN de distintos 

tamaños, debidos a escisiones provocadas por moléculas pequeñas y como método para investigar los modos 

de unión de compuestos al ADN. La cadena de fosfatos de la biomolécula se encuentra cargada negativamente; 

por lo cual, al cargar la muestra en el gel y aplicar una corriente eléctrica los fragmentos migran hacia el ánodo 

cargado positivamente. Además, esta migración se debe a factores como el tamaño y conformación del ADN, 

así como la concentración de agarosa, el voltaje aplicado, el tipo de agarosa y el tampón utilizado. Después de 

la separación, los fragmentos pueden visualizarse bajo luz ultravioleta al teñir el gel con un colorante [125]. 

Para este estudio se utilizó un plásmido de ADN; es decir, con una conformación superenrollada, en la cual 

los extremos de la cadena de doble hélice están unidos. Este plásmido puede presentar diferentes formas 

dependiendo del daño que le provoqué la exposición a un compuesto (Figura 40a). La Forma I del plásmido 

corresponde a su conformación superenrollada, la cual migra con mayor facilidad a través del gel; la Forma II 

permanece circular aunque no superenrollada, se observa cuando la interacción con el compuesto ha provocado 

un corte en una hebra del plásmido otorgándole la migración más lenta a través del gel por lo que se observa 

en la parte superior; finalmente, la Forma III es lineal y se presenta cuando se cortan ambas hebras del plásmido, 

su migración a través del gel se encuentra entre las formas I y II [117]. 

(a)    (b)  

Figura 40. (a) Formas observadas del plásmido pBR322 mediante electroforesis en gel y b) reacciones 

esperadas para un compuesto de cobre en presencia de ácido ascórbico y peróxido de hidrógeno. 

Durante este ensayo se utilizó el plásmido pBR322 a una concentración de 15 µMpb incubado durante 1 h a 

37°C con disoluciones en cacodilato (pH = 7.5) de los ligantes cenz, onz y sus compuestos de coordinación de 

cobre(II) y zinc(II) (10 y 50 M). El compuesto [Cu(phen)2(H2O)](NO3)2 se usó como referencia debido a su 

capacidad de ruptura al ADN [121]. Adicionalmente, se añadió ácido ascórbico (AA) 50 M para favorecer la 

reducción de cobre(II) a cobre(I) y peróxido de hidrógeno H2O2 como agente generador de especies reactivas 

de oxígeno (ROS) por la reoxidación de cobre(I) a cobre(II) de acuerdo al esquema presentado en la Figura 

40b. Estos estudios se realizaron con la finalidad de estudiar un posible mecanismo de acción via redox para 

los compuestos de cobre(II) mediante una reacción tipo Fenton que pudiera contribuir en la actividad biológica 

comparado con los compuestos de zinc(II) que no poseen esas propiedades redox. 
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Durante los ensayos, el control de plásmido de ADN presentó un porcentaje de 93.60% de Forma I y 

alrededor de 5.9% de Forma II. Además, se utilizaron tres controles que corresponden al plásmido en presencia 

de AA o de H2O2 y en presencia de ambos (AA + H2O2), en todos los casos el porcentaje de ADN 

superenrollado se mantuvo por encima del 89% por lo que se considera que estos reactivos no dañan 

significativamente al plásmido en las condiciones utilizadas. En el ANEXO IX se presentan los porcentajes de 

Forma I y de Forma II de ADN observados en presencia de todos los compuestos de coordinación y de AA y/o 

H2O2, cada porcentaje se calculó con respecto al control correspondiente, en la Figura 41 se muestra una gráfica 

con los datos obtenidos a 10 M.  
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Figura 41. Porcentajes de ADN superenrollado y dañado en presencia de los ligantes (a) cenz y (b) onz y 

sus compuestos de coordinación a una concentración 10 M, en presencia de ácido ascórbico (50 M) y 

peróxido de hidrógeno (50 M). 
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Los ligantes cenz y onz se estudiaron a una concentración de 50 M, en ambos casos se encontró que el 

porcentaje de ADN superenrollado se mantuvo por encima de 89.30%, por lo que se concluye que los ligantes 

libres no son capaces de dañar al plásmido por sí mismos.  

Por otro lado, se encontró que los compuestos de cobre(II) sí dañan considerablemente al ADN en una 

concentración de 10 M; por ejemplo, con [Cu(onz)2Cl2] y [Cu(cenz)2Br2] se obtuvo un porcentaje de Forma 

I de ADN de 63.60% y 62.20%, respectivamente. El resto de ADN ha sido dañado por cortes en las hebras 

debidos a los compuestos de coordinación, este comportamiento se puede relacionar con los resultados 

obtenidos por las técnicas de UV-Vis, fluorescencia y dicroísmo circular, en los cuales se encontró que los 

compuestos son capaces de dañar a la biomolécula a través de uniones con el surco menor.  

Cuando se añade ácido ascórbico al medio la cantidad de Forma I de ADN disminuye a 41.90% y 56.10% 

para [Cu(onz)2Cl2] y [Cu(cenz)2Br2], respectivamente. Finalmente, en presencia tanto de AA como de H2O2 

solo se observa el 19.20% de la Forma I para [Cu(onz)2Cl2]; mientras que, con [Cu(cenz)2Br2] ya no se observa 

al ADN, lo cual indica que el compuesto lo ha dañado por completo (Figura 41). Este comportamiento fue 

similar para [Cu(onz)2Br2] y [Cu(cenz)2Cl2] (Figura 41 y ANEXO IX). Se propone que el incremento en el 

daño al ADN se debe a la reducción de cobre(II) a cobre(I). Para la concentración de 50 M se observa ~66.20% 

de Forma I cuando solo se añaden los compuestos de cobre(II); sin embargo, al añadir AA y H2O2 al medio el 

porcentaje de daño es de 100%. En la Figura 42 se muestra el gel que corresponde al estudio del compuesto 

[Cu(onz)2Br2] (10 M). 

 

Figura 42. Imagen de electroforesis en gel de agarosa del plásmido pBR322 15 M incubado 1 h a 37°C 

en cacodilato (pH = 7.25) con onz (50 M), [Cu(onz)2Br2] 10 M, AA 50 M, H2O2 500 M.  

Carril 1: plásmido (p); Carril 2: p + AA; Carril 3: p + AA + H2O2; Carril 4: p + [Cu(phen)(H2O)]+ + AA; 

Carril 5: p + [Cu(phen)(H2O)]+ + AA + H2O2: Carril 6: p + onz; Carril 7: p + onz + AA + H2O2:             

Carril 8: p + [Cu(onz)2Br2]; Carril 9: p + [Cu(onz)2Br2] + AA; Carril 10: p + [Cu(onz)2Br2] + AA + H2O2. 

 

 

1      2     3      4      5     6      7       8      9    10 



 

74 

Para los compuestos de zinc(II), a una concentración de 50 M [Zn(onz)2Cl2] y [Zn(cenz)2Cl2] fueron 

capaces de dañar al plásmido por sí mismos exhibiendo un porcentaje de Forma I de 67.10% y 79.20%, 

respectivamente. Es importante mencionar que los compuestos de cobre(II) muestran este daño desde 10 M; 

mientras que para los derivados de zinc(II) se requiere una concentración de 50 M, esto se debe a que las 

interacciones electrostáticas con ADN que se observaron por las técnicas espectroscópicas son más débiles y 

se requiere una mayor concentración de compuesto para provocar un daño significativo.  

Inesperadamente, al añadir ácido ascórbico con los compuestos de zinc(II) se observó un incremento en el 

daño al plásmido. Con el compuesto [Zn(cenz)2Cl2] el ADN solo mostró 19.40% de Forma I y para 

[Zn(onz)2Cl2] ya no fue posible observarlo; en ambos casos al añadir AA y H2O2 el daño al plásmido fue del 

100%. Comportamientos similares se observaron para [Zn(cenz)2Br2] y [Zn(onz)2Br2] (ANEXO IX). En la 

Figura 43 se presenta como ejemplo el gel obtenido en el estudio del compuesto [Zn(cenz)2Cl2]. 

 

Figura 43. Imagen de electroforesis en gel de agarosa del plásmido pBR322 15 M incubado1 h a 37°C 

en cacodilato (pH = 7.25) con cenz (50 M), [Zn(cenz)2Cl2] 50 M, AA 50 M, H2O2 500 M.  
Carril 1: plásmido (p); Carril 2: p + AA; Carril 3: p + [Cu(phen)(H2O)]+; Carril 4: p + [Cu(phen)(H2O)]+ + 

AA: Carril 5: p + cenz; Carril 6: p + cenz + AA + H2O2; Carril 7: p + [Zn(cenz)2Cl2]; Carril 8: p + 

[Zn(cenz)2Cl2] + AA; Carril 9: p + [Zn(cenz)2Cl2] + H2O2; Carril 10: p + [Zn(cenz)2Cl2] + AA + H2O2. 
 

Se propone que el daño al ADN observado por electroforesis se debe a la formación del radical -NO2
•¯ 

presente en los ligantes cenz y onz en los compuestos de coordinación. Para corroborar esta hipótesis se 

realizaron estudios de voltamperometría cíclica, los cuales se discuten en la siguiente sección. 
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Capítulo 11 Estudios electroquímicos por voltamperometría cíclica  

Desde el descubrimiento de la actividad biológica de los derivados orgánicos del 5-nitroimidazol ha sido de 

interés estudiar su mecanismo de acción. Como se mencionó en el Capítulo 2, hoy en día sabemos que el 

mecanismo involucra la reducción del grupo nitro (-NO2) hasta la amina correspondiente (-NH2) pasando por 

los intermediarios anión radical nitro (-NO2
•¯), nitroso (-N=O) e hidroxilamina (-NHOH) los cuales son capaces 

de dañar el ADN de las bacterias o parásitos provocando la muerte celular [38,44].  

En estudios previos ha sido posible determinar los potenciales de reducción del grupo nitro para la formación 

de la especie -NO2
•¯ en los ligantes libres tinidazol (-1.32 V vs NHE) y ornidazol (-1.024 V vs NHE), también 

se ha observado que estos potenciales no varían considerablemente en sus compuestos de coordinación de 

cobalto(II), cobre(II) y zinc(II) [56,60].  

Para analizar el comportamiento redox de los ligantes cenz, onz y de sus compuestos de coordinación con 

cobre(II) y zinc(II) se realizaron estudios de voltamperometría cíclica en una celda de tres electrodos; electrodo 

auxiliar (EA) de platino, electrodo de trabajo (ET) de carbón vítreo y electrodo de referencia (ER) de calomel 

saturado. Los experimentos se realizaron utilizando hexafluorofosfato de tetrabutilamonio (TBAPF6 0.1 M) 

como electrolito soporte y acetonitrilo anhidro como disolvente. A continuación, se describen los resultados 

obtenidos con respecto al electrodo de calomel saturado (SCE), entre paréntesis se indican los valores con 

respecto al electrodo normal de hidrógeno (NHE).  

En la Figura 44a se comparan los voltamperogramas obtenidos de los ligantes libres cenz y onz con respecto 

al SCE. Los picos indicados como Ia corresponden al potencial de pico anódico (Epa) y como Ic al potencial 

de pico catódico (Epc). Para el ligante cenz estos valores se obtuvieron en Epa = -1.145 V y Epc = -1.218 V, con 

un potencial de media onda E1/2 = -1.182 V (-1.423 V vs NHE) del par -NO2/-NO2
•¯en un sistema químicamente 

reversible y electroquímicamente cuasi reversible, esto último se debe a que la diferencia entre el potencial de 

pico catódico y el potencial de pico anódico (ΔEp = Epc-Epa) es mayor a 58 mV, como se muestra en la Tabla13. 

El cociente de las intensidades de pico anódico y pico catódico (Ipa/Ipc) dio un valor de 0.784 lo cual nos indica 

la presencia de otros procesos que están ocurriendo en el medio. Para el ligante onz se obtuvo un 

comportamiento similar para el par -NO2/-NO2
•¯, obteniendo un valor de E1/2 = -1.095 V (-1.336 V vs NHE) y 

de Ipa/Ipc = 0.814, los valores obtenidos se comparan en la Tabla 13. 
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Figura 44. Voltamperogramas obtenidos en acetonitrilo anhidro con TBAPF6 (0.1 M), EA: Platino, ET: 

carbón vítreo, ER: calomel saturado, para (a) el par -NO2/-NO2
•¯ en cenz (4.22 mM) y onz (5.05 mM), (b) el 

par -NO2/-NHOH y asociación intramolecular del onz. 

(I) Formación del radical anión nitro  

 

(II) Formación de la hidroxilamina 

(III) Asociación intramolecular 

(a) 

 

 

 

 

 

 

 

(b) 



 

 

 

 

Tabla 13. Valores de potencial vs SCE encontrados por voltamperometría cíclica para los ligantes cenz y onz y sus compuestos de coordinación 

de cobre(II).  

Especie Pico 

cenz [Cu(cenz)2Cl2] [Cu(cenz)2Br2] 

Ep (V) 
ΔEp 

(mV) 
E1/2 (V) Ep (V) 

ΔEp 

(mV) 
E1/2 (V) Ep (V) 

ΔEp 

(mV) 
E1/2 (V) 

-NO2/-NO2
•¯ 

Ia -1.145 

73 -1.182 

-1.146 

82 -1.187 

-1.146 

87 -1.189 
Ic -1.218 -1.228 -1.233 

-NO2/-NHOH 
IIa -1.792 

415 -1.999 
-1.893 

429 -2.108 
-1.921 

424 -2.133 
IIc -2.207 -2.322 -2.345 

CuII/CuI 
IVa --- 

--- --- 
0.548 

104 0.496 
0.597 

117 0.539 
IVc --- 0.444 0.480 

Especie Pico 

onz [Cu(onz)2Cl2] [Cu(onz)2Br2] 

Ep (V) 
ΔEp 

(mV) 
E1/2 (V) Ep (V) 

ΔEp 

(mV) 
E1/2 (V) Ep (V) 

ΔEp 

(mV) 
E1/2 (V) 

-NO2/-NO2
•¯ 

Ia -1.057 
76 -1.095 

-1.158 
88 -1.202 

-1.155 
83 -1.197 

Ic -1.133 -1.246 -1.238 

-NO2/-NHOH 
IIa -1.894 

347 -2.068 
-2.015 

276 -2.153 
-1.918 

367 -2.102 
IIc -2.241 -2.291 -2.285 

CuII/CuI 

IVa --- 

--- --- 

0.552 

116 0.494 

0.565 

79 0.525 
IVc --- 0.436 0.486 

                      Ep:Potencial del pico; E1/2: Potencial de media onda; ΔEp = Epc-Epa 
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Con la finalidad de encontrar los otros procesos que se llevan a cabo, se realizaron experimentos hacia 

potenciales más negativos. En la Figura 44b se muestran tres voltamperogramas para el onz con diferentes 

ventanas electroquímicas, se indican como IIa y IIc los picos anódico y catódico que corresponden al proceso 

global de formación de la hidroxilamina -NO2/-NHOH via 4 electrones y 4 protones que provienen de las trazas 

de agua del disolvente a un potencial E1/2 = -2.068 V. Para el ligante cenz se observó un comportamiento 

similar para el par -NO2/-NHOH con un potencial E1/2 = -2.240 V, en la Tabla 13 se muestran los valores 

obtenidos.  

Adicionalmente, para el ligante onz se observó un pico catódico IIIc en -1.884 V que corresponde a una 

asociación intramolecular entre el radical -NO2
•¯ y el grupo alcohol de la cadena alquílica (Figura 44b). Esto 

sucede porque una vez que se forma el radical -NO2
•¯ se favorecen las condiciones electrónicas para que la 

cadena alquílica pueda girar y formar un puente de hidrógeno intramolecular entre el protón del alcohol y el 

átomo de oxígeno del grupo nitro. Esta asociación le confiere una estabilidad adicional al radical, lo cual puede 

explicar que los compuestos de coordinación [Cu(onz)2Cl2] y [Cu(onz)2Br2] hayan presentado una mayor 

actividad antiparasitaria comparada con los compuestos de cenz, ya que mediante este mecanismo se estaría 

favoreciendo la generación y estabilidad del radical nitro que daña a las biomoléculas del Toxoplasma gondii. 

En el caso de los compuestos de coordinación de cobre(II) se encontró que la presencia del metal no 

modifica considerablemente los potenciales de media onda del radical nitro, ni de la hidroxilamina con respecto 

a los ligantes libres (Tabla 13). En la Figura 45a se observa el voltamperograma obtenido para el compuesto 

[Cu(cenz)2Cl2], al igual que en el ligante libre se observan los picos Ic-Ia que corresponden al par -NO2/-NO2
•¯ 

y los picos IIc-IIa corresponden al proceso global de formación de la hidroxilamina -NO2/-NHOH. 

Adicionalmente, se obtuvieron los picos anódico y catódico IVc y IVa que corresponden a la reducción del 

centro metálico CuII/CuI. En la Tabla 13 se presentan los potenciales de media onda para los compuestos 

[Cu(cenz)2Cl2], [Cu(cenz)2Br2], [Cu(onz)2Cl2] y [Cu(onz)2Br2] asociados a la reducción del metal los cuales se 

encuentran en el intervalo de 0.539 – 0.588 V (0.253 – 0.347 V vs NHE). El efecto sinérgico entre la reducción 

del grupo nitro y la reducción del cobre(II) estaría favoreciendo el daño al ADN observado por electroforesis 

en gel y la actividad contra T. gondii.  

Finalmente, para los compuestos de zinc(II) se encontró que la reducción del grupo nitro está acoplada a la 

reducción del ZnII/Zn0, posiblemente por fenómenos de nucleación del metal por electrodeposición de Zn0 en 

el electrodo de carbón vítreo [126]. Esta reacción se puede desacoplar aumentando la velocidad de barrido 

entre 5 y 10 V/s para todos los compuestos de zinc(II).  
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       (b)  

Figura 45. Voltamperogramas obtenidos en acetonitrilo anhidro con TBAPF6 (0.1 M); EA: Platino, ET: 

carbón vítreo, ER: calomel saturado, para (a) [Cu(cenz)2Cl2] (4.0 mM), (b) [Zn(cenz)2Cl2] (4.0 mM) a 

diferentes velocidades de barrido. 

En la Figura 45b se muestran los voltamperogramas obtenidos para [Zn(cenz)2Cl2] a diferentes velocidades 

de barrido; se puede observar que a 5 V/s es posible desacoplar la reducción del grupo nitro y obtener el valor 

del potencial de media onda para -NO2/-NO2
•¯. Al igual que en los compuestos de cobre(II) se encontró que 

este potencial no se modifica considerablemente en comparación con el ligante libre para [Zn(cenz)2Cl2]              

(-1.227 V), [Zn(cenz)2Br2] (-1.223 V), [Zn(onz)2Cl2] (-1.171 V) y [Zn(onz)2Br2] (-1.170 V). Sin embargo, 

como se observa en metaloenzimas oxidorreductasas, los potenciales de reducción están influenciados no solo 

por el par redox, sino también por los ligantes y toda la matriz proteica, por lo que no se descarta la posibilidad 

de que en presencia de ADN o de alguna proteína del T. gondii los potenciales de los pares -NO2/-NO2
•¯,              

-NO2/-NHOH y CuII/CuI se vean modificados, favoreciendo los procesos de reducción y con ello la actividad 

biológica.  

A través de los estudios realizados por voltamperometría cíclica se encontró que el grupo nitro presente en 

los ligantes cenz y onz puede ser reducido para formar el anión radical -NO2/-NO2
•¯. Si bien los potenciales de 

estos ligantes no varían en su forma libre o coordinada es posible que por efecto sinérgico de la reducción de 

CuII/CuI la actividad biológica aumente en los compuestos de coordinación [Cu(onz)2Cl2] y [Cu(onz)2Br2]. De 

igual forma fue posible encontrar los potenciales para la formación de la hidroxilamina -NO2/-NHOH, tanto 

en los ligantes libres como en los compuestos de cobre(II), lo cual también contribuye en el daño al ADN.  

Como perspectivas sobre estos estudios, es de interés realizar un análisis electroquímico profundo para 

poder explicar de manera más detallada el mecanismo de reducción que estarían favoreciendo los compuestos 

de zinc(II). También es importante hacer un análisis sobre los demás picos que se observaron en los 

voltamperogramas, los cuales podrían estar asociados a la oxidación del imidazol, la oxidación de los halógenos 

(Br-/Br2) y otros procesos de reducción del átomo metálico (CuII/Cu0, CuI/Cu0).   

(a) 
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Conclusiones 

De acuerdo con la hipótesis planteada en este proyecto, la formación de compuestos de coordinación con los 

metales cobre(II) y zinc(II) sí mejoró la actividad biológica contra el T. gondii comparada con los ligantes 

libres y las sales metálicas de partida, debido a efectos sinérgicos entre las propiedades de los ligantes y de los 

metales.  

El átomo de cloro y el grupo alcohol de la cadena alquílica en los ligantes cenz y onz contribuyeron en la 

solubilidad de los compuestos de coordinación; mientras que, con los compuestos derivados del ligante 1mnz 

no se pudo continuar con el estudio biológico debido a la insolubilidad que presentaron. Adicionalmente, el 

grupo alcohol en el onz permite una interacción intramolecular por puente de hidrógeno con el grupo nitro que 

favorece la estabilidad del radical -NO2
•¯. 

La caracterización por difracción de rayos X permitió observar la versatilidad del grupo nitro para actuar 

como donador o aceptor de electrones en la formación de interacciones no covalentes par libre∙∙∙π o par 

libre∙∙∙hueco π. Se propone que es a través de estas interacciones que los compuestos de coordinación 

interactúan con el ADN. En este análisis también se observó que la cadena alquílica contribuye en la formación 

de puentes de hidrógeno débiles.  

Los valores de Log D7.4 para los compuestos de coordinación en el intervalo de 0.56 – 0.95 indicaron un 

buen equilibrio entre la solubilidad del compuesto y su permeabilidad a la membrana celular. Estos datos son 

de gran interés ya que el T. gondii es un parásito intracelular obligado y los fármacos activos deben ser capaces 

de atravesar la membrana de la célula hospedera; además, el parásito posee cuatro membranas que en general 

resultan difíciles de permear por los fármacos actuales. Es posible que los compuestos de coordinación puedan 

interactuar con las proteínas de membrana del parásito y causar daño oxidativo, como perspectiva del proyecto 

es de interés realizar estudios con proteínas que puedan favorecer la reducción del grupo nitro; por ejemplo, 

los citrocromos o las ferredoxinas. Además, es importante que durante las observaciones clínicas realizadas en 

los estudios de toxicidad aguda los compuestos de coordinación no produjeron efectos secundarios como el 

fármaco estándar contra la toxoplasmosis. 

En los estudios de interacción con el ADN se observó que independientemente del ligante, los compuestos 

de cobre(II) se unen al surco menor de la biomolécula; esto se debe a la geometría que adopta el centro metálico, 

que tiende a cuadrado plano, permitiendo a los ligantes adquirir una conformación extendida. Mientras que, 

los compuestos de zinc(II) tienen una gran afinidad por los grupos fosfato, debido al carácter ácido base del 

metal y por el impedimento estérico de la geometría tetraédrica.  
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El daño oxidativo observado mediante los estudios de electroforesis en gel se debe principalmente a la 

generación del radical -NO2
•¯. Los estudios de voltamperometría cíclica mostraron que los potenciales de 

reducción del par -NO2/-NO2
•¯no se modifican en los ligantes libres y en los compuestos de coordinación. Sin 

embargo, es posible que en medios biológicos si existan variaciones, por lo que se debe realizar un estudio 

electroquímico profundo, a un pH fisiológico y en presencia de ADN.  

Finalmente, se propone que la actividad de los compuestos de coordinación se debe a un mecanismo 

concertado entre el reconocimiento de los compuestos de coordinación por el ADN a través de interacciones 

no covalentes y la subsecuente reducción del grupo nitro para la formación del radical -NO2
•¯; adicionalmente, 

en el caso de los compuestos de coordinación de cobre(II), la reducción del átomo metálico también influye en 

la actividad. Estudios teóricos de dinámica molecular permitirían corroborar la propuesta de este mecanismo 

de acción.  

Debido a este mecanismo propuesto y a la actividad biológica que presentaron los compuestos de 

coordinación es importante investigar su potencial actividad contra otros patógenos e incluso contra células 

cancerosas, esto último debido a las interacciones que se encontraron entre los compuestos de coordinación y 

el ADN 
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 Espectros de RNM en DMSO-d6 a 400 MHz 

Espectros de 1H-RMN en DMSO-d6 para el ligante 1mnz y el compuesto [Zn(1mnz)Br2].  
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Espectros de 1H-RMN en DMSO-d6 para el ligante cenz y el compuesto [Zn(cenz)Br2]  
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Espectro de 1C-RMN y HSQC en DMSO-d6 para el ligante onz 
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Espectros de 1H-RMN en DMSO-d6 para el compuesto [Zn(onz)Cl2]  

 

 

 

 

Espectros de 1H-RMN en DMSO-d6 para el compuesto [Zn(onz)Br2] 
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 Datos cristalográficos 

Compuesto [Cu(1mnz)3Cl2] [Cu(1mnz)3Br2] [Zn(1mnz)2Br2] 

Fórmula química C12H15Cl2CuN9O6 C12H15Br2CuN9O6 C8H10Br2N6O4Zn 

PM (g mol-1) 515.77 604.69 479.41 

Sistema cristalino Triclínico Triclínico Monoclínico 

Grupo espacial P -1 P -1 C m 

a (Å) 

b (Å) 

c (Å) 

6.9237(4) 

9.3507(7) 

15.1889(13) 

7.1065(6) 

9.4987(14) 

15.1833(11) 

5.9508(12) 

19.240(3) 

6.8134(11) 







86.645(6) 

84.300(6) 

83.568(5)° 

85.934(9) 

84.393(7) 

84.432(9) 

90 

112.10(2) 

90 

V (Å
3
) 971.21(12) 1013.24(19) 722.8(2) 

Z 2 2 2 

Dcalc (mg cm-3) 1.764 1.982 2.203 

 (mm-1) 1.453 5.073 7.251 

F (000) 522 594 464 

Temp (K) 130(2) 130(2) 130(2) 

 range (°) 3.503 a 29.262 3.556 a 29.559 3.844 a 28.944 

Intervalo de 

índices 

-9 ≤ h ≤ 9 

-11 ≤k≤12 

-20 ≤ l ≤ 18 

-7 ≤ h ≤ 9 

-12 ≤ k ≤ 12 

-19 ≤ l ≤ 19 

-7 ≤ h ≤ 6 

-12 ≤ k ≤ 25 

-9 ≤ l ≤ 9 

Reflexiones 

medidas 
7964 8122 1472 

Parámetros 274 274 89 

Índices R finales 

[I>2sigma(I)] 
0.0358 0.0472 0.0723 

wR2 0.0661 0.0805 0.1213 

F2 1.043 1.036 1.030 

max (e Å-3) 0.410  0.720  1.569 

min (e Å-3) -0.519 -0.835 -1.509 
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Compuesto [Cu(cenz)2Cl2] [Zn(cenz)2Cl2] 

Fórmula química C12H16Cl4N6O4Cu C12H16Cl4N6O4Zn 

PM (g mol-1) 513.65 515.48 

Sistema cristalino Ortorrómbico Ortorrómbico 

Grupo espacial P 21 21 21 C m c 21 

a (Å) 

b (Å) 

c (Å) 

7.1965(10) 

13.4806(17) 

19.782(12) 

24.725(2) Å 

7.7268(7) Å 

9.9383(7) Å 







90 

90 

90 

90 

90 

90 

V (Å
3
) 1919.1(12) 1898.6(3) Å

3
 

Z 4 4 

Dcalc (mg cm-3) 1.778 1.803 

 (mm-1) 1.727 1.889 

F (000) 1036 1040 

Temp (K) 130(2) 130(2) 

 range (°) 3.370 a 29.574° 3.440 a 29.547° 

Intervalo de 

índices 

-9 ≤ h ≤ 7 

-13 ≤ k ≤ 18 

-15 ≤ l ≤ 25 

-31≤ h ≤ 34 

-7 ≤ k ≤ 10 

-8 ≤ l ≤ 13 

Reflexiones 

medidas 
7352 3038 

Parámetros 246 128 

Índices R finales 

[I>2sigma(I)] 
0.0625 0.0389 

wR2 0.1169 0.1166 

F2 1.039 1.067 

max (e Å-3) 1.130 1.404 

min (e Å-3) -0.964 -1.031 
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 Análisis estadístico de sobrevida Probit 

Límites de confianza 

Probabilidad 

95% Límites de confianza para dosis en 

[Cu(onz)2Cl2] 

95% Límites de confianza para dosis 

en [Cu(onz)2Br2] 

Estimado 
Límite 

inferior 

Límite 

superior 
Estimado 

Límite 

inferior 

Límite 

superior 

.010 -11.096 -101.095 17.591 22.798 -53.824 46.938 

.020 -4.014 -85.494 22.625 29.881 -38.183 51.932 

.030 0.48 -75.652 25.874 34.374 -28.322 55.162 

.040 3.86 -68.283 28.354 37.755 -20.945 57.634 

.050 6.61 -62.314 30.396 40.504 -14.975 59.675 

.060 8.95 -57.255 32.155 42.845 -9.92 61.439 

.070 11.002 -52.837 33.716 44.897 -5.511 63.008 

.080 12.84 -48.896 35.128 46.734 -1.583 64.433 

.090 14.511 -45.326 36.426 48.405 1.972 65.747 

.100 16.049 -42.052 37.634 49.943 5.226 66.974 

.150 22.417 -28.649 42.784 56.312 18.482 72.272 

.200 27.479 -18.214 47.096 61.373 28.685 76.816 

.250 31.821 -9.465 50.998 65.715 37.107 81.044 

.300 35.721 -1.811 54.704 69.615 44.329 85.183 

.350 39.334 5.073 58.348 73.228 50.66 89.38 

.400 42.763 11.383 62.028 76.657 56.291 93.738 

.450 46.08 17.248 65.828 79.975 61.353 98.341 

.500 49.345 22.759 69.829 83.24 65.951 103.255 

.550 52.61 27.986 74.114 86.504 70.177 108.542 

.600 55.927 32.987 78.778 89.822 74.12 114.263 

.650 59.356 37.822 83.933 93.251 77.871 120.502 

.700 62.97 42.556 89.726 96.864 81.526 127.375 

.750 66.869 47.278 96.365 100.764 85.194 135.067 

.800 71.212 52.116 104.178 105.106 89.018 143.895 

.850 76.273 57.29 113.75 110.167 93.214 154.444 

.900 82.642 63.246 126.348 116.536 98.21 168.003 

.910 84.18 64.611 129.465 118.074 99.38 171.313 

.920 85.851 66.066 132.878 119.745 100.639 174.923 

.930 87.688 67.636 136.661 121.582 102.009 178.907 

.940 89.74 69.355 140.92 123.635 103.522 183.372 

.950 92.081 71.278 145.817 125.975 105.23 188.482 

.960 94.83 73.489 151.616 128.725 107.215 194.508 

.970 98.211 76.148 158.806 132.105 109.627 201.945 

.980 102.704 79.596 168.45 136.599 112.793 211.871 

.990 109.787 84.872 183.807 143.681 117.708 227.589 
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 Espectros de UV-Vis obtenidos para los estudios con ADN 
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 Espectros de fluorescencia obtenidos para los ensayos con EB y Hoechst 33258 

Ensayos de desplazamiento competitivo para los aductos de BE-ADN con concentraciones crecientes de los 

compuestos [Cu(cenz)2Cl2], [Cu(cenz)2Br2], [Zn(cenz)2Cl2], [Zn(cenz)2Br2], [Cu(onz)2Br2] y [Zn(onz)2Br2] 

(Incubación 1 h, [EB] = 75 M, ct-DNAb = 15 M, [compuesto] = 0-50 M, exc = 514 nm and                  em 

= 610 nm, en buffer de cacodilato pH = 7.25) 
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Ensayos de desplazamiento competitivo para el aducto de Hoechst 33258 con ADN con concentraciones 

crecientes de los compuestos [Cu(cenz)2Cl2], [Cu(cenz)2Br2], [Zn(cenz)2Cl2], [Zn(cenz)2Br2], [Cu(onz)2Cl2] y 

[Zn(onz)2Br2] (Incubación 1h, [Hoechst] = 75 M, ct-DNAb = 30 M, [compuesto] = 0-50 M,        exc = 350 

nm and em = 458 nm en buffer de cacodilato pH = 7.25). 
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 Espectros de dicroísmo circular  
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 Datos de electroforesis en gel 

Resultados de electroforesis en gel para plásmido pBR322 (15 μMpb) después de 1 h de incubación a 37°C en 

cacodilato (pH = 7.25) con el ligante onz y sus compuestos de coordinación de cobre(II), en presencia de ácido 

ascórbico (50 μM) y peróxido de hidrógeno (500 μM).  

Carril Concentración (μM) Forma I Forma II %Daño 

plásmido ADN (p) - 93.6 5.9 6.4 

p + AA - 91.5 - 8.5 

p + H2O2 - 94.6 4.5 5.4 

p + AA + H2O2 - 89.2 9.0 10.8 

Cu(phen) 10 81.7 - 18.3 

Cu(phen) + AA 10 - - 100.0 

Cu(phen) + H2O2 10 19.3 17.2 80.7 

Cu(phen) + AA + H2O2 10 - - 100.0 

p + onz 50 90.2 7.6 9.8 

p + onz + H2Asc 50 88.2 5.6 11.8 

p + onz + H2O2 50 89.3 8.9 10.7 

p + onz + AA + H2O2 50 91.2 4.3 8.8 

p + [Cu(onz)2Cl2] 10 63.6 6.4 36.4 

p + [Cu(onz)2Cl2]+ AA 10 41.9 33.0 58.1 

p + [Cu(onz)2Cl2] + H2O2 10 83.6 6.1 16.4 

p + [Cu(onz)2Cl2]+ AA + H2O2 10 19.4 46.5 80.6 

p + [Cu(onz)2Cl2] 50 66.2 9.7 33.8 

p + [Cu(onz)2Cl2] + AA 50 - - 100.0 

p + [Cu(onz)2Cl2] + H2O2 50 - - 100.0 

p + [Cu(onz)2Cl2] + AA + H2O2 50 - - 100.0 

p + [Cu(onz)2Br2] 10 92.2 - 7.8 

p + [Cu(onz)2Br2]+ AA 10 55.3 35.6 44.7 

p + [Cu(onz)2Br2] + H2O2 10 - - 100.0 

p + [Cu(onz)2Br2]+ AA + H2O2 10 - - 100.0 

p + [Cu(onz)2Br2] 50 93.3 23.0 6.7 

p + [Cu(onz)2Br2]+ AA 50 - - 100.0 

p + [Cu(onz)2Br2] + H2O2 50 - - 100.0 

p + [Cu(onz)2Br2]+ AA 50 - - 100.0 
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Resultados de electroforesis en gel para plásmido pBR322 (15 μMpb) después de 1 h de incubación a 37°C en 

cacodilato (pH = 7.25) con los compuestos de coordinación de zinc(II) con onz, en presencia de ácido ascórbico 

(50 μM) y peróxido de hidrógeno (500 μM).  

Carril Concentración (μM) Forma I Forma II %Daño 

plásmido ADN (p) - 93.6 5.9 6.4 

p + AA - 91.5 - 8.5 

p + H2O2 - 94.6 4.5 5.4 

p + AA + H2O2 - 89.2 9.0 10.8 

p + [Zn(onz)2Cl2] 10 85.4 - 14.6 

p + [Zn(onz)2Cl2] + AA 10 8.8 65.7 91.2 

p + [Zn(onz)2Cl2] + H2O2 10 89.2 5.9 10.8 

p + [Zn(onz)2Cl2] + AA + H2O2 10 32.1 44.0 67.9 

p + [Zn(onz)2Cl2] 50 67.1 3.9 32.9 

p + [Zn(onz)2Cl2] + AA 50 - 4.8 100.0 

p + [Zn(onz)2Cl2] + H2O2 50 21.7 47.6 78.3 

p + [Zn(onz)2Cl2] + AA + H2O2 50 - - 100.0 

p + [Zn(onz)2Br2] 10 96.5 2.6 3.5 

p + [Zn(onz)2Br2] + AA 10 12.7 81.8 87.3 

p + [Zn(onz)2Br2] + H2O2 10 85.7 4.7 14.3 

p + [Zn(onz)2Br2] + AA + H2O2 10 - - 100.0 

p + [Zn(onz)2Br2] 50 88.1 0.4 11.9 

p + [Zn(onz)2Br2] + AA 50 1.8 98.8 98.2 

p + [Zn(onz)2Br2] + H2O2 50 55.2 29.1 44.8 

p + [Zn(onz)2Br2] + AA + H2O2 50 - - 100.0 
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Resultados de electroforesis en gel para plásmido pBR322 (15 μMpb) después de 1 h de incubación a 37°C en 

cacodilato (pH = 7.25) con el ligante cenz y sus compuestos de coordinación, en presencia de ácido ascórbico 

(50 μM).  

Carril Concentración (μM) Forma I Forma II %Daño 

plásmido ADN (p) - 95.20 - 4.80 

p + AA - 96.30 - 3.70 

p + H2O2 - 92.70 6.50 7.30 

p + AA + H2O2 - 90.50 3.90 9.50 

Cu(phen) 10 93.20 - 6.80 

Cu(phen) + AA 10 5.10 64.80 94.90 

Cu(phen) + H2O2 10 21.00 64.80 79.00 

Cu(phen) + AA + H2O2 10 - - 100.00 

p + cenz 50 92.50 - 7.50 

p + cenz + H2Asc 50 91.20 - 8.80 

p + cenz + H2O2 50 92.80 5.90 7.20 

p + cenz + AA + H2O2 50 90.30 4.00 9.70 

p + [Cu(cenz)2Cl2] 10 88.00 - 12.00 

p + [Cu(cenz)2Cl2]+ AA 10 66.80 16.60 33.20 

p + [Cu(cenz)2Cl2] + H2O2 10 16.50 84.30 83.50 

p + [Cu(cenz)2Cl2]+ AA + H2O2 10 - - 100.00 

p + [Cu(cenz)2Cl2] 50 68.50 - 31.50 

p + [Cu(cenz)2Cl2] + AA 50 - - 100.00 

p + [Cu(cenz)2Cl2] + H2O2 50 - - 100.00 

p + [Cu(cenz)2Cl2] + AA + H2O2 50 - - 100.00 

p + [Cu(cenz)2Br2] 10 62.20 11.30 37.80 

p + [Cu(cenz)2Br2]+ AA 10 56.10 - 43.90 

p + [Cu(cenz)2Br2] + H2O2 10 16.00 37.10 84.00 

p + [Cu(cenz)2Br2]+ AA + H2O2 10 - - 100.00 

p + [Cu(cenz)2Br2] 50 66.20 7.50 33.80 

p + [Cu(cenz)2Br2]+ AA 50 - - 100.00 

p + [Cu(cenz)2Br2] + H2O2 50 - - 100.00 

p + [Cu(cenz)2Br2]+ AA 50 - - 100.00 
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Resultados de electroforesis en gel para plásmido pBR322 (15 μMpb) después de 1 h de incubación a 37°C en 

cacodilato (pH = 7.25) con el ligante cenz y sus compuestos de coordinación, en presencia de ácido ascórbico 

(50 μM) y peróxido de hidrógeno (500 μM).  

Carril Concentración (μM) Forma I Forma II %Daño 

plásmido ADN (p) - 95.20 - 4.80 

p + AA - 96.30 - 3.70 

p + H2O2 - 92.70 6.50 7.30 

p + AA + H2O2 - 90.50 3.90 9.50 

p + [Zn(cenz)2Cl2] 10 88.40 2.20 11.60 

p + [Zn(cenz)2Cl2] + AA 10 82.90 2.90 17.10 

p + [Zn(cenz)2Cl2] + H2O2 10 92.70 6.50 7.30 

p + [Zn(cenz)2Cl2] + AA + H2O2 10 9.10 2.10 90.90 

p + [Zn(cenz)2Cl2] 50 79.20 2.50 20.80 

p + [Zn(cenz)2Cl2] + AA 50 19.40 40.60 80.60 

p + [Zn(cenz)2Cl2] + H2O2 50 2.40 81.50 97.60 

p + [Zn(cenz)2Cl2] + AA + H2O2 50 - - 100.00 

p + [Zn(cenz)2Br2] 10 93.80 3.00 6.20 

p + [Zn(cenz)2Br2] + AA 10 71.60 6.40 28.40 

p + [Zn(cenz)2Br2] + H2O2 10 80.70 27.20 19.30 

p + [Zn(cenz)2Br2] + AA + H2O2 10 11.00 75.80 89.00 

p + [Zn(cenz)2Br2] 50 81.60 2.20 18.40 

p + [Zn(cenz)2Br2] + AA 50 3.90 39.50 96.10 

p + [Zn(cenz)2Br2] + H2O2 50 1.60 63.30 98.40 

p + [Zn(cenz)2Br2] + AA + H2O2 50 21.60 10.40 78.40 
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Abstract
Tetrahedral copper(II) and zinc(II) coordination compounds from 5-nitroimidazole derivatives, viz. 1-(2-chloroethyl)-2-me-
thyl-5-nitroimidazole (cenz) and ornidazole 1-(3-chloro-2-hydroxypropyl)-2-methyl-5-nitroimidazole (onz), were synthe-
sized and spectroscopically characterized. Their molecular structures were determined by X-ray diffraction studies. The 
complexes [Cu(onz)2X2], [Zn(onz)2X2], [Cu(cenz)2X2] and [Zn(cenz)2X2] (X− = Cl, Br), are stable in solution and exhibit 
positive LogD7.4 values that are in the range for molecules capable of crossing the cell membrane via passive difussion. Their 
biological activity against Toxoplasma gondi was investigated, and IC50 and lethal dose (LD50) values were determined. 
The ornidazole copper(II) compounds showed very good antiparasitic activity in its tachyzoite morphology. The interaction 
of the coordination compounds with DNA was examined by circular dichroism, fluorescence (using intercalating ethidium 
bromide and minor groove binding Hoechst 33258) and UV–Vis spectroscopy. The copper(II) compounds interact with the 
minor groove of the biomolecule, whereas weaker electrostatic interactions take place with the zinc(II) compounds. The 
spectroscopic data achieved for the two series of complexes (namely with copper(II) and zinc(II) as metal center) agree with 
the respective DNA-damage features observed by gel electrophoresis.

Graphical abstract

Keywords  Coordination compounds · Nitroimidazole ligands · Anti-toxoplasma activity · Copper(II) and zinc(II) · DNA-
damage

Introduction

5-Nitroimidazole derivatives are a group of heterocyclic 
compounds of broad spectrum against Gram-positive and 
Gram-negative bacteria, protozoa, and helminth that cause 

infection on the human body [1–3]. Metronidazole (mtz) 
was the first derivative to be used due to its potent activity 
against the parasite Trichomonas vaginalis, which causes 
trichonomia disease. It is currently used against amebiasis 
caused by Etamoeba histolytica and Giardia lambia, and 
for stomach ulcers caused by Helicobacter pyroli [1–4]. 
After the discovery of metronidazole, a second and third Extended author information available on the last page of the article
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generation of 5-nitroimidazole drugs with different chains 
at the N1-position of the imidazole were developed, such 
as tinidazole (tnz), secnidazole (snz) and ornidazole (onz) 
[1, 2].

Regarding the mechanism of action, 5-nitroimidazoles 
are considered as pro-drugs which require intracellular 
bioactivation through three essential steps: (1) entry of the 
compound into the cell by passive diffusion, (2) enzymatic 
reduction (type I or type II) of the nitro group and (3) dam-
age by rupture of DNA strands and subsequent cell death 
[1–7]. The type I mechanism is oxygen-insensitive and 
consists in sequential two-electron reductions of the nitro 
group generating relatively stable nitroso and hydroxylamine 
intermediates. On the other hand, the type II mechanism 
(one-electron reduction) is oxygen sensitive and gives rise 
to a nitro radical anion R-NO2

⋅− which reacts with molecular 
oxygen to form a superoxide anion and subsequent reoxida-
tion to a nitro group [7]. This process is responsible for the 
toxic effects of the nitro groups that cause gastrointestinal 
diseases, carcinogenicity, hepatotoxicity and mutagenicity. 
Resistance of microorganisms to these drugs have also been 
observed [6–10].

Due to reported clinical resistance and side effects, the 
use of 5-nitroimidazoles as ligands to generate coordina-
tion compounds has been reported as an alternative for the 
treatment against parasites and bacteria [11]. We have been 
interested in investigating the biological activity of a series 
of coordination compounds with nitroimidazole deriva-
tives; among them tinidazole complexes were synthesized. 
The tetrahedral coordination compounds [Cu(tnz)2Br2] and 
[Zn(tnz)2Br2] were tested against the helminth Euryhali-
otrema perezponcei, which affects flamingo snapper fishes 
that are consumed by humans. The in vitro and in vivo 
assays carried out presented a parasite mortality percent-
age of 100% for [Cu(tnz)2Br2] [12, 13]. Characterization 
by UV–Vis spectroscopy, fluorescence spectroscopy and 
gel electrophoresis showed that these compounds are capa-
ble of causing DNA-damage through binding to its minor 
groove via electrostatic interactions and by oxidative cleav-
age [14]. Recent theoretical studies of the DNA recognition 
process with Molecular Dynamics and the Quantum Theory 
of Atoms in Molecules, provided results that were consistent 
with the experimental findings [15].

Previously, the tetrahedral mononuclear compounds 
[Cu(onz)2Cl2] and [Zn(onz)2Cl2] have been reported with 
the onz ligand. The zinc(II) complex showed higher activity 
against amoeba Entamoeba histolytica than the free ligand 
(MIC = 6.25 µM and 12.5 µM, respectively) [16, 17].

Toxoplasmosis is an infectious zoonotic disease caused 
by the apicomplex opportunistic parasite Toxoplasma gondii, 

which infects humans and all homoeothermic vertebrates. It 
is one of the most common infections in humans; it is esti-
mated that approximately one third of the world's population 
is infected with latent toxoplasmosis [18, 19]. The disease can 
go unnoticed clinically in immunocompetent patients, but it 
causes fatal complications in immunocompromised patients, 
such as those living with HIV, who commonly have brain 
lesions due to this parasite [18, 20, 21]. Women of reproduc-
tive age and fetuses are also affected groups [18–22]. T. gon-
dii can be transmitted by (i) oral ingestion of food and water 
contaminated by parasite oocysts that are shed in cat feces, (ii) 
consumption of raw or undercooked meat containing tissue 
cysts, and (iii) congenital transmission from mother to fetus 
[21]. The parasite is heteroxenous, completing its evolutionary 
cycle in two or more hosts, during this cycle it fulfills three 
different morphologies, namely: oocysts, which is the phase 
in which it can survive for long periods of time outside the 
host; bradyzoites or cysts, which is the slow replicating form 
and has a great affinity for neuronal and muscular tissue; and 
the tachyzoite, which is the rapidly replicating form [19–23]. 
Currently, pyrimethamine-sulfadiazine is the combination of 
choice to treat acute toxoplasmosis, with an effectiveness of 
75–89%. However, resistance to both drugs has been reported 
and they are known to cause serious host side effects including 
agranulocytosis, hypersensitivity reactions, leukopenia, neu-
tropenia, skin and liver necrosis, Stevens-Johnson syndrome 
[19, 24].

Due to the prevalence of toxoplasmosis and the compli-
cations that occur in immunocompromised patients, vari-
ous studies have been focused on finding safe drugs with 
new mechanisms of action that are effective and non-toxic 
to patients [25]. An alternative anti-toxoplasma treatment is 
provided by natural products, like for instance those extracted 
from Pleopeltis crassinervata [26]. Some, pyridine-based 
coordination compounds of iron(III) cobalt(II) copper(II) 
and zinc(II) were also described as active agents against T. 
gondii [27–31]. The most effective coordination compounds, 
which were recently patented, are the dinuclear copper(II) 
complexes [(HL1)Cu(µ-Cl)2Cu(HL1)]Cl2∙H2O and [(H2L2)
Cu(µ-Cl)2Cu(H2L2)]Cl2∙6H2O, with IC50 values of 0.78 and 
3.57 µM, respectively [30, 31].

Given the prevalence of toxoplasmosis throughout the 
world, the associated complications in immunocompromised 
patients, the low efficacy of currently available drugs, and the 
relevance of 5-nitroimidazole derivatives for the treatment of 
parasitic diseases, we have been interested in the development 
of new coordination compounds of copper(II) and zinc(II) 
with 1-(2-chloroethyl)-2-methyl-5-nitroimidazole (cenz) and 
1-(3-chloro-2-hydroxypropyl)-2-methyl-5-nitroimidazole 
(onz), Fig. 1. Herein, their structural and physicochemical 
properties, interactions with DNA, as well as their anti-toxo-
plasma activity will be discussed.
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Experimental

Materials and reagents

The reagents and solvents were used without further purifi-
cation. The ligand 1-(3-chloro-2-hydroxypropyl)-2-methyl-
5-nitroimidazole (onz) was obtained from Sigma Aldrich, 
as well as thionyl chloride, sulfadiazine, Hoechst 33258, 
cacodylic acid, (3-(N-morpholino) propanesulfonic acid) 
(MOPS), ascorbic acid, hydrogen peroxide, SYTOX® Green, 
SYBR™ Safe and the calf thymus DNA. The metal salts: 
Na2CO3, Na2SO4, CuCl2⋅2H2O, CuBr2, ZnCl2 and ZnBr2, 
and solvents: acetonitrile, ethyl acetate, hexane, ethanol, 
dimethyl sulfoxide, and 1-octanol were obtained from J.T. 
Baker. NaCl was purchased from Fisher, TBE 10X from 
Invitrogen, sodium salt of calf thymus DNA (ct-DNA, type 
I fibrous) from Sigma-Aldrich, plasmid pBR322 (4361 bp, 
0.25 mg mL−1) from Thermo Scientific, agarose from Eco-
gen and ethidium bromide 10 mg mL−1 from Promega.

Synthesis 
of 1‑(2‑chloroethyl)‑2‑methyl‑5‑nitro‑1H‑imidazole 
(cenz) (1)

The synthesis of cenz was previously reported [32, 33]. 
However, light modification of the reaction conditions 
were used, and the ligand was prepared as follows. 5 mL 
(70 mmol) of thionyl chloride were slowly added, under 
anhydrous conditions and inert atmosphere, to two grams 
(12 mmol) of metronidazole in an ice bath. The reaction 
was kept under stirring and heated with a sand bath for 4 h 
at 65 °C. Thereafter, a Na2CO3 solution was added slowly, 
in an ice bath until reaching pH 9. Subsequently, extractions 
were carried out with ethyl acetate (3 × 15 mL); from the 
combined organic phase was evaporated under reduced pres-
sure and a beige product was obtained. Yield: 89%, 1H NMR 
(400 MHz, d6-DMSO): δ/ppm = 8.02 (s, 1H, Iz-H); 4.63 (t, 
2H, CH2); 3.97 (t, 2H, CH2); 2.46 (s, 3H, CH3). 13C{1H} 
NMR (400  MHz, d6-DMSO): δ/ppm = 152.28; 138.93; 
133.69; 47.36; 43.64; 14.77 (Fig. S1). FT-IR (ATR, cm−1) 
3017 ν(CH3), 2930 ν(CH2), 1520 ν(C=N), 1458 νas(NO2), 

1422 ν(N–C–N), 1366 νs(NO2), 1259 ν(C–N), 1190 ν(N–O). 
Anal. Calc. for C6H8N3O2Cl: C, 38.10; H, 4.28; N, 22.16%. 
Anal Found. C, 38.56; H, 4.35; N, 21.82%.

Synthesis of the coordination compounds

The synthesis of the coordination compounds [Cu(onz)2Cl2] 
and [Zn(onz)2Cl2] was reported previously [16, 17]. How-
ever, the reaction conditions were modified to obtain the 
mononuclear compounds, as discussed below.

[Cu(cenz)2Cl2] (3)

A solution of CuCl2⋅2H2O (45 mg, 0.26 mmol) in acetoni-
trile (10 mL) was added to a solution of cenz (100 mg, 
0.52 mmol) in acetonitrile (5 mL). The reaction mixture was 
kept under stirring at room temperature for 20 min. After this 
time a blue precipitate was obtained. The solid product was 
dissolved in acetonitrile and single crystals were obtained 
by ether diffusion, which were suitable for X-ray diffraction 
analysis. Yield: 90%. FT-IR (ATR, cm−1): 1560 ν(C=N), 
1481 νas(NO2), 1425 ν(N–C–N), 1363 νs(NO2), 1271 
ν(C–N), 1186 ν(N–O). Anal. Calc. for CuCl4C12H16N6O4: 
C, 28.05; H, 3.14; N, 16.36%. Anal Found. C, 27.95; H, 
3.20; N, 15.86%.

[Cu(cenz)2Br2] (4)

A solution of CuBr2 (60  mg, 0.26  mmol) in hot etha-
nol (10 mL) was added to a solution of cenz (100 mg, 
0.52 mmol) in hot ethanol (10 mL). The resulting mix-
ture was refluxed for 4 h, after this time the solvent was 
evaporated under reduced pressure and a brown prod-
uct was isolated by filtration. Yield: 94%. FT-IR (ATR, 
cm−1): 1548 ν(C=N), 1470 νas(NO2), 1435 ν(N–C–N), 
1361 νs(NO2), 1271 ν(C–N), 1194 ν(N–O). Anal. Calc. for 
CuBr2C12H16N6O4Cl2: C, 23.92; H, 2.68; N, 13.95%. Anal 
Found. C, 23.73; H, 2.69; N, 13.68%.

[Zn(cenz)2Cl2] (5)

A solution of ZnCl2 (36 mg, 0.26 mmol) in hot acetonitrile 
(10 mL) was added to a solution of cenz 100 mg, 0.52 mmol) 
in hot acetonitrile (10 mL). The mixture was refluxed for 
3 h. The solution was subsequently kept unperturbed for the 
slow evaporation of the solvent and after two days colorless 
single crystals, suitable for X-ray diffraction analysis were 
obtained. Yield: 91%. FT-IR (ATR, cm−1): 1554 ν(C=N), 
1480 νas(NO2), 1420 ν(N–C–N), 1360 νs(NO2), 1269 ν(C-
N), 1188 ν(N–O). Anal. Calc. for ZnCl4C12H16N6O4: C, 
27.96; H, 3.13; N, 16.30%. Anal Found. C, 27.71; H, 3.47; 
N, 15.66%.

Fig. 1   Representation of the structures of the 5-nitroimidazole-based 
ligands cenz and onz
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[Zn(cenz)2Br2] (6)

A solution of ZnBr2 (60 mg, 0.26 mmol) in hot acetoni-
trile (10 mL) was added to a solution of cenz (100 mg, 
0.52 mmol) in hot acetonitrile (10 mL). The reaction mix-
ture was refluxed for 3 h, producing a white precipitate 
that was isolated by filtration. Yield: 88%. FT-IR (ATR, 
cm−1): 1558 ν(C = N), 1478 νas(NO2), 1422 ν(N–C–N), 
1375 νs(NO2), 1269 ν(C–N), 1188 ν(N–O). Anal. Calc. for 
ZnBr2C12H16N6O4Cl2: C, 23.85; H, 2.67; N, 13.90%. Anal 
Found. C, 23.49; H, 2.90; N, 13.35%.

[Cu(onz)2Cl2] (7)

A solution of CuCl2·2H2O (43 mg, 0.23 mmol) in hot ace-
tonitrile (10 mL) was added to a solution of onz (100 mg, 
0.46 mmol) in hot acetonitrile (10 mL). The resulting mix-
ture was heated stirring for 1 h. Afterwards, the solvent was 
evaporated, and a viscous product was obtained. A green 
compound was isolated by precipitation in hexane. Yield: 
83%. FT-IR (ATR, cm−1): 1556 ν(C=N), 1478 νas(NO2), 
1425 ν(N–C–N), 1367 νs(NO2), 1272 ν(C–N), 1191 ν(N–O). 
Anal. Calc. for CuCl4C14H20N6O6: C, 29.31; H, 3.51; N, 
14.65%. Anal Found. C, 29.45; H, 3.61; N, 14.86%.

[Cu(onz)2Br2] (8)

A solution of CuBr2 (50 mg, 0.23 mmol) in hot acetonitrile 
(10 mL) was added to a solution of onz (100 mg, 0.46 mmol) 
in hot acetonitrile (10 mL). The mixture was stirred under 
heating for 1 h. Afterwards, the solvent was evaporated, and 
a viscous product was obtained. A brown compound was iso-
lated by precipitation in hexane. Yield: 87%. FT-IR (ATR, 
cm−1): 1556 ν(C=N), 1476 νas(NO2), 1425 ν(N–C–N), 
1365 νs(NO2), 1270 ν(C–N), 1189 ν(N–O). Anal. Calc. for 
CuBr2C14H20N6O6Cl2: C, 25.38; H, 3.04; N, 12.68%. Anal 
Found. C, 25.53; H, 3.59; N, 12.40%.

[Zn(onz)2Cl2] (9)

A solution of ZnCl2 (31 mg, 0.23 mmol) in hot acetonitrile 
(10 mL) was added to a solution of onz (100 mg, 0.46 mmol) 
in hot acetonitrile (10 mL). The mixture was stirred under 
heating for 1 h. Afterwards, the solvent was evaporated, and 
a viscous product was obtained. A white compound was iso-
lated by precipitation in hexane. Yield: 82%. FT-IR (ATR, 
cm−1): 1559 ν(C=N), 1480 νas(NO2), 1427 ν(N–C–N), 
1369 νs(NO2), 1272 ν(C–N), 1192 ν(N–O). Anal. Calc. 
for ZnCl4C14H20N6O6: C, 29.22; H, 3.50; N, 14.60%. Anal 
Found. C, 28.99; H, 3.85; N, 14.62%.

[Zn(onz)2Br2] (10)

A solution of ZnCl2 (31 mg, 0.23 mmol) in hot acetoni-
trile (10 mL) was added to a solution of onz (100 mg, 
0.46 mmol) in hot acetonitrile (10 mL). The resulting mix-
ture was stirred under heating for 1 h. Afterwards, the sol-
vent was evaporated, and a viscous product was obtained. 
A white compound was precipitated from hexane. Yield: 
81%. FT-IR (ATR, cm−1): 1558 ν(C=N), 1480 νas(NO2), 
1427 ν(N–C–N), 1368 νs(NO2), 1270 ν(C–N), 1191 ν(N–O). 
Anal. Calc. for ZnBr2 C14H20N6O6Cl2: C, 25.31; H, 3.03; N, 
12.65%. Anal Found. C, 25.52; H, 3.28; N, 12.80%.

Physical measurements

Elemental analyses for carbon, hydrogen and nitrogen were 
carried out with a Perkin Elmer 2400 analyzer. FT IR spectra 
in the range 4000–400 cm−1 and 600–50 cm−1 were col-
lected with a Perkin Elmer FTIR/FIR Spectrum 4000 spec-
trophotometer by attenuated total reflectance (ATR). NMR 
spectra were obtained at room temperature on a 400 MHz 
VNMRS Varian with Broad Band Switchable probe of two 
channel ratio frequency (1H/19F) (31P/15N) spectrophotom-
eter of 9.4 T. Electronic spectra were measured over the 
range 40,000–5000 cm−1 by the diffuse reflectance method 
on a Cary-5000 Varian spectrophotometer at room tem-
perature. Spectra of solution spectra in sodium cacodylate, 
3-(N-morpholino)-propanesulfonic acid) (MOPS) and phos-
phate-buffered saline (PBS) were collected in the range of 
1600–250 nm. Magnetic susceptibility measurements at 
room temperature of powdered samples were obtained on a 
Sherwood Scientific MK1 magnetic susceptibility balance, 
using the Gouy method.

X‑ray crystallography

X-ray diffraction data for [Cu(cenz)2Cl2] and [Zn(cenz)2Cl2] 
were collected at 130 K using an Oxford Diffraction Gemini 
“A” diffractometer with a CCD-detector and using graphite 
monochromated Mo Kα radiation source at 298 K. CrysA-
lisPro software packages were used for data collection and 
data integration. Absorption corrections were applied using 
analytical procedures. The structures were solved by direct 
methods using the package SHELXS and refined with an 
anisotropic approach for non-hydrogen atoms using the 
SHELXL program. All the hydrogen atoms attached to 
C atoms were positioned geometrically as riding on their 
parent atoms, with C–H = 0.93–0.99 Å and Uiso(H) = 1.2 
Ueq(C) for aromatic and methylene groups, and Uiso(H) = 1.5 
Ueq(C) for methyl groups [34–36]. A summary of the crys-
tallographic data is shown in Table 1. The crystallographic 
data for the structures have been deposited at the Cambridge 
Crystallographic Data Centre as supplementary publication 
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CCDC 2293450 and 2272007. Copies of the data can be 
obtained free of charge via www.​ccdc.​cam.​ac.​uk/​data_​reque​
st/​cif.

Biological assays

Animals

For the anti-toxoplasma assays three-week-old male CD1 
mice (approximate weight 30 g) were obtained from the 
Faculty of Medicine, UNAM vivarium. The handling of 
the animals was carried out in accordance with the Mexi-
can Official Norm NOM-062-ZOO-1999 for the produc-
tion care, and use of laboratory animals in accordance with 
international guidelines and approved by the Ethical and 
Research Committee at Faculty of Medicine, UNAM (pro-
ject 052/2017).

For the acute toxicity assays, young adult male ICR 
mice with an average weight of 28 g and a variation of no 
more than ± 3 g were used. The handling of the animals 
was carried out in accordance with the committee for the 

care and use of laboratory animals (CICUAL) from the 
Faculty of Chemistry, UNAM.

Tachyzoites of Toxoplasma gondii

RH tachyzoites of Toxoplasma gondii were extracted 
in PBS solution at pH 7.4 from intraperitoneal fluid of 
infected CD1 mice on the third day of infection and cen-
trifuged for ten minutes at 260g. Purified parasites were 
used within 4 h after their isolation.

Viability assays in extracellular tachyzoites of Toxoplasma 
gondii

The viability of the parasites was determined from staining 
with Sytox Green® fluorescent dye exclusion test. Puri-
fied tachyzoites (1 × 106) were incubated for one hour at 
room temperature with PBS solutions of the coordination 
compounds or the free ligands at concentrations of 40, 
20, 10, 5, and 2.5 µM (0.1% DMSO), in a volume final of 
1 mL. After the incubation time, the samples were cen-
trifuged for 10 min at 250g, the medium was removed 
and 20 µL of Sytox Green® was added after 15 min of 
incubation for differentiate dead parasites in a Neubauer 
chamber. The assays were performed in triplicate. The 
half maximal inhibitory concentration (IC50) was calcu-
lated by Boltzmann regression analysis and expressed as 
mean ± standard error of three replicates. Based on the 
results the tachyzoites were incubated under the same con-
ditions with the coordination compounds [Cu(onz)2Cl2] 
and [Cu(onz)2Br2] at their respective IC50 values, Sytox 
Green® was then added, and they were observed by fluo-
rescence microscopy. Sulfadiazine was used as positive 
control.

Pharmacological profile and acute toxicity

A stock solution with a concentration of 25 mg mL−1 of 
[Cu(onz)2Cl2] and [Cu(onz)2Br2] was prepared with water 
for injection. In the case of [Cu(onz)2Br2], 0.1% of DMSO 
was added. For the pharmacological profile three mice were 
used for each dose of 1, 10 and 100 mg kg−1 per compound. 
For the acute toxicity assays five mice were treated for each 
dose (10, 50, 75 and 100 mg kg−1) per compound. All study 
animals were observed at least twice daily to determine pain/
mortality. A detailed clinical observation was made 24 h 
after administration. The doses were administered intraperi-
toneally. The data obtained were used to calculate the mean 
lethal dose using the software Prism 13.0 and SPSS 29.0 
[37, 38].

Table 1   Crystallographic data of [Cu(cenz)2Cl2] and [Zn(cenz)2Cl2]

Compound [Cu(cenz)2Cl2] [Zn(cenz)2Cl2]

Chemical formula C12H16Cl4N6O4Cu C12H16Cl4N6O4Zn
FW (g mol−1) 513.65 515.48
Crystal system Orthorhombic Orthorhombic
Space group P 21 21 21 C m c 21

a (Å) 7.2177(5) 24.725(2) Å
b (Å) 13.5212(8) 7.7268(7) Å
c (Å) 19.9050(11) 9.9383(7) Å
α (°) 90 90
β (°) 90 90
γ (°) 90 90
V (Å3) 1942.6(2) 1898.6(3) Å3

Z 4 4
Dcalc (mg cm−3) 1.7568 1.803
µ (mm−1) 1.707 1.889
F (000) 1036 1040
Temp (K) 130(2) 130(2)
θ range (°) 3.420–29.441 3.440–29.547
Index range − 8 ≤ h ≤ 9

− 13 ≤ k ≤ 18
− 25 ≤ l ≤ 27

− 31 ≤ h ≤ 34
− 7 ≤ k ≤ 10
− 8 ≤ l ≤ 13

Measured reflection 8007 3038
Parameters 246 128
Final R indices 

[I > 2sigma(I)]
0.0309 0.0389

wR2 0.0579 0.1166
F2 1.060 1.067
Δρmax (e Å−3) 0.317 1.404
Δρmin (e Å−3) − 0.323 − 1.031

http://www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif
http://www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif
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Distribution coefficient (log D7.4)

Solutions between 100 and 10 µM of the free ligands (cenz and 
onz) and the coordination compounds 3–10 were prepared in a 
MOPS buffer pH 7.4 as the aqueous phase and in 1-octanol as 
the organic phase. The absorption at 320 nm and 310 nm was 
determined for the aqueous and organic phase respectively by 
electronic spectroscopy (UV–Vis). Through a linear regression 
(concentration vs. absorption) the molar extinction coefficient 
of each compound in both phases was determined (Table 3). 
The lipophilicity was calculated in the 1-octanol/water system 
from the shake flask method using Eq. 1 [39]:

where, Co is the final concentration in the organic phase and 
Cw is the final concentration in the aqueous phase (MOPS 
buffer at 10–2 M pH 7.4). Both phases were presaturated with 
50 µM solutions of the free ligands or 500 µM of each coor-
dination compound and their UV spectrum was recorded. 
Both phases were combined and kept stirring for 3 h at 25 °C 
and in the absence of light. Subsequently, the mixture was 
centrifuged at 400g and the concentration in both phases 
was determined by UV–Vis spectroscopy using the Beer-
Lambert law. The assays were performed in triplicate.

Studies on DNA interaction and damage

For the UV–Vis, fluorescence and circular dichroism assays 
the concentration of ct-DNA was determined on a Varian Cary 
100 Scan spectrophotometer from the absorption at 260 nm 
and the corresponding molar absorptivity of 6600 M−1 cm−1 
(nucleobase concentration). The stock solutions of the coordi-
nation compounds and the free ligands were prepared in caco-
dylate/NaCl buffer (1 mM cacodylic acid and 20 mM sodium 
chloride) at pH 7.25. The final samples contained a DMSO 
concentration of 0.2%.

UV–Vis measurements

Absorption titration experiments were carried out by adding 
increasing concentrations of ct-DNA (0–25 µM) to 10 µM of 

(1)LogD
7.4

=
Coc

Cw

the compounds in a final volume of 2 mL. The samples were 
incubated for 1 h at 37 °C, and spectra were collected on a 
Varian Cary 100 Scan spectrophotometer. For these assays 
the charge-transfer band of the compounds was followed at 
320 nm. The intrinsic binding constant (Kb) was determined 
from the titration data using Eq. 2:

where εa, ε0 and εf are respectively, the molar extinction 
coefficients of the free compounds in solution, fully bound 
compound with DNA and compound bound to DNA at a 
definite concentration.

Fluorescence spectroscopy

Emission intensity of the dyes DNA-intercalator ethidium 
bromide, EB (λexc = 514 nm) and the minor-groove binder 
Hoechst 33,258 (λexc = 350 nm) was measured on iHR320 
HORIBA JOBIN YVON spectrofluorometer. The samples 
contained 15 µM (in base pairs) of ct-DNA and 75 µM of EB 
or Hoechst 33,258 in cacodylate/NaCl buffer. The respective 
dye was incubated for 30 min with ct-DNA to allow its bind-
ing to the biomolecule. Subsequently, increasing amounts of 
coordination compounds (0–50 µM) were added up to a final 
volume of 2 mL, and the samples were incubated for 1 h at 
37 °C. The fluorescence spectra of all samples were recorded 
at room temperature. The affinity of the compounds for ct-
DNA compared to EB was evaluated through the Stern–Vol-
mer quenching constant Ksv, from Eq. 3:

where I0 and I are the emission intensities in absence and the 
presence of the compound, respectively.

Circular dichroism (CD)

Circular dichroism (CD) spectra were recorded using a 
JASCO-815 spectropolarimeter, equipped with xenon-arc 
lamp of 450 W. The sample compartment was air-purged 
with N2 before use. For the measurements, a quartz cuvette 
with an optical path of 5 mm was used. A solution of 25 µM 
(in base pairs) of ct-DNA in cacodylate/NaCl buffer was 
incubated for 1  h at 37  °C with increasing amounts of 
coordination compounds (0–50 µM). The CD spectra were 
recorded at room temperature.

(2)
[DNA]

�
�
− �f

=
[DNA]

�
0
− �f

+
1

Kb

(

�
0
− �f

)

(3)
I
0

I
= 1 + Ksv

[

compound
]

Table 2   Far infrared bands (cm−1) and effective magnetic moments 
(BM) for the coordination compounds

Compound ν(M-Cl) µeff Compound ν(M-Br) µeff

[Cu(cenz)2Cl2] 326, 276 2.07 [Cu(cenz)2Br2] 199 1.86
[Zn(cenz)2Cl2] 332, 296 –- [Zn(cenz)2Br2] 270, 214 –-
[Cu(onz)2Cl2] 317, 273 1.78 [Cu(onz)2Br2] 224, 185 1.99
[Zn(onz)2Cl2] 331, 273 –- [Zn(onz)2Br2] 275, 249 –-
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Agarose gel electrophoresis

Electrophoresis assays were performed in 1.5% agarose 
gel and 1× TBE buffer using the DNA plasmid pBR322. 
The plasmid (15 µM base pairs) was incubated with 10 and 
50 μM concentrations of the coordination compounds for 1 h 
at 37 °C in presence and absence of ascorbic acid (50 μM) 
as reducing agent and hydrogen peroxide (500 µM) as ROS 
generator in a final volume of 20 μL. The DNA-cleaving 
compound [Cu(phen)2(H2O)](NO3)2 was used as reference. 
The samples were loaded into the gel with 4 μL of a loading 
buffer (30% glycerol, 5 mM xylene cyanol), and electro-
phoresis was performed in 1× TBE at 100 V for 1 h in a 
Bio-Rad horizontal tank. Subsequently, the gel was stained 
with SYBR™ Safe overnight and images were acquired with 
a Gel Doc EZ Imager instrument (Bio-Rad).

Results and discussion

Spectroscopic characterization

The chemical structures of the coordination compounds 
were proposed based on spectroscopic data as well as ele-
mental analyses and effective magnetic moment.

IR spectra

The vibration band ν(C=N) presents a significant shift, 
which is indicative of the ligand coordination to the metal 
center through the aromatic nitrogen. This vibration is 
observed at 1520 cm−1 for free cenz and at 1548–1560 cm−1 
for its compounds. For the onz ligand, this vibration at 
1536  cm−1 is shifted in the coordination compounds at 

Fig. 2   ORTEP representation of a [Zn(cenz)2Cl2] and b [Cu(cenz)2Cl2] with ellipsoids at 50% probability

Fig. 3   Non-covalent interactions 
observed for [Zn(cenz)2Cl2] in 
its solid-state structure

Fig. 4   a Lone pair∙∙∙π interac-
tions and b hydrogen bonds 
observed in the solid-state struc-
ture of [Cu(cenz)2Cl2]
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1552–1559 cm−1. The shifting of the ν(NCN) and ν(C–N) 
vibration bands corroborate the coordination of the metal 
ion in the range of 1425–1476 cm−1 and 1270–1274 cm−1, 
respectively. The asymmetric vibration band of the nitro 
group ν(NO2)as is observed at 1458 and 1466  cm−1 for 
cenz and onz respectively, which is shifted for more than 
12 cm−1 in their coordination compounds due to non-cova-
lent interactions, as observed from the X-ray structures of 
[Zn(cenz)2Cl2] and [Cu(cenz)2Cl2].

Additionally, in the far infrared region of spectra, metal-
halogen vibration ν(M-X) bands were observed. These 
coordination compounds showed the two normal modes of 
vibration (a1 + b1) allowed for a tetrahedral geometry [40]. 
The assignments for each compound are shown in Table 2.

Electronic spectroscopy and magnetic moments

The diffuse reflectance spectra for the copper(II) com-
plexes [Cu(onz)2Cl2] and [Cu(onz)2Br2] showed a multi-
component electronic transition band, centered at 12,560 
and 12,450 cm−1, respectively, characteristic of a pseudo-
tetrahedral geometry [41]. Similar bands were observed for 
[Cu(cenz)2Cl2] and [Cu(cenz)2Br2] compounds at 12,580 and 
12,140 cm−1, respectively. The charge transfer bands were 
centered at 27,530 and 24,750 cm−1 for [Cu(onz)2Cl2] and 
[Cu(onz)2Br2], while for [Cu(cenz)2Cl2] and [Cu(cenz)2Br2], 
they were observed at 23,230 and 22,800 cm−1, respectively 
(Fig. S2).

The effective magnetic moments for [Cu(cenz)2Cl2], 
[Cu(cenz)2Br2], [Cu(onz)2Cl2] and [Cu(onz)2Br2] are in the 
range expected for such copper(II) coordination compounds, 
Table 2 [42].
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Fig. 5   Viability (%) of Toxoplasma gondii (RH tachyzoites) exposed to a onz and b cenz and their coordination compounds (0–40 µM) for 1 h in 
PBS buffer

Fig. 6   Images of T. gondii RH 
strain tachyzoites: a control 
without treatment in bright 
field and b in fluorescence 
microscopy; c and d exposed 
to [Cu(onz)2Cl2] (8 µM); e and 
f exposed to [Cu(onz)2Br2] 
(3 µM)
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Solution stability assays

The solution spectra for the copper(II) coordination com-
pounds were obtained in the buffer used for the distribution 
coefficient studies (namely, MOPS buffer at 10–2 M pH 7.4), 
the determination of the antiparasitic activities (PBS) and 
the DNA-damage studies (cacodylate 1 mM / NaCl 20 mM 
pH 7.25). The spectra were obtained from complex solution 
of 5 mM, in a time interval between 0 and 24 h. During this 
period, a band centered between 800 nm (12,500 cm−1) and 
810 nm (12,345 cm−1) was observed (Fig. S3), indicative 
that the pseudo-tetrahedral geometry is preserved in solution 
under physiological conditions.

The charge-transfer bands of the studied compounds were 
used for the distribution coefficient assays and the DNA-
damage studies, which were carried out with UV–Vis spec-
troscopy, at 320 nm in buffer solutions and at 310 nm in 
octanol. These bands were also used for the partition assays 
with a complex concentration of 100 µM, in MOPS buffer 
(10–2 M pH 7.4) and in octanol.

NMR

For the zinc(II) compounds, [Zn(cenz)2Cl2], [Zn(cenz)2Br2], 
[Zn(onz)2Cl2] and [Zn(onz)2Br2], the 1H NMR spectra were 
recorded in DMSO-d6.

The coordination of the 5-nitroimidazole imidazole nitro-
gen atom to the metal center was corroborated by the shift-
ing of the H4 aromatic proton signal. For the free cenz and 
onz ligands, the H4 signal is at 8.02 and 7.03 ppm, respec-
tively, and shifts to higher ppm values upon coordination to 
zinc(II) (Fig. S4, S5).

X‑ray structures

[Zn(cenz)2Cl2] crystallized in the orthorhombic crystal sys-
tem, Cmc21 space group. In this compound two 5-nitroimi-
dazole ligands are coordinated to the metal center through 
the imidazolic N3 atom, which are reflected through a 
plane of symmetry, and two chloride ligands complete 
the coordination sphere (Fig. 2). The angles around the 
metal center have values between 103.45 (15)° and 122.45 
(10)°. The calculated parameter τ4 = 0.9 is indicative of 
a tetrahedral geometry [43]. Based on the spectroscopic 
data, a similar tetrahedral geometry for the zinc(II) com-
pounds [Zn(cenz)2Br2], [Zn(onz)2Cl2] and [Zn(onz)2Br2] is 
expected.

The compound [Cu(cenz)2Cl2] crystallizes in an 
orthorhombic crystal system with P212121 space group. 
The coordination sphere is similar to that of the zinc(II) 
compound describe above, but in this case the param-
eter τ4 = 0.32, which is indicative of a distorted tetrahe-
dral geometry, as reflected by the angles of ca. 91.64(8)° 

and 158.8(1)°. For [Cu(cenz)2Br2], [Cu(onz)2Cl2] and 
[Cu(onz)2Br2], a similar coordination geometry is proposed, 
based on their comparable spectroscopic data.

The crystal packing of [Zn(cenz)2Cl2] is stabilized by 
lone pair∙∙∙π interactions (Fig. 3), between one of the 
coordinated halogen atoms and the π system of the imi-
dazole ring, with Zn-Cl2∙∙∙πiz (Cl∙∙∙centroid) = 3.417 Å 
and an angle of 90.64°. Furthermore, the nitro group 
is also involved in lone pair∙∙∙π interactions, with 
N6-O7∙∙∙πiz = 3.136  Å and angle of 80.94°. Finally, 
hydrogen bonds are observed between the nitro group and 
the ligand alkyl chains, viz. ONO∙∙∙H-C11 = 2,45 Å, and 
Cl12∙∙∙H-C11A = 2.923 Å.

For [Cu(cenz)2Cl2], lone pair∙∙∙π interactions take 
place between the nitro group and a neighboring imida-
zolic ring (ON-O18∙∙∙πiz = 2.943 Å), which stabilize the 
crystal packing of the molecule. Hydrogen bonds are also 
observed between the methyl group and one of the coordi-
nated chlorido ligand (C19-H19C···Cl1 = 2.800 Å), as well 
as with the nitro group (C9-H9C···O7 = 2.683 Å) (Fig. 4).

Anti‑toxoplasma activity

Viability assays were performed against tachyzoites of 
Toxoplasma gondii. The RH strain was used to evaluate 
the effect of different concentrations (namely, 2.5, 5, 10, 
20 and 40 µM) of the coordination compounds and the free 
5-nitroimidazole against the tachyzoites. The evaluation 
were performed in PBS buffer (pH 7.4) with Sytox Green® 
exclusion test, which allows differentiating dead from live 
tachyzoites, since the intact cell membrane of alive ones is 
not stained [44].

The free cenz and onz ligands did not show activity 
against T. gondii. The copper(II) compounds [Cu(onz)2Cl2] 
and [Cu(onz)2Br2] showed IC50 values of 8.49 ± 0.64 and 

Table 3   Molar extinction coefficients in octanol and water (MOPS 
buffer 10–2  M pH 7.2) for the ligands and the coordination com-
pounds and corresponding LogD7.4 (logarithm of distribution ratio 
octanol/water) values

Compound εoc (M−1 cm−1)
λmax = 320 nm

εbuffer (M−1 cm−1)
λmax = 310 nm

LogD7.4

onz 7945.45 ± 25.43 9702.98 ± 67.69 0.64
[Cu(onz)2Cl2] 1296.36 ± 20.70 1366.66 ± 30.00 0.61
[Cu(onz)2Br2] 1359.36 ± 45.80 1489.64 ± 15.80 0.56
[Zn(onz)2Cl2] 1274.74 ± 35.40 1036.86 ± 16.50 0.90
[Zn(onz)2Br2] 1289.53 ± 41.79 1044.84 ± 14.25 0.95
cenz 8236.23 ± 46.50 9846.14 ± 16.50 0.72
[Cu(cenz)2Cl2] 1246.51 ± 15.58 1346.55 ± 45.35 0.69
[Cu(cenz)2Br2] 1365.65 ± 13.26 1465.15 ± 46.56 0.62
[Zn(cenz)2Cl2] 1249.85 ± 32.89 1194.46 ± 16.50 0.86
[Zn(cenz)2Br2] 1246.56 ± 34.50 1148.69 ± 34.55 0.82
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2.73 ± 0.34 µM, respectively, thus these two complexes are 
more active than sulfadiazine (IC50 > 1600 µM), one of the 
drugs of choice against toxoplasmosis. [Zn(cenz)2Br2] was 
the only zinc(II) compound that presented activity, with a 
IC50 value of 40.0 ± 0.96 µM. Finally [Cu(cenz)2Cl2] was 
also active (IC50 = 30.55 ± 0.25 µM). The plots of viability 
percent vs. the concentration of the tested compounds are 
presented in Fig. 5. The viability plots obtained by Boltz-
mann regression analysis for the active compounds and the 
sulfadiazine are shown in the supplementary material (Fig. 
S6).

To corroborate the toxic effect of [Cu(onz)2Cl2] and 
[Cu(onz)2Br2], assays were carried out by fluorescence 
microscopy, using Sytox® Green, a nucleic acid stain that 
allows distinguishing dead cells, by becoming fluorescent 
when entering the damaged membrane and binding to 
the DNA [26]. Fluorescent images for [Cu(onz)2Cl2] and 
[Cu(onz)2Br2] are shown in Fig. 6.

In order to investigate the effect on host cells of the most 
active coordination compounds against T. gondii, the cyto-
toxic activity in healthy mouse fibroblast L929 cells was 
determined. The IC50 values obtained for [Cu(onz)2Cl2] 
(210.2 μM) and [Cu(onz)2Br2] (180.2 μM) showed low tox-
icity in healthy cells compared to the great anti-toxoplasma 
activity they presented.

Acute toxicity (LD50)

Based on the anti-toxoplasma results the medial lethal dose 
(LD50) for [Cu(onz)2Cl2] and [Cu(onz)2Br2] were determined 
intraperitoneally using doses of 10, 50, 75 and 100 mg kg−1 
per compound in young adult male ICR mice.

The LD50 values were 49.35 and 83.24  mg  kg−1 for 
[Cu(onz)2Cl2] and [Cu(onz)2Br2], respectively. The value 
reported for sulfadiazine (through intraperitoneal injection) 
is 180 mg kg−1 [45]. The coordination compounds appear 
to be more active than the standard drug. Considering these 
highly promising preliminary LD50 results (toxicity at a sin-
gle dose) additional studies with these coordination com-
pounds may be envisaged.

Distribution coefficient

The T gondii parasite is an apicomplex organism; it requires 
a host cell to live, so it is important that the drugs used 
against the parasite have easy access to the cell. The lipo-
philicity of a compound is an important physicochemical 
property to determine its ability to permeate the biological 
membrane through passive diffusion; which usually is meas-
ured from the distribution coefficient logD7.4 = log(Co/Cw), 

Table 4   Kb binding constant (UV–Vis) and Stern–Volmer quenching constant Ksv for the copper(II) and zinc(II) coordination compounds using 
EB (75 µM) and Hoechst 33258 (1.9 µM); [DNA]b = 30 µM

Coordination compound Kb (M−1) Ethidium 
bromide Ksv 
(M−1)

Hoechst 
33258 Ksv 
(M−1)

Coordination compound Kb (M−1) Ethidium 
bromide Ksv 
(M−1)

Hoechst 
33258 Ksv 
(M−1)

[Cu(onz)2Cl2] 1.2 × 105 2.6 × 104 1.2 × 106 [Cu(cenz)2Cl2] 7.3 × 104 – 1.6 × 106

[Cu(onz)2Br2] 4.2 × 105 4.3 × 104 2.5 × 106 [Cu(cenz)2Br2] 4.5 × 105 3.5 × 104 2.1 × 106

[Zn(onz)2Cl2] 3.5 × 104 4.5 × 103 3.8 × 104 [Zn(cenz)2Cl2] 2.3 × 104 – 6.1 × 104

[Zn(onz)2Br2] 4.2 × 104 2.6 × 103 4.8 × 104 [Zn(cenz)2Br2] 4.7 × 104 1.1 × 103 1.2 × 105

(a)
250 275 300 325 350 375 400

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

-
18.8
7.5
3.7
2.5
1.9
1.2
0.9
0.7
0.4

  Equivalents of
[Cu(cemniz)2Br2]

Wavelength (nm)

ecnabrosb
A

(b)
0.000000 0.000009 0.000018 0.000027

0.00E+000

2.00E-010

4.00E-010

6.00E-010

8.00E-010

1.00E-009

 [Cu(cenz)2Br2]
 Linear fitting

(/]A
N

D[
ε a
-ε

af
)

[DNA] (M)

y = 3.07x10-5 X + 6.87x10-11

r2 = 0.98
Kb = 4.5x105 M-1
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in n-octanol/water [39]. The shake-flask method was used 
to determine the LogD7.4 values from the molar extinction 
coefficients of the coordination compounds and the ligands 
in the two solvents (Table 3). For all compounds, positive 
LogD7.4 values were obtained, indicating that they are capa-
ble of crossing the cell membrane via passive diffusion, due 
to a good balance between permeability and solubility [39].

DNA‑damage

The interaction of small molecules with DNA has been stud-
ied extensively through different spectroscopic techniques 
with the aim of understanding the possible mechanisms of 
action of potential drugs. The interaction with DNA may be 
of electrostatic nature, for instance between the negatively 
charged phosphate backbone of DNA and the positively 
charged ends of small molecules. Groove binding involves 
hydrogen or van der Waals interactions between small mol-
ecules and nucleic bases within the major or minor groove. 

The DNA-interaction may also occur through intercalation 
of the molecules between nucleic base pairs [46, 47].

UV–Vis spectroscopy

UV–Vis spectroscopy is one of the most effective methods 
to study the interaction of small molecules with DNA. In 
the present case the absorption maxima of the coordination 
compounds around 320 nm, exhibit changes upon the addi-
tion of increasing amounts of ct-DNA (1 h of incubation).

In general, the copper(II) coordination compounds 
present a hyperchromic effect when [ct-DNA] increases, 
while for the zinc(II) compounds, a hypochromic effect, is 
observed. For all the complexes investigated no wavelength 
shift was observed. This behavior is characteristic of groove 
binding or electrostatic interactions with DNA. From Eq. 2 
the binding constant (Kb) was determined (Table 4). Higher 
values are obtained for the copper(II) compounds, indicat-
ing a stronger DNA binding than the zinc(II) compounds 
(Fig. 7).
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Fig. 8   Competitive displacement assays for the DNA-EB adducts, 
upon addition of increasing amounts of a [Cu(onz)2Cl2] and b 
[Zn(onz)2Cl2]; c Stern–Volmer plots of I0/I vs. [compound] for 

the titration of DNA-EB. Experimental data points and linear fit-
ting after 1 h of incubation. [EB] = 75 µM, [DNA]b = 30 µM, [com-
pound] = 0–50 µM, λexc = 514 nm and λem = 610 nm
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Competitive displacement assays using fluorescent 
DNA‑binders

With the aim to corroborate the binding mode of the coor-
dination compounds with DNA competitive displacement 
assays were carried out by florescence spectroscopy. The 
fluorescence of ethidium bromide (EB) increases when it 
intercalates between DNA base pairs, forming an EB-DNA 
adduct. Competitive binding assays will lead to a decrease 
of the fluorescence intensity (λexc = 514 nm; λem = 610 nm) 
if the interacting molecule is capable of displacing EB from 
the DNA helix [48]. Solutions containing constant concen-
trations of DNA (30 µM) and EB (75 µM) were incubated 
for 30 min. Then the coordination compounds to be tested 
were added in a concentration in the range of 0–50 µM 
(corresponding to [complex]/[DNA] ratios between = 0 and 
3.3), and fluorescence spectra were recorded after 1 h of 
incubation.

In all cases fluorescence quenching was observed; the 
spectra obtained for [Cu(onz)2Cl2] and [Zn(onz)2Cl2] are 
shown in Fig. 8. This behavior is not necessarily due to 

DNA intercalation. Electrostatic interactions or groove 
binding may be strong enough to modify the DNA double 
helix and displace EB. From the slope of the plot of I0/I val-
ues vs concentration (Fig. 8c), the Stern–Volmer Ksv values 
for each compound were obtained (Table 4). These values 
characterize a moderate EB-displacement, the copper(II) 
compounds being more effective that the zinc(II) ones. For 
[Cu(cenz)2Cl2] and [Zn(cenz)2Cl2], it was not possible to 
determine Ksv because the plot was non-linear.

Competitive binding assays were carried out with Hoe-
chst 33,258. This dye binds to B-DNA, especially those with 
an AT-rich sequence giving a fluorescent signal at 458 nm 
when excited at 350 nm [49]. As for to the EB assays, DNA 
(30 µM) was incubated for 30 min with Hoechst 33,258 
(1.9 µM) and increasing amounts of the coordination com-
pounds were subsequently added. In all cases, fluorescence 
quenching was observed (Fig. 9). As previously, the Ksv con-
stants were determined (Fig. 9c and Table 4). The copper(II) 
compounds show Ksv values in the 1.2–2.5 × 10–6  M−1 
range (Table 4), indicating a groove binding behavior. For 
the zinc(II) compounds, the Ksv values are two orders of 
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[DNA]b = 30  µM, [compound] = 0–50  µM,  λexc = 350  nm and 
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magnitude lower indicating weaker interactions, must likely 
of electrostatic nature.

Circular dichroism (CD)

Circular dichroism (CD) spectroscopy was used to ana-
lyze the conformational changes of ct-DNA, its spectrum 
exhibited a characteristic positive band at 275 nm due to 
base stacking interactions, and a negative band at 245 nm 
originating from the right-handed helicity of DNA B-form 
[50, 51]. The interaction of small molecules with DNA can 
modify these CD signals depending on the type of bind-
ing. Intercalative interactions increase the intensity of the 
signals, as the result of an increase of the stability of the B 
conformation, whereas groove binding or covalent interac-
tions tend to decrease the intensity of these signals, which 
are moreover displaced [51, 52]. The CD spectra for both 
ligands and their copper(II) and zinc(II) complexes were 
obtained at constant concentration of ct-DNA, increasing 
the complex concentration up to two equivalents ([complex]/
[DNA] ratios of 0, 0.2, 0.4, 1, 2) with respect to the nucle-
obases concentration ([DNA]b = 50 µM).

The free ligands cenz and onz did not affect the 
DNA structure, while the increase of the concentra-
tion of [Cu(cenz)2Cl2], [Cu(cenz)2Br2], [Cu(onz)2Cl2] or 
[Cu(onz)2Br2], give rise to a decrease of the intensity of 
the positive and negative bands at 275 nm and 245 nm, 
accompanied by a bathochromic shift. This phenomenon is 
indicative of alteration of the base stacking interactions and 
the helicity, which may be explained by the groove bind-
ing of complexes [53]. For [Zn(cenz)2Cl2], [Zn(cenz)2Br2], 
[Zn(onz)2Cl2] and [Zn(onz)2Br2], the spectra changes are 
minor, which can be expected for compounds undergoing 
electrostatic interactions with the biomolecule (see aboce) 
which do not significantly modify its structure. CD spec-
tra for onz coordination compounds and its copper(II) and 
zinc(II) complexes are shown at in Fig. 10.

Agarose gel electrophoresis

Distinct forms of pBR322 plasmid DNA are commonly 
observed by gel electrophoresis due to the conformational 
changes that present distinct electrophoretic mobility: (1) 
supercoiled DNA (Form I) that migrates faster on the gel, (2) 
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Fig. 10   CD spectra of ct-DNA (50 µMbase) in the presence of increasing amounts of a onz, b [Cu(onz)2Br2] and c [Zn(onz)2Br2], in 1 mM caco-
dylate/20 mM NaCl buffer (pH 7.25). The spectra were recorded after 1 h incubation at 37 °C
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circular nicked (Form II), obtained from a one-strand scis-
sion, has a slower migration through the gel and (3) linear 
form (Form III) is generated when both strands are cleaved 
and migrates between forms I and II [54]. The interaction of 
the free ligands and their copper(II) and zinc(II) coordina-
tion compounds with pBR322 was investigated in presence 
of H2Asc (50 μM) as reducing agent and H2O2 (500 μM) as 
ROS generator. Solutions of 10 and 50 µM of the coordina-
tion compounds were incubated with the DNA at 37 °C for 
1 h.

Solely, the data achieved with cenz as ligand are described 
below, the results obtained with onz being comparable (see 
Tables S1-S4).

The pure plasmid DNA presents ca. 90% of supercoiled 
form (I) and ca. 10% of circular nicked form (II). The 
controls corresponding to the DNA with H2Asc and per-
oxide show similar intensities (to those of the control), 
indicating that they do not produce DNA-damage (Fig. 11, 
lines 1, 2; Fig. 12, lines 1–3). [Cu(phen)2(H2O)](NO3)2 
at a concentration of 10 μM was used as reference. The 
free ligands onz and cenz did not provoke any signifi-
cant DNA cleavage (Fig. 11, lines 5, 6; Fig. 12, lines 6, 
7). The electrophoresis assay shows that the amount of 
supercoiled DNA decreases in presence of the coordina-
tion compounds and H2Asc. In the case of the copper(II) 
compounds (Fig. 11 lines 8, 10, 12, 14), at concentration 
of 50 μM, the plasmid DNA is completely degraded into 
undetectable pieces (Fig. 11 lines 10, 14). The zinc(II) 
complexes exhibited a similar behavior (Fig. 11, lines 16, 
18, 20, 22). When H2Asc + H2O2 are added, a significant 
DNA cleavage is observed. At a concentration of 10 μM, 
the plasmid is completely degraded, for the two series of 
complexes (Tables S2 and S4).

DNA degradation observed with the non-redox zinc(II) 
complex may be explained by the reduction of the nitro 
group to the nitro radical anion R-NO2

−⋅ in the presence of 
H2Asc, which is most likely facilitated by the coordination 
of cenz to Zn(II) ion. Additionally, the addition of H2O2 
resulted in a decrease of the supercoiled form, suggesting a 
higher DNA-damage, probably due to the formation of OH−⋅ 
species (Fig. 12). The copper(II) coordination compounds 
presented a higher activity, which may be expected as these 
complexes are redox-active and can therefore reduce ROS 
through a Fenton-like reaction. The data for all the investi-
gated compounds are listed in Tables S-S4.

Fig. 11   Agarose gel electrophoresis image of 15 µMpb pBR322 plas-
mid DNA incubated for 1 h at 37 °C with 10 and 50 µM concentra-
tions of cenz coordination compounds in cacodylate-NaCl buffer pH 
7.2. Lane 1-plasmid DNA (p); lane 2-p + H2Asc; lane 3-p + [Cu(phen)
(H2O)]+; lane 4-p + [Cu(phen)(H2O)]+  + H2Asc; lane 5-p + cenz; 
lane 6-p + cenz + H2Asc; lane 7-p + [Cu(cenz)2Cl2] (10  µM); lane 
8-p + [Cu(cenz)2Cl2] (10  µM) + H2Asc; lane 9-p + [Cu(cenz)2Cl2] 
(50  µM); lane 10-p + [Cu(cenz)2Cl2] (50  µM) + H2Asc; lane 
11-p + [Cu(cenz)2Br2] (10  µM); lane 12-p + [Cu(cenz)2Br2] 
(10  µM) + H2Asc; lane 13-p + [Cu(cenz)2Br2] (50  µM); lane 
14-p + [Cu(cenz)2Br2] (50  µM) + H2Asc; lane 15-p + [Zn(cenz)2Cl2] 
(10  µM); lane 16-p + [Zn(cenz)2Cl2] (10  µM) + H2Asc; lane 
17-p + [Zn(cenz)2Cl2] (50  µM); lane 18-p + [Zn(cenz)2Cl2] 
(50  µM) + H2Asc; lane 19-p + [Zn(cenz)2Br2] (10  µM); lane 
20-p + [Zn(cenz)2Br2] (10  µM) + H2Asc; lane 21-p + [Zn(cenz)2Br2] 
(50 µM); lane 22-p + [Zn(cenz)2Br2] (50 µM) + H2Asc

Fig. 12   Percentages of supercoiled and damage DNA in the presence of the reference copper(II) complex, the free ligands cenz and onz, and the 
corresponding copper(II) and zinc(II) coordination compounds, at a concentration of 10 µM
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Concluding remarks

Tetrahedral coordination compounds with copper(II) and 
zinc(II) were synthesized with the ligands cenz and onz. 
The complexes are stable in solution, with positive LogD7.4 
values, which are in the appropriate range for a passive dif-
fusion through the cell membrane.

[Cu(onz)2Cl2] and [Cu(onz)2Br2], exhibit very good activ-
ity against toxoplasma gondii in its tachyzoite morphology. 
Additionally, the in vitro studies against healthy host cell and 
in vivo acute toxicity assays showed low toxicity for these 
compounds. The preliminary promising results achieved cer-
tainly deserve additional in-depth biological studies which 
will be carried out in the near future.

DNA-binding studies reveal that the copper(II) com-
pounds strongly interact with the minor groove of the bio-
molecule, while the interaction of weaker with the zinc(II) 
compounds which bind trough electrostatic contacts. These 
different type of binding are corroborated by the DNA-dam-
age observed by gel electrophoresis, which showed that the 
zinc(II) complexes are less active than the copper(II) ones. 
Moreover, it was found that the coordination of the metal 
ion to the ligands seems to favor the reduction of the nitro 
group to NO2

−⋅, and the generation of OH−⋅ species in the 
case of copper(II) in the presence of H2O2 and ascorbic acid, 
through a Fenton-like reaction (copper(II) to copper(I) redox 
cycle). Further studies are definitively required to assess the 
mechanism of formation of these radical species.
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A B S T R A C T   

In this review we have selected some notable examples of azoles and nitroimidazoles and their coordination 
compounds with previously reported biological effectiveness. In an effort to further extend the discussion of these 
complexes and to highlight some structure–activity relationship that might have been overlooked throughout the 
years, a depth analysis of their crystal structures and their weak interactions was carried on. There were analysed 
examples of compounds with a wide range of transition metal ions, with different coordination modes and ge
ometries. State of art of the intra and intermolecular non-covalent interactions in these compounds, such as lone 
pair⋅⋅⋅π, π⋅⋅⋅π, σ-hole, C-H⋅⋅⋅π, Cl⋅⋅⋅Cl and hydrogen bonding are discussed and to have a deeper insight on the 
nature of relevant interactions, theoretical calculations were performed. The understanding of the coordination 
environment and these weak interactions may contribute to the rational design of new compounds with potential 
applications in bioinorganic and medicinal inorganic chemistry.   

1. Introduction 

In the last few years non-covalent interactions have become a subject 
of considerable interest, due to their key role in chemical, physical and 
biochemical processes, as into the stabilization of molecular structures 

and supramolecular associations. Single X-ray crystal structures provide 
valuable information related to covalent bonding and non-covalent in
teractions, which is relevant for the understanding of molecular and 
biological properties. Among the weak interactions the most analysed 
has been the classical hydrogen bonding (D-H⋅⋅⋅A), formed between 

Abbreviations: acac, acetylacetonate; aminophen, 5-amino-1,10-phenantroline; A2780, ovarian cancer cell line; Balb/c 3T3, healthy cell mouse fibroblast; BCP, 
bond critical point; bese, 1,2-bis(ethylsulfinyl)ethane; bipy, 2,2́-bipirydine; bipyCOOCH3, 4,4′-Bis(methoxycarbonyl)-2,2′-bipyridine; 2-bba, 2-bromobenzoic acid; BP, 
bond path; CD, circular dichroism; CHO, chinese hamster ovary; ct-DNA, calf thymus DNA; cod, 1,5-cyclooctadiene; cp, cyclopenta-2,4-dien-1-yl; ctz, 1-[(2-chlor
ophenyl) diphenylmethyl]-1H-imidazole; CV, cyclic voltammetry; CYP51, lanosterol 14α–demethylase; dmb: 4, 4′-dimethyl 2,2́-bipyridine; DNA, deoxyribonucleic 
acid; DPV, differential pulse voltammetry; en, 1,2-diaminoethane; ρ(r), electron density; EPR, electron paramagnetic resonance; ESP, electrostatic potential; EtBr, 
ethidium bromide; EtOH, ethyl alcohol; E1/2, half wave potential; FAD, Flavin adenine dinucleotide; FMN, Flavin mononucleotide; HCT-15, colon cancer cell lines; 
HeLa, cervix-uterine cancer cell lines; HepG2, human hepatocellular carcinoma; HFF, Human Foreskin Fibroblast; IC50, concentration of drug required for 50% 
inhibition; iPrOH, isopropanol; IR, infrared; Kapp, apparent DNA-binding constant; LD, linear dichroism; lp, lone pair; MBC, minimum bactericidal concentration; 
MCF-7, breast cancer cell lines; mcnz, 1-[2,4-Dichloro-beta-(2,4-dichlorobenzyloxy)phenylethyl] imidazole; MFC, minimum fungicidal concentration; MIC, minimum 
inhibitory concentration; MurG, UDP-N-acetylglucosamine-N-acetylmuramyl-(pentapeptide)pyrophosphoryl-undecaprenol-N-acetylglucosa mine transferase; mtz, 2- 
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polar species D-H and a lone pair (lp) carrier A (electron rich atom). It is 
characterised by a weak to medium interaction energy (ca.10–40 kJ/ 
mol), with bond lengths from 2.2 Å to 3.2 Å (D⋅⋅⋅A), and angles from 90◦

to 180◦ (D-H⋅⋅⋅A) [1–3]. Interactions between aromatic rings, such as 
π⋅⋅⋅π stacking, have also been widely studied. Burley and Petsko, in their 
pioneering work on DNA and proteins, showed that there is a competi
tion between π⋅⋅⋅π stacking and T-shape arrangements on interacting 
aromatic rings, with very low energy difference (0–50 kJ/mol) [4,5]. 
Crystal data analysis of biological molecules and synthetic compounds 
has permitted the study of new types of non-covalent interactions, such 
as halogen bonding [6], a type of σ-hole bond, where an atom behaves as 
a Lewis acid centre towards a negatively charged or electron rich 
molecule [7,8], and a lone pair lp⋅⋅⋅π interaction, which is considered as 
a non-covalent contact between an atom with a lone pair of electrons 
and a π system [9]. Wetmore et al. analysed several crystal structures of 
Z-DNA and found that its conformation is stabilised by a lp interaction of 
an oxygen atom from the cytidine and the π system of the guanine. This 
electrostatic interaction is recognised as a supramolecular association 
present in biological systems [10]. Computational studies have 
demonstrated that such interactions, between a lp donor and an aro
matic ring centroid, can be energetically favourable, with a maximum 
distance of 3.82 Å [11–13]. 

In this review we have selected some notable examples of coordi
nation compounds with biologically active molecules, namely, azoles 
and nitroimidazoles with previously reported biological effectiveness 
and present an in depth analysis of their crystal structures and their 
weak interactions that could be key for their biological activity. Each 
section begins with a brief presentation of some organic molecules (li
gands) already being used to treat a variety of diseases. As well as a 
detailed analysis of some outstanding intramolecular contacts and a 
detailed description of their mechanism of action. Finally, we have taken 
the previously reported crystal structures of coordination compounds 
using these ligands and analysed each of them in an effort to further 
extend the discussion of these complexes and to highlight some struc
ture–activity relationship that might have been overlooked throughout 
the years. As we have reviewed a broad number of publications, 
spreading throughout several decades, we have modified the name and 
atom numbers of some of the compounds discussed herein for clarity and 
consistency. 

Additionally, the last section focuses on further evaluating relevant 
non-covalent interactions using Quantum Chemical Topology (QTC). 
Namely, Quantum Theory of Atoms in Molecules (QTAIM), Non- 
Covalent Interaction Index (NCI) and electrostatic potential, going 
beyond geometrical parameters and highlighting the importance of 
complementing experimental X-ray structural data with theoretical 
calculations. 

2. Azoles 

The incidence of infection diseases has been steadily increasing 
throughout the years causing a health problem worldwide. A wide va
riety of azole derivatives have been used for the treatment of these in
fections mainly as antifungal, antimicrobial and antiparasitic agents 
[14]. 

Nowadays azole derivatives are the most approved clinical candidate 
antifungal drugs. Over the last fifty years, azole drugs have had a sig
nificant impact for the treatment of invasive fungal infections, which 
was very limited prior to their discovery. Fungi have eukaryotic cellular 
functions, making them more closely related to human than bacteria. 
This similarity affects the treatment of fungal infections, due to probable 
toxic effects of antifungal drugs on human cells [15]. The first genera
tion miconazole (mcnz), tioconazole (tcnz), clotrimazole (ctz) and their 
analogues were limited to treat superficial fungal infections, Fig. 1. 
These compounds present similar imidazolic structures and physico
chemical properties, it has been developed up to fourth generations of 
azole antifungal drugs [14]. This review is focused in the coordination 
compounds of this first generation azoles. 

X-ray crystal structures of the antifungal drugs miconazole, tioco
nazole and clotrimazole have been analysed [16–19]. The miconazole 
structure is formed by an imidazole ring and two dichlorophenyl rings, 
Fig. 2 a, while in tioconazole one of the dichlorophenyl ring is changed 
by a tiophene group, Fig. 2b. Both compounds show a chiral center at 
carbon C7, and the racemic mixture is observed in their X-ray structures, 
where the molecules with R and S configurations are related by an 
inversion center. Tioconazole stabilizes an intramolecular C20-H20⋅⋅⋅π 
interaction between an aromatic hydrogen from the thiophene with the 
imidazole ring (2.791 Å), Fig. 2b. 

On the other hand, the molecule of clotrimazole has one imidazole 
and three phenyl rings, one of them with a chloro atom in the ortho 
position, which stabilises an intramolecular lp Cl⋅⋅⋅π (C8-Cl8⋅⋅⋅π) inter
action with the imidazole ring (3.380 Å) Fig. 2 (c). 

Additionally, all three compounds present intermolecular hydrogen 
bonding Fig. 3, whereas miconazole presents a Cl⋅⋅⋅Cl interaction, Fig. 3 
(a). 

2.1. Mechanism of action 

In biochemical processes, transition metal-containing enzymes can 
catalyse a wide variety of chemical reactions by their primary and sec
ondary coordination spheres. The primary coordination sphere is 
dominated by covalent interactions between metal ions and donor atoms 
on the biomolecules. On the other hand, non-covalent interactions 
regulate the secondary coordination sphere which modulate and assist 
the catalytic reaction. For the proper function of these macromolecules, 
non-covalent interactions within the secondary coordination sphere of 

Fig. 1. Chemical structures of first generation azole derivatives: (a) miconazole, (b) tioconazole and (c) clotrimazole.  
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metalloenzyme active sites is essential [20,21]. 
Antifungal azoles prevent the synthesis of ergosterol, a derivative of 

mammalian cholesterol, by competitive inhibition of CYP51 (lanosterol 
14α–demethylase), which is a key enzyme for sterol biosynthesis in 
fungi. This selective inhibition of the enzyme causes an accumulation of 
lanosterol and other 14-methylsterols, which have an impact on the 
fungal cellular proliferation and alterations of the fungal wall. CYP51 
belongs to the cytochrome P450 family and catalyses an oxidative 
removal of lanosterol 14-methyl group, giving place to a C14-C15 
double bond. In the active site, the highly reactive heme iron-oxo 

species (FeIV = O; porphyrin radical cation) provide the oxygen for the 
first oxygen dependent reaction of the ergosterol biosynthesis. Azole 
drugs enter the CYP51 active site and inhibit the enzyme by a non- 
competitive reversible interaction, with an axial coordination of the 
imidazolic N3 nitrogen atom to the ferric iron atom in the heme domain. 
Non-covalent interactions, as hydrogen bonding and π⋅⋅⋅π stacking in
teractions, play an important role in the active site cavity preventing the 
access of protons to the active site, Fig. 4 [1,22–27]. 

The emergence of resistant to the treatment of infectious diseases by 
these compounds has compelled to the development of new drugs. 

Fig. 2. Structures of (a) miconazole, (b) tioconazole and (c) clotrimazole.  

Fig. 3. Intermolecular interactions of (a) miconazole, (b) tioconazole and (c) clotrimazole.  
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Multi-targeted drugs have appeared as a response to this medical need 
given their ability to affect multiple separate biotargets. One approach 
to developing such drugs is the use of coordination compounds with 
bioactive ligands, combining the chemotherapeutic properties of the 
parental N-heterocyclic drug and a central metal atom. Some of the 
advantages of using transition metal complexes include their capacity to 
exhibit an extensive range of coordination numbers and geometries, 
thermodynamic/kinetic preferences for ligand atoms, and in some cases, 
redox activity. 

2.2. Azoles coordination compounds 

2.2.1. Miconazole and tioconazole 
Recently, J. Ochocki and co-workers synthesised four miconazole 

silver(I) coordination compounds with different counterions (ClO4
- , BF4

- , 
SbF6

- and NO3
–). They were fully characterised, the X-ray single crystal 

structures were analysed and their biological activity against bacteria 
and yeast was investigated, Fig. 5 [28,29]. 

The [Ag(mcnz)2]ClO4, [Ag(mcnz)2]BF4 and [Ag(mcnz)2]SbF6 coor
dination compounds present a linear geometry, with two miconazole 
ligands coordinated to the silver ion through the N3 from the imidazole 
ring, forming angles of 175.8, 176.4 and 180.0◦, respectively. The 
compounds present hydrogen bonding between the imidazolic C2-H and 
C4-H with a counterion atom (F or O) (2.350–2.779 Å). There are also 
π⋅⋅⋅π stacking interactions between neighbouring dichlorophenyl rings, 
as depicted for [Ag(mcnz)2]ClO4 in Fig. 6 [28,29]. 

Interestingly, [Ag(mcnz)2]BF4 shows a Cl⋅⋅⋅Cl interaction from the 

dichlorophenyl rings (3.231 Å), while [Ag(mcnz)2]SbF6 presents Ag⋅⋅⋅F 
interactions with the counterion SbF6

- (2.982 Å), Fig. 7. 
On the other hand, the [Ag(mcnz)2NO3] compound present a N3-Ag- 

N3 angle of 152.39◦, due to the bidentate coordination of the NO3
– to the 

silver atom. Additionally, Ag⋅⋅⋅Cl intermolecular interactions (3.189 Å, 
123.63◦) and hydrogen bonding were observed, Fig. 8. 

The four silver(I) compounds were tested against strains of Gram- 
positive bacteria (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 
Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis), 
Gram-negative bacteria (Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Proteus 
mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa) and yeasts 
(Candida glabrata, Candida albicans, Candida parapsilosis). In general, the 
coordination compounds were active against Gram-positive bacteria. 
The highest activity was towards M. luteus with MIC values of 0.49, 1.88, 
0.96 and 1.66 μM for [Ag(mcnz)2NO3], [Ag(mcnz)2]ClO4, [Ag(mcnz)2] 
BF4 and [Ag(mcnz)2]SbF6, respectively. The coordination compounds 
and the free miconazole did not show significant activity against Gram- 
negative bacteria. For C. glabrata and C. albicans the four coordination 
compounds presented higher antifungal activity (MIC = 0.83–1,95; 
0.98–1.66 μM) than the free ligand (MIC = 4.69 μM), and for 
C. parapsilosis the silver complexes and the miconazole showed similar 
activity (MIC ≈ 0.1 μM). Interestingly, the most active compound is [Ag 
(mcnz)2NO3] where the nitrate is coordinated to the silver atom. Based 
on this results, it was investigated the cytotoxic activity of [Ag 
(mcnz)2NO3] and [Ag(mcnz)2]ClO4 compounds against human hepa
tocellular carcinoma HepG2 and healthy cell Balb/c 3 T3 fibroblast. 
Both coordination compounds presented better activity (IC50 ≈ 0.45 μM) 

Fig. 4. X-ray crystal structures of (a) tioconazole and (b) clotrimazole, showing the coordination of the imidazolic N3 to the iron atom in the heme domain [27].  

Fig. 5. Miconazole coordination compounds with silver(I). (a) [Ag(mcnz)2]X (X–= ClO4, BF4 and SbF6), (b) [Ag(mcnz)2NO3].  
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than cisplatin and miconazole against HepG2, but they were active to
wards to healthy cells (IC50 ≈ 0.53 μM) [28,29]. 

In an early work, there were obtained coordination compounds of 
miconazole (mcnz) and tioconazole (tcnz) with chromium(III), manga
nese(II), iron(III), cobalt(II), nickel(II), copper(II) and zinc(II), the pro
posed structures are depicted on Fig. 9. Their activity against different 
types of fungi (Aspergillus fumigatus, Penicillium italicum, Syncephalastrum 
racemosum, Candida albicans), Gram-positive bacteria (Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas aeruginosa) and Gram-negative bacteria (Bacillus 
subtilis, Escherichia coli) was explored. The tioconazole complexes [Cr 
(tcnz)2Cl2(H2O)2]Cl⋅3H2O and [Mn(tcnz)2Cl2]⋅H2O showed good anti
fungal activity against A. fumigatus, while miconazole and its de
rivatives, [Mn(mcnz)2Cl2(H2O)2]⋅H2O and [Ni(mcnz)2Cl2(H2O)2]⋅3H2O 
against C. albicans. On the other hand, all compounds showed activity 
against the Gram-positive S. aureus and the Gram-negative B. subtilis 
bacteria, being the tioconazole derivatives [Cr(tcnz)2Cl2(H2O)2] 
Cl⋅3H2O, [Mn(tcnz)2Cl2]⋅H2O, [Fe(tcnz)2Cl2(H2O)2]Cl⋅3H2O and [Cu 

(tcnz)2Cl2(H2O)2]⋅3H2O the most active [30,31]. 
N. Barba-Behrens et. al. synthesised a series of tioconazole coordi

nation compounds of nickel(II), cobalt(II), copper(II) and zinc(II) with 
the counterions Cl-, Br- and NO3

– with different geometries, their elec
tronic and structural properties were studied as the cytotoxic activity 
against cancer cell lines HCT-15 (colon), HeLa (cervix-uterine) MCF-7 
(breast) and PC3 (prostate) [32,33]. 

For the tetrahedral [M(tcnz)2X2]n⋅H2O (M(II) = Co, Cu, Zn; X- = Cl, 
Br) compounds the crystal structures showed than one coordinated tcnz 
ligand adopted a R configuration and the other one a S configuration. 
They present intramolecular C-H⋅⋅⋅π interactions between the thiazole 
and the imidazole heterocycles, as well as intermolecular π⋅⋅⋅π stacking 
between neighbouring imidazole rings, Fig. 10. The [Zn(tcnz)2Cl2]⋅H2O 
and [Cu(tcnz)2Cl2]⋅5H2O compounds were the most active against the 
HCT-15 cell line (IC50 = 8.49 and 14.66 μM). While [Zn(tcnz)2Br2] was 
active against the HeLa cell line (13.54 μM) [33]. 

In the crystal structures of the octahedral [Cu(tcnz)4Cl2]⋅8H2O and 

Fig. 6. Hydrogen bonding and π⋅⋅⋅π stacking interactions in [Ag(mcnz)2]ClO4.  

Fig. 7. Halide intermolecular interactions in (a) [Ag(mcnz)2]BF4 and (b) [Ag(mcnz)2]SbF6.  

Fig. 8. Intermolecular interactions in [Ag(mcnz)2NO3]: (a) Ag⋅⋅⋅Cl, π⋅⋅⋅π stacking and (b) hydrogen bonding.  
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[Cu(tcnz)4Br2]⋅6H2O compounds, intermolecular lp⋅⋅⋅πinteractions 
(Cl⋅⋅⋅π) between dichlorophenyl rings are observed, as well as Cl⋅⋅⋅Cl 
interactions, which are shown in Fig. 11. The compound [Cu(tcnz)4Cl2]⋅ 
8H2O showed promising activity against HCT-15 cell line with an inhi
bition concentration of 3.10 μM [33]. 

In the octahedral nickel(II) compounds, [Ni(tcnz)6]Cl2 and [Ni 
(tcnz)6]Br2, six tcnz ligands are coordinated to the metal atom, adopting 
a regular octahedral geometry. The tioconazole molecules are accom
modated as a propeller, with lp⋅⋅⋅π (Cl⋅⋅⋅π) interactions between one 
chloro atom from the dichlorophenyl ring and the π system of tiophene 
group, Fig. 12. These interactions confer great stability to these com
plexes, which is reflected in their cytotoxic activity in most of the 
studied cancer cell lines. The IC50 values for [Ni(tcnz)6]Cl2 in HCT-15, 
HeLa and PC3 cancer cell lines were 14.02, 12.33 and 11.67 μM, 
respectively. While for the [Ni(tcnz)6]Br2 compound, the IC50 values 
were 10.12, 15.36, 16.15 μM for HeLa, MCF-7 and PC3, respectively 
[32]. 

For the octahedral [M(tcnz)2(NO3)2]⋅xH2O (M = Ni2+, Co2+, Cu2+

and Zn2+) compounds the crystal structures were not obtained by X-ray. 
However, the [Cu(tcnz)2(NO3)2] and [Zn(tcnz)2(NO3)2]⋅H2O 

compounds presented activity against the HCT-15 cancer cell line, with 
a inhibitory concentration of 9.5 μM [33]. 

2.2.2. Clotrimazole 
In order to investigate the cytotoxic properties of coordination 

compounds of clotrimazole with transition metal ions, N. Barba-Behrens 
and co-workers synthesised a series of complexes with nickel(II), cobalt 
(II), copper(II) and zinc(II). The obtained complexes exhibited different 
coordination numbers (4–6) and geometries [34]. For tetracoordinated 
compounds [M(ctz)2X2] (M(II) = Ni, Co, Cu, Zn; X- = Cl, Br) and [M 
(ctz)3NO3]NO3 (M(II) = Cu, Zn) the metal ion stabilised a tetrahedral 
geometry. The X-ray crystal structures of [Cu(ctz)2Cl2], [Zn(ctz)2Cl2] 
and [Zn(ctz)2Br2] showed an intermolecular hydrogen bonding from a 
phenyl ring and a neighbouring coordinated halogen (C11-H11⋅⋅⋅Cl). 
Additionally, the zinc(II) compounds present (H16⋅⋅⋅π) interactions be
tween phenyl rings, Fig. 13. On the other hand, in the nitrate compounds 
[M(ctz)3NO3]NO3 (M(II) = Cu, Zn), the metal atom is coordinated to 
three ctz ligands and one monodentate nitrate. 

The [Ni(ctz)3Br2] and [Cu(ctz)2(EtOH)Cl2]⋅EtOH stabilised penta
coordinated compounds. The crystal structure for the copper(II) 

Fig. 9. Coordination compounds of miconazole and tioconazole.  

Fig. 10. Intra and intermolecular interactions in the [Zn(tcnz)2Cl2]⋅H2O compound.  

Fig. 11. Intermolecular (a) Cl⋅⋅⋅π and (b) Cl⋅⋅⋅Cl interactions in [Cu(tcnz)4Cl2]⋅8H2O.  
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complex showed that the metal ion stabilised a square pyramidal ge
ometry, where the intramolecular lp⋅⋅⋅π (Cl⋅⋅⋅π) interaction, which is 
present in the free ligand, is conserved. Additionally, this Cl atom from 
the chlorophenyl ring also participates in an intermolecular hydrogen 
bonding (H17⋅⋅⋅Cl), as shown in Fig. 14. 

There was obtained a tetranuclear copper(II) compound, 
[Cu4(ctz)4(μ4-Br)(μ-O)]⋅(iPrOH) which contains four copper(II) atoms in 
a trigonal bipyramidal geometry, each metal ion is bound to a clotri
mazole ligand, three bridging bromo atoms and a central tetrahedral 
bridging oxygen atom. This tetranuclear molecule did not preserve the 
intramolecular lp⋅⋅⋅π (Cl⋅⋅⋅π) interaction from the free ligand. Hydrogen 
bonding between the chlorophenyl ring and a bridging bromo atom 

(H11⋅⋅⋅Br3) was observed, Fig. 15. 
The biological activity of the complexes was investigated by different 

techniques [34,35]. They were tested against HeLa (cervix-uterine), PC3 
(prostate) and HCT-15 (colon) carcinoma cell lines. All coordination 
compounds showed increased cytotoxic activity, IC50 values lower than 
30 μM, when compared with the free ligand and/or cisplatin, indicative 
of a synergetic effect of the clotrimazole when binding to the metal ions. 
The most effective compounds were [Cu(ctz)2Br2] and [Cu(ctz)3NO3] 
NO3, against HeLa (IC50 = 3.9, 3.5 μM) (cisplatin 5.2 μM) and PC3 (IC50 
= 4.9, 8.2 μM) (cisplatin 19 μM). An apoptotic cell death induced by the 
copper(II) complexes was proposed based on the results obtained from 
confocal microscopy, immunocytochemical evaluation and TUNEL 
(terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) assays 
in tumor carcinoma cell lines [34]. 

Linear (LD) and circular dichroism (CD) studies showed that binding 
of these complexes to B-DNA affects its linear structure (bending) but 
does not significantly affect the helical structure. The atomic force mi
croscopy imaging confirms changes on the DNA tertiary structure due to 
the binding of the coordination compounds and an interaction through 
groove binding is proposed. The apparent DNA-binding constants (Kapp) 
were determined through ethidium bromide (EtBr) displacement ex
periments. For the tetrahedral compounds [Cu(ctz)2X2] (X- = Cl, Br) the 
Kapp values were approximately 4.8 × 104 M− 1 and the nitrate com
pound [Cu(ctz)3NO3]NO3⋅2H2O was 1.5 times higher (6.5 × 104 M− 1). 
Additionally, the electrochemical and gel electrophoresis studies 
correlate with the cytotoxic activity suggesting cell death by generating 
ROS. The Cu2+/+ redox potentials for [Cu(ctz)2Cl2] (E1/2 = -0.239 V), 
[Cu(ctz)2Br2] (E1/2 = -0.139 V) and [Cu(ctz)3NO3]NO3⋅2H2O (E1/2 =

-1.022 V) are the most negative, which is consistent with being the most 
active compounds [35]. 

Sánchez-Delgado et al. synthesised clotrimazole complexes with 
ruthenium(II), rhodium(II), gold(III), platinum(II) and copper(I) metal 
ions and reported their biological activity against Trypanosoma cruzi. 
Based on their spectroscopic characterization it was proposed a tetra
hedral geometry for [Ru(ctz)2Cl2] and [Ru(ctz)2(bipy)](PF6)2, an octa
hedral arrangement for K2[Pt(ctz)2Cl4] and a linear geometry for [Cu 
(ctz)2]PF6 [36,37]. 

Fig. 12. Intramolecular lp⋅⋅⋅π (Cl⋅⋅⋅π) interactions in [Ni(tcnz)6]Cl2.  

Fig. 13. Intermolecular interactions for [Zn(ctz)2Cl2] compound.  

Fig. 14. (a) Intramolecular lp⋅⋅⋅π interaction and (b) intermolecular hydrogen bonding in [Cu(ctz)2(EtOH)Cl2]⋅EtOH.  

R. Navarro-Peñaloza et al.                                                                                                                                                                                                                    



Coordination Chemistry Reviews 494 (2023) 215360

8

The X-ray crystal structure of the [Rh(ctz)(cod)Cl] complex showed 
that one ctz ligand, a ciclopentadiene molecule and a chloro atom are 
bound to the rhodium(II) atom. It is conserved the intramolecular lp⋅⋅⋅π 
(Cl⋅⋅⋅π) interaction from the free ligand, Fig. 16a. The [Au(ctz)Cl3] 
compound presents one ligand and three chloro atoms coordinated to 
the gold(III) atom, in a square planar geometry. Interestingly, inter
molecular Au⋅⋅⋅Cl interactions were observed, as well as hydrogen 
bonding between coordinated chloro atoms and neighbouring phenyl 
rings, the intramolecular Cl⋅⋅⋅π interactions are also conserved, Fig. 16b. 

There were performed in vitro studies against T. cruzi, being [Ru 
(ctz)2Cl2] the most active on the proliferation of the parasite (100% of 
inhibition, 10 μM). The tests with infected mammalian cells with try
pomastigotes showed good activity (IC50 = 3 μM) and did not affect the 
proliferation of normal cells [36,37]. 

In order to investigate new metal-base organometallic complexes as 
an alternative for the treatment of parasitic infections, Sánchez-Delgado 
et al. synthesised a series of ruthenium(II) compounds with clotrimazole. 
Complexes with p-cymene and bidentate ligands (bipy = bipyridine, en 
= ethylenediamine, acac = acetylacetonate) were obtained: [Ru(ctz)(η6- 
p-cymene)Cl2], [Ru(ctz)(η6-p-cymene)(bipy)](trinitrophenole)2, [Ru 
(ctz)(η6-p-cymene)(en)](BF4) and [Ru(ctz)(η6-p-cymene)(acac)](BF4). 
Additionally, octahedral coordination compounds with ruthenium(II) 
and ruthenium(III): cis,fac-[Ru(ctz)Cl2(DMSO)3], cis,cis,trans-[Ru 
(ctz)2Cl2(DMSO)2], Na[Ru(ctz)Cl4(DMSO)] and Na trans-[Ru(ctz)2Cl4], 
were synthesised [38]. 

The structures of the four new complexes with p-cymene ligand were 
determined by X-ray diffraction. In the [Ru(ctz)(η6-p-cymene)Cl2] 
compound, the ruthenium atom is coordinated to a ctz ligand and two 
chloro atoms, with the p-cymene ligand bound in a “piano-stool” ge
ometry. The compound preserved the lp⋅⋅⋅π (Cl⋅⋅⋅π) intramolecular 
interaction present in the free ligand Fig. 17a. Additionally, intermo
lecular interactions between two phenyl rings (H⋅⋅⋅π) and the coordi
nated chloro atoms with a chlorophenyl ring (H⋅⋅⋅Cl), Fig. 17b and 17c 
were observed (Fig. 18). 

The metal atom in the three complexes, [Ru(ctz)(η6-p-cymene) 
(bipy)][BF4]2 [Ru(ctz)(η6-p-cymene)(en)](BF4)2 and [Ru(ctz)(η6-p- 
cymene)(acac)](BF4), presents a similar structure to the previously 

described, where one bidentate ligand substituted the two chloro atoms. 
Interestingly, in the clotrimazole ligand, the length of the intramolecular 
lp⋅⋅⋅π (Cl⋅⋅⋅π) interaction with the imidazolic ring, varied upon the li
gands present in the coordination sphere, en (3.277 Å), Cl (3.326 Å), 
bipy (3.40 Å), and in the case of the acac, this interaction is observed 
with a phenyl ring instead of the imidazole (3.443 Å), Fig. 17. 

In these compounds the tetrafluoroborate counterion participates 
extensively in hydrogen bonding with the ruthenium complexes, as 
depicted in Fig. 19. 

The in vitro antiparasitic studies of the ruthenium(II) coordination 
and the organometallic compounds against promastigotes of Leishmania 
major and epimastigotes of Trypanosoma cruzis showed that the incor
poration of the metal atom and the clotrimazole ligand results in a 
synergistic effect, enhancing the antiproliferative activity. In particular 
the compound [Ru(ctz)(η6-p-cymene)Cl2] was the most active against 
both parasites with LD50 values of 0.015 and 0.1 μM for L. major and 
T. cruzi, respectively, followed by [Ru(ctz)(η6-p-cymene)(acac)](BF4) 
(L. major 0.45 μM and T. cruzi 2.9 μM). Additionally, these compounds 
did not present any appreciable toxicity to human osteoblasts. It was 
proposed that the good activity of these compounds was due to the high 
water solubility and the stability given by the arene ligand [38]. 

With the aim to develop biological active organometallic ruthenium 
(II) compounds that could present both antiparasitic (trypanosomatid) 
and cytotoxic activity on human cancer cell lines (A2780 ovarian, MCF7 
breast, HeLa cervical), D. Gambino et. al. synthesised a ruthenium(II)- 
cyclopentadienyl complex with triphenylphosphine and clotrimazole 
ligands [Ru(ctz)(cp)(PPh3)2]CF3SO3. This compound was fully charac
terised by spectroscopic techniques, as NMR (1H, 13C and 31P) and IR, 
Fig. 20a [39]. This complex was evaluated against T. cruzi (IC50 = 0.25 
μM) and it presented a six fold increase of activity with respect of the 
free ctz and 30 time higher than Nifurtimox (IC50 = 0.8 μM) the refer
ence drug. Additionally, it showed a dose dependent antipoliferative 
effect on T. brucei brucei (IC50 = 0.6 μM), being more active than ctz. 
These results show that this organometallic compound may be proposed 
as a broad spectrum metal-based drug active against multiple trypano
somatid protozoa. In addition, the compound showed high cytotoxic 
activity on three human cancer cell lines, A2780 ovarian (0.54 μM), 

Fig. 15. (a) Structure of tetranuclear copper(II) compound [Cu4(ctz)4(μ4-Br)(μ-O)]⋅(iPrOH) and (b) intermolecular hydrogen bonding.  

Fig. 16. Intra and intermolecular interactions in (a) [Rh(ctz)(cod)Cl] and (b) [Au(ctz)Cl3].  
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MCF7 breast (5.4 μM) and HeLa cervical (0.25 μM), higher activity than 
cisplatin and clotrimazole [39]. 

Recently, a series of rhenium(I) tricarbonyl compounds fac-[Re(ctz) 
(CO)3(NN)]PF6 with clotrimazole and NN derivatives (bipy, dmb, phen, 
tmp, aminophen) was synthesised [40]. The crystal structure of fac-[Re 
(ctz)(CO)3(phen)]PF6 showed a fac isomer in a distorted octahedral 
geometry with a phenantroline molecule coordinated in a bidentate 
form and one clotrimazole molecule in the coordination sphere. The 
structure stabilised the intramolecular lp⋅⋅⋅π (Cl⋅⋅⋅π) interaction that has 
been observed between the chlorine atom and the imidazole ring of 
clotrimazole, Fig. 20b. All coordination compounds of rhenium(I) pre
sented major activity against the Trypanosoma cruzi forms epimastigotes 
and trypomastigotes compared to the free clotrimazole. The fac-[Re(ctz) 
(CO)3(tmp)]PF6 compound showed a IC50 value of 3.48 and 0.61 μM for 

epimastigotes and trypomastigotes. However, the results in healthy cells 
did not show a greater selectivity of the rhenium(I) compounds towards 
the parasite compared to the reference drug Nifurtimox [40]. Molecular 
docking calculations on ct-DNA showed that rhenium(I) derived com
plexes interact with the DNA major groove through hydrogen bonding 
between the carbonyl ligands and cytosine as well as phosphates. While, 
the clotrimazole stabilizes π⋅⋅⋅sigma interactions with thymine [40]. 

New rhenium(I) coordination compounds of ctz and bipy derivatives, 
fac-[Re(ctz)(CO)3(R-bpy)], were synthesised by F. Zobi et al. and their 
antimicrobial activity was investigated towards S. aureus, with a mod
erate activity. In silico calculations with a homology model of S. aureus 
MurG enzyme showed that the coordination compounds presented high 
affinity for this enzyme by non-polar interactions in the binding pocket 
[41]. 

Fig. 17. (a) Structure of the [Ru(ctz)(η6-p-cymene)Cl2] compound; intermolecular (b) (H⋅⋅⋅π) and (c) (H⋅⋅⋅Cl) interactions.  

Fig. 18. Ruthenium(II) complexes. Intramolecular lp⋅⋅⋅π (Cl⋅⋅⋅π) for: (a) [Ru(ctz)(η6-p-cymene)(bipy)][BF4]2, (b)[Ru(ctz)(η6-p-cymene)(en)](BF4)2 and (c) [Ru(ctz) 
(η6-p-cymene)(acac)](BF4). 

Fig. 19. Hydrogen bonding of BF4
- in (a) [Ru(ctz)(η6-p-cymene)(en)](BF4)2 and (b) [Ru(ctz)(η6-p-cymene)(acac)](BF4).  
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I. Turel and co-workers designed a series of mono, bis-, and tris- 
organometallic complexes of ruthenium(II) with miconazole, tiocona
zole and clotrimazole to investigate the antifungal and antiparasitic 
activity of azole organometallic complexes, Fig. 21. The antifungal ac
tivity of all complexes against Curvularia lunata was tested and the mi
conazole compounds were studied against the Schistosoma mansoni 
parasite [17]. 

The obtained structure of the tioconazole compound, [Ru(tcnz)(η6-p- 
cymene)Cl2], showed that the metal ion is in a pseudooctahedral “piano- 
stool” geometry, with the aromatic p-cymene π-bound to the ruthenium 
(II) atom, one tioconazole ligand and two chloro atoms coordinated to 
the metal atom. It was observed the formation of dimers by intermo
lecular hydrogen bonds between two molecules, Hp-cymene and the co
ordinated Cl atoms, C–H⋅⋅⋅Cl (2.734(1), 2.716(1) Å), which present an 
inversion center, Fig. 22 [17]. 

On the other hand, in the [Ru(ctz)2(η6-p-cymene)Cl](PF6)⋅2CH2Cl2 
there are two clotrimazole ligands and one chloro atom coordinated to 
ruthenium(II) atom, with the p-cymene ligand in a “piano-stool” ge
ometry, as in the clotrimazole compound. The ligand conserved its 
intramolecular lp⋅⋅⋅π (Cl⋅⋅⋅π) interaction with the π system of the imid
azole, while the second ctz ligand presents this lp⋅⋅⋅π interaction with a 
phenyl ring, Fig. 23 [17]. 

The tris-ruthenium compounds, at 0.5 mM, reduced the fungal 
growth of Curvularia lunata as compared with the control. The micona
zole complexes presented moderate antichistosomal activity, (10–100 
µg/mL) which decreased when diminishing the number of coordinated 
miconazole ligands [17]. 

Recently, M. Navarro et al. studied the antifungal properties of a 
series of clotrimazole coordination compounds with zinc(II) and their 
copper(II) analogues [Zn(ctz)2Cl2], [Zn(ctz)2(OAc)2]⋅2H2O, [Zn 
(ctz)2(H2O)(NO3)](NO3)⋅4H2O, [Cu(ctz)2Cl2], [Cu(ctz)2(H2O)(NO3)] 
(NO3)⋅4H2O, and [Cu(ctz)2(OAc)2] [42]. 

The structures of the [Zn(ctz)2(OAc)2]⋅2H2O and [Cu(ctz)2(OAc)2] 
compounds were obtained by X-ray diffraction. In the first compound, 
the metal atom adopts a tetrahedral geometry, with two ctz ligands and 
two monodentate acetate molecules in the coordination sphere. The 
Cl⋅⋅⋅π interaction (3.345 Å, 87.31◦), which is present in the free clotri
mazole, is maintained. Additionally, the Cl atom, from the chlorophenyl 

ring, also participates in intermolecular hydrogen bonding, Fig. 24. 
A distorted octahedral geometry was observed for the copper(II) 

atom in the [Cu(ctz)2(OAc)2] compound, with two bidentate acetate 
molecules and two ctz in the coordination sphere. Neighbouring chlor
ophenyl rings stabilize intermolecular π⋅⋅⋅π stacking and hydrogen 
bonding with the coordinated acetates, Fig. 25. 

The antifungal properties of these zinc(II) and copper(II) clotrima
zole complexes were studied against Candida albicanis, Cryptococcus 
neoformans and Sporothrix brasiliensis yeast, as well as their antiparasitic 
acivity against Trichomonas vaginalis. [42,43]. 

The [Zn(ctz)2Cl2] compound exhibited the major antifungal activity, 
with IC50 values of 0.06 μM for C. albicanis and 0.125 μM for 
C. neoformans and S. brasiliensis yeast. The [Zn(ctz)2(OAc)2]⋅2H2O and 
[Zn(ctz)2(H2O)(NO3)](NO3)⋅4H2O compounds presented important IC50 
values of 0.03 μM for S. brasiliensis. They were more active than itra
conazole and fluconazole drugs, used to treat for these fungal infections, 
and then the free ctz. The cooper(II) compounds showed lower activity 
than their zinc(II) analogues [42]. 

The zinc(II) tetrahedral compounds [Zn(ctz)2Cl2] and [Zn 
(ctz)2(OAc)2]⋅2H2O were investigate as possible antiparasitic agents 
against Trichomonas vaginalis [43]. The IC50 and IC90, showed that the 
complexes [Zn(ctz)2Cl2] (10.5 and 22.9 μM) and [Zn(ctz)2(OAc)2] (4.9 
and 17.2 μM) were more active in comparison to free ligand (17.2 and >
40 μM). Through scanning (SEM) and transmission electron microscopy 
(TEM) it was observed that the morphology of the parasite displayed 
several ultrastructural alterations, being the [Zn(ctz)2(OAc)2] com
pound the most effective. The toxicity effects of the zinc compounds and 
ctz towards primary cultures of Human Foreskin Fibroblast (HFF) was 
evaluated. The TC50 (toxic concentration) for [Zn(ctz)2Cl2] (29.7 μM), 
[Zn(ctz)2(OAc)2] (28.4 μM) and the free clotrimazole (34.7 μM,) showed 
lower toxicity towards healthy human cells [43]. Additionally, the 
cytotoxic activity towards cancer cell lines of the trans-square planar 
compounds [Pd(ctz)2Cl2], [Pt(ctz)2Cl2] and [Pt(ctz)2I2] were also stud
ied, however they were not active [44,45]. 

Schatzschneider et al. synthesised manganese(I) tricarbonyl com
pounds of miconazole and clotrimazole with bipyridine, [Mn(mcnz) 
(CO)3(bipy)]PF6, [Mn(mcnz)(CO)3(bipyCOOCH3)]PF6 and [Mn(ctz) 
(CO)3(bipy)]PF6. The manganese(I) atom adopts a fac-octahedral 

Fig. 20. Structure of the (a) [Ru(ctz)(cp)(PPh3)2]CF3SO3 and (b) fac-[Re(ctz)(CO)3(phen)]PF6 complexes.  

Fig. 21. Ruthenium(II) organometallic compounds with tncz, mcnz and ctz.  
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geometry. For the [Mn(ctz)(CO)3(bipy)]PF6 complex, the intra
molecular lp⋅⋅⋅π (C8-Cl8⋅⋅⋅π) interaction in the clotrimazole is preserved 
(Fig. 26a). A dimer is formed by a π⋅⋅⋅π stacking interaction between two 
neighboring bipyridine ligands, 3.726 Å (C⋅⋅⋅π) (Fig. 26b). For [Mn 
(mcnz)(CO)3(bipyCOOCH3)]PF6 and [Mn(ctz)(CO)3(bipy)]PF6 the same 
structure is proposed [46]. 

The antibacterial activity was studied on Gram-positive (Staphylo
coccus aureus, Staphylococcus epidermis, Enterococcus faecalis, Entero
coccus faecium) and Gram-negative (Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Yersinia pseudotuberculosa, and Y. pestis) bacterial strains. 
Their antiparasitic activity on Leishmania major and Trypanosoma brucei, 
was investigated [46]. Neither the compounds nor the ligands showed 
significative activity against Gram-negative bacteria. However, the 
three organometallic compounds exhibited greater activity than their 
respective free ligands against Gram-positive bacteria. The derivative of 
clotimazole [Mn(ctz)(CO)3(bipy)]PF6 was the most active with values of 
0.625 μM (S. aureus, S. epidermis) and 2.5 μM (E. faecalis, E. faecium). 
While the second more active was the miconazole derivative [Mn(mcnz) 
(CO)3(bipy)]PF6 followed by [Mn(mcnz)(CO)3(bipyCOOCH3)]PF6 with 
inhibitory concentration of 1.25 and 2.5 μM for Staphylococcus strain, 
respectively. When tested against Enterococcus faecalis and Enterococcus 
faecium the difference was notable, the [Mn(mcnz)(CO)3(bipy)]PF6 
presented values of 2.5 and 1.25 μM (E. faecalis, E. faecium), and [Mn 
(mcnz)(CO)3(bipyCOOCH3)]PF6 had a concentration of 10 and 2.5 μM 

(E. faecalis, E. faecium) [46]. These compounds were active against 
L. major and T. brucei parasites with IC50 of 1.8, 0.4 μM for [Mn(mcnz) 
(CO)3(bipy)]PF6, 4.7, 2.1 μM for [Mn(mcnz)(CO)3(bipyCOOCH3)]PF6 and 
2.2, 0.5 μM for [Mn(ctz)(CO)3(bipy)]PF6. Unfortunately, despite of their 
very good antiparasitic activity, these compounds showed significant 
toxicity on the mammalian cell lines, 293 T (human embryonal kidney 
cells) and J774.1 (murine macrophages) [46]. 

3. Nitroimidazoles 

Over the last few decades, nitroimidazoles have proven to be highly 
effective against infectious diseases, mainly as antiparasitic and anti
bacterial agents, albeit through a completely different mechanism of 
action to the azole derivatives. Metronidazole (mtz), a 2-methyl-5-nitro
imidazole derivative with an ethyl alcohol group in position N1, has 
been the preferred treatment for trichomoniasis, giardiasis, and amoe
biasis. However, due to the resistant acquire by the parasites that cause 
those diseases, other compounds have since been developed and are now 
being used as an alternative to metronidazole, for example, tinidazole 
(tnz), secnidazole (snz), and ornidazole (onz). As shown in Fig. 27, both 
secnidazole and ornidazole are secondary alcohols with the latter also 
depicting a terminal chlorine atom. Tinidazole, on the other hand, has 
an alkyl sulfone substituted in N1 [47–49]. 

Given the nature of the atoms that are present in this series of 

Fig. 22. Structure of the [Ru(tcnz)(η6-p-cymene)Cl2] complex and the formation of dimers by hydrogen bonding.  

Fig. 23. Intramolecular lp⋅⋅⋅π (Cl⋅⋅⋅π) interactions in [Ru(ctz)2(η6-p-cymene)Cl] 
(PF6)•2CH2Cl2 compound. 

Fig. 24. Tetrahedral compound (a) [Zn(ctz)2(OAc)2]⋅2H2O, (b) intra and intermolecular interactions, Cl⋅⋅⋅π, and H⋅⋅⋅Cl.  

Fig. 25. Intermolecular interactions, π⋅⋅⋅π stacking and hydrogen bonding in 
[Cu(ctz)2(OAc)2]. 
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nitroimidazoles, a network of hydrogen bonds is expected in their crystal 
structures. Metronidazole shows an intramolecular hydrogen bond be
tween the OH group and hydrogen from the methyl group substituted in 
the aromatic group (Fig. 28a). Additionally, strong intermolecular 
contacts between the OH and the imidazolic nitrogen atom (1.868 Å, 
173.68◦), and π⋅⋅⋅π interaction between the heterocyclic rings can be 
observed (3.495 Å) in Fig. 28b [50]. 

Tinidazole also stabilised intramolecular hydrogen bond between 
the oxygens from sulfone group and the hydrogens from the alkyl chain 
(Fig. 29a). Interestingly, the crystal structure of the protonated tinida
zole showed a different conformation stabilised by a lp⋅⋅⋅π interaction 
between the oxygen of the sulfone and the aromatic ring, being polarised 
by the added proton (Fig. 29b) [51]. The chloro anion does not show a 
clear interaction with the imidazole ring, as would be expected for a 
positively charged ligand and an anion, this highlights the importance of 
this type of interactions, over an electrostatic one. Furthermore, these 
interactions are still prevalent in the coordination compounds and will 
be discussed with more detail in section 3.2. Tinidazole depicts a couple 
of moderate H bonds in its crystal structure. These contacts occur be
tween the oxygen of the sulfone and a –CH2- of a neighbouring molecule 
and another one between the hydrogen of the imidazole ring and the 
nitro group of a different tinidazole molecule [51] (Fig. 29c). 

On the other hand, secnidazole and ornidazole show a chiral carbon 
(C11) in their respective chemical structures, Fig. 30. Two stereoisomers 
are expected for each of these compounds. The reported structure of 
ornidazole does show both R and S configurations of this molecule in the 
single crystal (Fig. 30a). These two stereoisomers interact with each 
other through the OH of the secondary alcohol and the nitrogen in the 
imidazolic ring at 1.805 Å with and angle of 174.11◦. Moreover, the 
water molecule, which is present in the structure, is involved in a series 
of hydrogen bonds acting as a donor towards the imidazolic nitrogen 
and OH group, and as an acceptor from the secondary alcohol (Fig. 30a) 
[52]. For secnidazole, only the R configuration is observed by X-ray 
diffraction (Fig. 30b) [53]. Theoretical calculations for secnidazole have 
been carried out in order to assess the stability of their isomers. Func
tional density calculations have shown that, although three different 

conformations are possible (two stereoisomers and a conformational 
isomer), only one of them is obtainable at room temperature [54]. 
Additionally, secnidazole presented two H bonds between the hydroxyl 
group and the water molecules at 2.227 Å and 2.878 Å (Fig. 30b) and 
π⋅⋅⋅π stacking (3.608 Å), (Fig. 30c). 

3.1. Mechanism of action 

Despite the structural differences in these compounds, they all share 
the same mechanism of action, where the nitro group is biologically 
reduced and, upon interacting with DNA, generates oxidative damage 
and cell death (vide infra). Regardless, they have unique structural fea
tures when analysing their X-ray structures. 

The broad spectrum activity against susceptible pathogens of nitro
imidazoles is initialised by passive diffusion into the organism, where 
the inactive nitroimidazole compound (prodrug) is reduced via its nitro 
group to cytotoxic metabolites. This leads to DNA helix damage, 
disruption of bacterial protein synthesis and replication, and ultimately, 
causing cell death [47,55,56]. In Fig. 31, metronidazole is used to 
exemplify their mechanism of action, where the two reduction pathways 
via nitroreductases (NTR) are depicted. These enzymes belong to a 
family of FMN- or FAD-dependent enzymes capable of metabolising 
nitroaromatic compounds, which utilise NADH or NADPH as a reductive 
co-factor. The mechanism of action is subdivided into two classes: Type 
I (oxygen-insensitive), where the nitroreductase performs a two electron 
reduction and Type II (oxygen-sensitive) via one-electron reduction 
[48]. 

For Type I, a sequential two-electron reduction of the nitro group 
gives place first to a nitroso intermediate followed by the production of 
hydroxylamine, both intermediates may react with biomolecules to 
exert toxic and mutagenic effects. A further two-electron reduction of 
the hydroxylamine may produce an amine, or alternatively in an acid- 
catalysed reaction, a reactive nitrenium ion can be generated [48]. 

In the Type II mechanism, under aerobic conditions, a process 
known as the “futile cycle” has been proposed, where a one-electron 
reduction of the nitro group gives place to a nitro radical anion that, 

Fig. 26. Intra and intermolecular interactions in [Mn(ctz)(CO)3(bipy)]PF6.  

Fig. 27. Chemical structures of (a) metronidazole (b) tinidazole, (c) secnidazole and (d) ornidazole.  
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Fig. 28. (a) Intramolecular hydrogen bond of metronidazole and (b) intermolecular interactions.  

Fig. 29. Molecular structures of (a) tinidazole and (b) protonated tinidazole, (c) hydrogen bonds.  

Fig. 30. Molecular structures and hydrogen bonds for (a) R and S configurations of ornidazole, (b) R configuration of secnidazole (c) π⋅⋅⋅π stacking.  
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under the presence of molecular oxygen, is re-oxidised to a nitro group 
with the formation of a reactive superoxide anion, being this process 
responsible for the toxic effects. On the other hand, in the absence of 
oxygen a disproportionation reaction takes place, the nitro radical ion 
forms a nitroso intermediate or it may go back to the nitro derivative 
(Fig. 31). It has been proposed that this process may produce nitroso 
compounds in biological systems, ultimately causing the aforemen
tioned damage [47–48,56]. 

3.2. Nitroimidazole coordination compounds 

3.2.1. Metronidazole 
In this section, metronidazole coordination compounds will be dis

cussed accordingly to their coordination numbers and geometries. 
The research group of A. Kalinowska-Lis, synthesised a series of 

silver(I) coordination compounds [Ag(mtz)2(NO3)], [Ag(mtz)2(ClO4)], 
[Ag(mtz)2(CF3COO)], [Ag(mtz)2(SO3CH3)] and [Ag(mtz)2](BF4) 
(Fig. 32). Their molecular structure from X-ray diffraction studies 
revealed a similar T-shaped distorted geometry for [Ag(mtz)2(NO3)], 
[Ag(mtz)2(ClO4)], [Ag(mtz)2(CF3COO)] and [Ag(mtz)2(CH3SO3)]. Two 
metronidazole molecules and an oxygen atom from the corresponding 
anion are bound to the silver(I). The covalent Ag-O14 bond is in the 
range of 2.4795(18) − 2.6697(16) Å, CF3COO < SO3CH3 < NO3 ≈ ClO4, 
while the Ag-N3 bond lenghts are rather similar (ca. 2.14 Å), with N3- 
Ag1-N3 angles in the range of 162.73◦ − 171.82◦, for all compounds. 
Both coordinated ligands present similar orientation of the nitro and 
methyl groups, while the hydroxyethyl groups are oriented in opposite 
directions [57]. 

On the other hand, there are significant weak interactions, as lp⋅⋅⋅π 
and π⋅⋅⋅π stacking, that give place to different supramolecular 

Fig. 31. Mechanism of action of nitroimidazoles.  

Fig. 32. Molecular structure of (a) [Ag(mtz)2(NO3)], (b) [Ag(mtz)2(ClO4)], (c) [Ag(mtz)2(CF3COO)] and (d) [Ag(mtz)2(SO3CH3)].  
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aggregates. The [Ag(mtz)2(NO3)] compound exhibits a lp⋅⋅⋅π interaction 
between the nitrate O15 and the imidazole ring at 3.136 Å, 91.96◦, 
Fig. 33a. While the [Ag(mtz)2(ClO4)] and [Ag(mtz)2(SO3CH3)] com
pounds show π⋅⋅⋅π stacking interactions at 3.743(1) Å and 3.516(1) Å), 
respectively, Fig. 33b. All four compounds present a hydrogen bonding 
interaction between the alcohol group and the corresponding anions, 
O12-H12a⋅⋅⋅O15, in the range of 1.995–2.125 Å, Fig. 33c. 

Finally, in the tetrafluoroborate compound [Ag(mtz)2](BF4), the 
silver(I) atom stabilised a pseudocentrosymmetric linear geometry, with 
an angle N3–Ag–N3a of 174.86(6)◦, where the nitro, methyl and alcohol 
groups from the metronidazole ligands are in opposite directions, 
Fig. 34a. Intermolecular π⋯π stacking between two neighbouring 
imidazole rings (3.663(1) Å), gives place to dimeric arrangements, 
where Ag⋯Ag interactions (3.23 Å) are favoured. On the other hand, it 
was observed that the oxygens of the nitro group participate in lp⋯π 
interactions with imidazolic rings (2.886 Å, 85.26◦), or with the silver 
ions O⋯Ag (3.16–3.23 Å), Fig. 34b. 

The antimicrobial activity against Gram-positive bacteria Staphylo
coccus aureus, Staphylococcus epidermidis, Gram-negative bacteria Pseu
domonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus hauseri and yeast Candida 
albicans was determined for all silver(I) compounds [57]. In general, the 
coordination compounds presented better activity than the respective 
silver(I) salts and the free ligand. The compound [Ag(mtz)2(SO3CH3)] 
was the most active against C. albicanis with a minimum fungicidal 
concentration (MFC) of 37 μM, as well as for S. epidermidis and S. aureus 
strain with minimum bactericidal concentration (MBC) of 37 and 55 μM, 
respectively. The [Ag(mtz)2(NO3)], and [Ag(mtz)2(CF3COO)] com
pounds were activity towards P. aeruginosa of 17 and 19 μM. And for 
E. coli the MBC value for [Ag(mtz)2](BF4) and [Ag(mtz)2(SO3CH3)] were 
56 and 51 μM [57]. 

Additionally, [Ag(mtz)2(NO3)] was investigated for the treatment of 
ocular rosacea in patients with ophthalmic complications. The results 
showed that the compound is an alternative to alleviate ophthalmic 
complications such as corneal inflammations due to rosacea [58], also it 
reduced of blepharospasm and helped to the postponement of corneal 
transplantation, avoiding the used of antibiotic therapy. No toxic effects 
of the therapy were detected. 

In the eighties were synthesised the first metal coordination com
pounds with nitroimidazole to obtain new radiosensitisers. A cis-square 
planar geometry for the platinum compounds [Pt(mtz)2Cl2], [Pt 
(mtz)2Br2], [Pt(mtz)2I2] and [Pt(mtz)(NH3)Cl2] was determined, while 

[Pt(mtz)2Cl2] stabilised a trans-square-planar geometry [59–62]. The 
molecular structures of cis-[Pt(mtz)2Cl2] and trans-[Pt(mtz)2Cl2] com
pounds were determined by X-ray crystallography, Fig. 35, [60,61]. 
Both compounds present the platinum atom in a square planar geometry 
with two metronidazole molecules coordinated by N3 and two chloro 
atoms. The alcohol group participates in hydrogen bonding with 
neighbouring molecules. Intermolecular lone pair⋅⋅⋅π interactions, from 
the chloro atom or an oxygen from the nitro group to imidazole ring in 
the range of 3.077 to 3.610 Å, were observed, as depicted on Fig. 35. 

For the cis-[Pt(mtz)2Cl2] compound its biological activity as radio
sensitiser was studied. It was found that the platinum compound 
enhanced the radiation response of hypoxic cells due to drug pre- 
treatment (70 μM), increasing X-irradiation damage, which was higher 
than cis-platin and metronidazole, with lower toxicity (90 μM) in Chi
nese hamster ovary (CHO) cells [59]. 

R. K. Upmacis et al. reported a copper(II) compound, trans-[Cu 
(mtz)2Cl2]⋅MeOH, in a square planar geometry, with two metronidazole 
and two chloro atoms coordinated in trans position, Fig. 36a [63]. 
Interesting, the oxygen atom of a neighbouring alcohol group is inter
acting in apical position with the metal centre, Cu⋅⋅⋅O12 (2.800(2) Å), as 
shown in Fig. 36b. 

N. Barba-Behrens and coworkers obtained a series of tetrahedral 
cobalt(II) and zinc(II) coordination compounds with metronidazole, as 
shown by X-ray diffraction studies [50]. The cobalt(II) coordination 
compounds, [Co(mtz)2Cl2] and [Co(mtz)2Br2] (Fig. 37) present two 
metronidazole molecules coordinated through the N3 atom and two 
chloro or bromo atoms in the coordination sphere. These compounds 
crystallize in the space group Pmmm and P2/m, respectively. In the [Co 
(mtz)2Cl2] compound the ligands show similar orientations, related by a 
plane of symmetry passing through the cobalt and chloro atoms. On the 
other hand, in its bromo analogue, [Co(mtz)2Br2], the ligands are ori
ented in opposite directions, as well as in the zinc(II) compounds, [Zn 
(mtz)2Cl2] and [Zn(mtz)2Br2] [50]. 

The difference on the orientation of the ligands generated different 
supramolecular arrangements. In [Co(mtz)2Cl2], a lone pair⋅⋅⋅π inter
molecular interaction was observed between the coordinated chloro 
atom and the two imidazole rings a neighbouring molecule, 3.154 Å. 
Additionally, week hydrogen bonding between the alcohol and nitro 
groups were observed. Both interactions form a butterfly supramolecu
lar arrangement (Fig. 38a). For [Co(mtz)2Br2], there were stabilised zig- 
zag chains, through moderate hydrogen bonds between hydroxyl groups 

Fig. 33. (a) lp⋅⋅⋅π interaction for [Ag(mtz)2NO3], (b) π⋅⋅⋅π staking for [Ag(mtz)2ClO4] and (c) hydrogen bonding for [Ag(mtz)2CF3COO].  
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O12–H12⋅⋅⋅O12a (1.917 A, 146.20◦), and O12–H12⋅⋅⋅Br (2.781 A◦, 
126.01), Fig. 38b. The zinc(II) compounds present the same 
arrangement. 

Pentacoordinated geometries were stabilised on dinuclear coordi
nation compounds. A square base pyramidal geometry was found on 

several coordination compounds with bridging acetates. The molecular 
structure of [Cu(mtz)(µ-OAc)2]2, [Cu(mtz)(µ-pta)2]2 (p-methylbenzoate, 
pta) [Rh(mtz)(µ-OAc)2]2 and [Rh(mtz)(µ-OPhBut)2]2 (4-phenyl
butanate, OPhBut) compounds, was analysed [50,64,65]. For all com
pounds the copper(II) and the rhodium(II) presents a square-base 

Fig. 34. (a) Molecular structure and (b) interactions of [Ag(mtz)2](BF4).  

Fig. 35. Molecular structure and intermolecular lone pair⋅⋅⋅π interactions of (a) cis- and (b) trans-[Pt(mtz)2Cl2].  

Fig. 36. (a) Molecular structure and (b) interactions of [Cu(mtz)2Cl2]⋅MeOH.  

Fig. 37. X-ray structure of the cobalt compounds (a) [Co(mtz)2Cl2] and (b) [Co(mtz)2Br2].  
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pyramid geometry with four bridging acetate molecules and a metro
nidazol ligand in the axial position, Fig. 39. 

The copper(II) dinuclear compounds are centrosymmetric, with 
Cu⋅⋅⋅Cu distances of 2.648(2) Å for [Cu(mtz)(µ-OAc)2]2 and 2.677(1) Å 
for [Cu(mtz)(µ-pta)2]2, These short distances gave place to magnetic 
couplings, as observed from magnetic susceptibility studies at variable 
temperature, where χMT vs T showed that χMT decreases on cooling and 
at room temperature presented a value of 0.56 cm3 mol− 1, characteristic 
of a strong antiferromagnetic coupling [50]. Additionally, EPR studies 
showed g values, gx = 2,059(2), gy = 2,076(2), gz = 2,377(1), and a 
hyperfine structure with seven signals indicating a Cu⋅⋅⋅Cu interaction 
[64]. The supramolecular arrangement for [Cu(mtz)(µ-OAc)2]2 is 
formed by intermolecular hydrogen bonding between one oxygen of the 
acetate and an alcohol group (O12–H12⋅⋅⋅O14, 2.098 Å, 139.44◦) and 
other oxygen and a methylene group (C10–H10⋅⋅⋅O15 2.553 Å, 156.22), 
While, for the [Cu(mtz)(µ-pta)2]2 shows H⋅⋅⋅π interactions from the 
alcohol (O12-H12⋅⋅⋅π 2.417 Å, 171.51◦) and π⋅⋅⋅π staking (3.895 Å) be
tween two phenyl groups from the pta, Fig. 39d [50]. D. A. Tocher et. al. 
reported similar crystal structures for the dinuclear compounds [Rh 
(mtz)(µ-OAc)2]2 and [Rh(mtz)(µ-OPhBut)2]2 (4-phenylbutanate, 

OPhBut) [65]. 
On the other hand, copper(II) dinuclear complexes were obtained 

with one bridging and one terminal trichloroacetic acid (tca) [Cu 
(mtz)2(μ-tca)(tca)]2 or 4-nitrobenzoate (nba) [Cu(mtz)2(µ-4-nba)(4- 
nba)]2, and two metronidazole ligands in the coordination sphere of a 
copper(II) in a square-based pyramid geometry, as shown in Fig. 40 
[66–68]. 

In the [Cu(mtz)2(μ-tca)(tca)]2 compound there were observed 
intermolecular interactions, a lp⋅⋅⋅π between a chloro atom from a ter
minal trichloroacetate and a neighbouring imidazole ring (Cl2⋅⋅⋅π, 3.350 
(3) Å), as well as a hydrogen bonding between the alcohol and the ter
minal acetate (O12-H12⋅⋅⋅O15, 1.929 Å) Fig. 41a [66]. For [Cu(mtz)2(µ- 
4-nba)(4-nba)]2 it was observed a similar hydrogen bonding (O12- 
H12⋅⋅⋅O15 2.012 Å) and in addition, the alcohol group interacts with a 
nitro group (O12-H12⋅⋅⋅O10 2.172 Å), Fig. 41b, [67]. Their electronic 
properties were studied by EPR. The solid state spectrum of [Cu(mtz)2(µ- 
4-nba)(4-nba)]2 presented a hyperfine quartet (g = 2.125), corre
sponding to electron spin interactions with the Cu(II) nuclear spin (I =
3/2) [69]. While, the simulated spectrum of [Cu(mtz)2(μ-tca)(tca)]2 
indicated an interaction of the copper(II) atoms through the carboxylate 

Fig. 38. Intermolecular interactions and arrangement of (a) [Co(mtz)2Cl2] and (b) [Co(mtz)2Br2].  

Fig. 39. Molecular structure intermolecular interactions of (a) [Cu(mtz)(µ-OAc)2]2 and (b) [Cu(mtz)(µ-pta)2]2.  
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bridges [66]. 
The [Cu(mtz)2(μ-tca)(tca)]2 compound showed better antifungal 

(Candida albicans) and antibacterial activity against Escherichia coli, 
Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus and Staphylo
coccus aureus, than the free metronidazole [66]. 

Additionally, a similar geometry was found for compound [Cu 
(mtz)2(µ-Cl)(H2O)]2Cl2 with two bridging chloro atoms, two ligands and 
a water molecule coordinated to the copper(II) atoms, and in the second 
coordination sphere two chloride atoms, Fig. 42a [50]. The chloride 
anion interacts via strong hydrogen bonding with the alcohol groups 
(O12–H12⋅⋅⋅Cl2 2.27 Å, 168.88◦) and the water molecules (O13–H⋅⋅⋅Cl2 
2.15 Å, 171.88◦), as depicted in Fig. 42b. Its magnetic properties were 
investigated and the χMT vs T showed an antiferromagnetic coupling, 
with a value of χMT = 0.83 cm3 mol− 1 at RT [50]. 

A trigonal bipyramidal geometry for the dinuclear copper(II) com
pounds was stabilised for the [Cu(mtz)2(μ-Cl)(Cl)]2 compound, which is 
centrosymmetric, where each copper(II) atom is coordinated to two li
gands in apical positions, two bridging chloro atoms and a terminal 
chloro atom. In this molecule, the ligands are parallel to each other 
giving place to π⋅⋅⋅π stacking intramolecular interactions, Fig. 43a [68]. 
Additionally, this compound showed intermolecular hydrogen bonding 
with two neighboring molecules between the hydrogen of the metroni
dazole alcohol group and a terminal chloro atom (O12-H⋅⋅⋅Cl2 2.519 Å, 
167◦) and between alcohol groups (O12B-H⋅⋅⋅O3 1.980 Å, 170.56◦), 
Fig. 43b. 

S. van Vuuren and S. Ogunlaj studied the antimicrobial activity of 
both compounds against Gram-negative, Gram-positive and yeast or
ganisms (Candida albicans and Cryptococcus neoformans). [Cu(mtz)2(µ- 

Fig. 40. Structure of the coordination compound (a) [Cu(mtz)2(μ-tca)(tca)]2 and (b) [Cu(mtz)2(µ-4-nba)(4-nba)]2.  

Fig. 41. Intermolecular interactions in the compounds (a) [Cu(mtz)2(μ-tca)(tca)]2 (b) [Cu(mtz)2(µ-4-nba)(4-nba)]2.  

Fig. 42. (a) Molecular structure and (b) hydrogen bonding of [Cu(mtz)2(µ-Cl)(H2O)]2Cl2.  

R. Navarro-Peñaloza et al.                                                                                                                                                                                                                    



Coordination Chemistry Reviews 494 (2023) 215360

19

Cl)(H2O)]2Cl2 showed good activity against K. pneumoniae (MIC 31.3 
μg/mL), while [Cu(mtz)2(μ-Cl)(Cl)]2 was effective against most organ
ism, mainly for B. cereus and C. albicanis with values of (MIC 31.3 μg/ 
mL) [69]. 

Additionally, a manganese(II) compound with metronidazole and 
the benzoic acid derivative 2-bromobenzoic acid (2-bba) was also syn
thesised [67]. The crystal structure of [Mn(mtz)2(2-bba)2(H2O)2] 
revealed a trans-octahedral geometry for the metal atom, with two li
gands, two monodentate 2-bba and two water molecules coordinated to 
the metal ion, Fig. 44a. Six membered hydrophilic cavities are formed 
through intramolecular hydrogen bonding between oxygen atoms from 
the 2-bba ligand, coordinated water molecules and the metronidazole 
alcohol groups, Fig. 44b. 

Similar coordination compounds with the 2-bromobenzoate (bba) 
and metronidazole [M(mtz)2(bba)2(H2O)2] (M2+ = Co, Ni, Cu, Zn, Cd) 
were crystallised. These compounds were isostructural and centrosym
metric, with a trans-octahedral geometry and presented hydrophilic 
cavities, similar to that of the manganese compound described above 
[64]. These compounds did not showed better activity than the free 
metronidazole in antimicrobial assays. 

The ruthenium(II) compound, [Ru(mtz)2(bese)Cl2] (bese = 1,2-bis 
(ethylsulfinyl)ethane), was synthesised as an analogue of the cis- and 
trans-RuCl2(DMSO)4 compound, with good anticancer activity, adding 
chiral properties. The X-ray structure of the octahedral compound is 
shown in Fig. 45a [70]. The bese ligand is a molecule with two chiral 
centres in the sulfoxide groups stabilizing S,S or R,R configurations. The 
metronidazole alcohol groups stabilised hydrogen bonding (O12a- 
H⋅⋅⋅O13) at 1.537 Å, 162.33◦ and with the sulfoxide group at 1.796 Å, 
169.77◦, Fig. 45b. However, this compound did not presented activity 
against cancer cells. 

3.2.2. Tinidazole 
Tinidazole is second generation of antiparasitic nitroimidazole de

rivative, with a sulfone group that contributes to new non-covalent 
interactions. 

N. Barba-Behrens and co-workers synthesised a series of 

coordination compounds with tinidazole and cobalt(II), copper(II), zinc 
(II) silver(I) metal atoms. Diverse geometries interactions and confor
mations were obtained [51,71–73]. 

Recently, a trigonal planar copper(I) [Cu(tnz)2Br] compound was 
obtained (Fig. 46a). Two tinidazole and one bromo atom were coordi
nated to the metal atom, with angles N3-Cu-N3 of 149.71◦ and N3-Cu- 
Br1 105.14◦ [71]. The two coordinated ligands stabilised intra
molecular lp⋅⋅⋅π interactions between an oxygen from sulfone group and 
the imidazole ring(S = O⋅⋅⋅π 3.443 Å). Additionally, an intermolecular 
π-hole interaction, which has been described as an electropositive po
tential located on an unpopulated π* orbital [74], was observed 
(Fig. 46b) [71]. 

Cobalt(II), nickel(II), copper(II) and zinc(II) [M(tnz)2X2] (M(II) = Co, 
Ni, Cu, Zn; X- = Cl, Br] gave place to tetrahedral compounds, with two 
tinidazole molecules and two halide atoms coordinated to the metal 
atom. Their X-ray structures revealed different conformations for the 
tinidazole due to intramolecular lp⋅⋅⋅π interactions and hydrogen 
bonding [51,72]. For the copper(II) compounds, [Cu(tnz)2Cl2], there 
were isolated two different conformers, first a kinetic compound (green) 
and after twelve hours a thermodynamic compound (yellow) was ob
tained [51]. The difference between these compounds is the orientation 
of one of the coordinated tinidazole ligands. In the kinetic conformer 
both ligands present an extended conformation, Fig. 47a, while in the 
thermodynamic one, a bifurcated intramolecular lp⋅⋅⋅π interaction be
tween an oxygen from the sulfone group and the imidazole rings (S- 
O⋅⋅⋅π, 3.450 Å), favoured by the coordination of the metal ion to N3, 
Fig. 47b. The intramolecular hydrogen bonding between a hydrogen 
atom from the methylene and an oxygen of the sulfone group, observed 
in the free ligand is conserve in both compounds. For the [Cu(tnz)2Br2] 
compound an extended conformation, similar to the kinetic product [Cu 
(tnz)2Cl2], was obtained [72]. 

Due to the extended conformation for the kinetic compound, inter
molecular lp ⋅⋅⋅π interactions between the chloro atoms and neighboring 
imidazole rings (Cl⋅⋅⋅π, 3.660 Å), were stabilised. On the other hand, the 
sufone group forms S = O⋅⋅⋅π interactions with the unsaturated imid
azole C2-N1 bond (C2⋅⋅⋅O 2.94 Å; N1⋅⋅⋅O 3.07 Å). This group also 

Fig. 43. (a) Intramolecular and (b) intermolecular interactions in [Cu(mtz)2(μ-Cl)(Cl)]2.  

Fig. 44. (a) Molecular structure and (b) six membered hydrophilic cavities in [Mn(mtz)2(2-bba)2(H2O)2].  
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interacts via hydrogen bonding with nearby methylene hydrogens, 
forming a pleated sheet arrangement as shown in Fig. 48a. For the 
thermodynamic compound the chloro atoms interact with the imidazole 
ring at 3.400 Å and the nitro group at 3.280 Å forming a hexagonal 
assembly, Fig. 48b [51]. 

The X-ray diffraction revealed that the tetrahedral compounds [Zn 

(tnz)2Cl2], [Zn(tnz)2Br2], [Co(tnz)2Cl2] and [Co(tnz)2Br2] are isomor
phous, with one coordinated tinidazole in the same folded conformation 
that in the [Cu(tnz)2Cl2] thermodynamic compound [51,72]. These 
compounds exhibit a similar intramolecular lp ⋅⋅⋅π interaction S-O⋅⋅⋅π, ca. 
3.320–3.550 Å, and stabilised intermolecular π⋅⋅⋅π staking between 
imidazole rings (ca. 3.303 Å) and hydrogen bonds with the coordinated 

Fig. 45. (a) Structure and (b) intermolecular interactions of [Ru(mtz)2(bese)Cl2].  

Fig. 46. (a) Molecular structure, lp⋅⋅⋅π interactions and (b) lone pair⋅⋅⋅π-hole interactions for [Cu(tnz)2Br].  

Fig. 47. Molecular structure of (a) kinetic and (b) thermodynamic [Cu(tnz)2Cl2].  

Fig. 48. Intermolecular interactions of [Cu(tnz)2Cl2] (a) kinetic and (b) thermodynamic.  
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halogen and a methylene hydrogen at 2.913 Å. The structure of [Zn 
(tnz)2Br2] and its no-covalent interactions are shown in the Fig. 49. 

Pentacoordinated dinuclear compounds were obtained with chloro 
and acetate bridges, similar to the metronidazole compounds previously 
described. A square-based pyramidal geometry for [Cu(tnz)2(μ-Cl)Cl]2 
was stabilised (Fig. 50a) [73], however, the metronidazole compound 
showed a trigonal bipyramidal geometry. The tinidazole compound 
exhibits intramolecular lp⋅⋅⋅π interactions between the nitro group and 
an imidazole ring (ON-O⋅⋅⋅π, 3.356 Å). S. Das and co-workers reported 
the X-ray structure of the dinuclear [Cu(μ-OAc)2(tnz)]2 compound [75], 
Fig. 50b, similar to its metronidazole analogue. The structure stabilised 
hydrogen bonding between the methylene hydrogens and the nitro 
group (C6–H6A⋯O1, 2.58 Å; C7-H7⋯O2 2.40 Å) or sulphone group at 
2.70 Å. 

From the nitrate metal salts there were obtained cobalt(II), copper 
(II) and zinc(II) octahedral compounds, [M(tnz)2(NO3)2] (M(II) = Co, 
Cu, Zn). Two tinidazole and two bidentate nitrate molecules are coor
dinated to the metal atom. However, different isomers were observed, 
for the cobalt(II) and zinc(II) compounds a cis isomer was stabilised, 
while for copper(II) a trans arrangement was found, Fig. 51 [73]. All 
compounds present an extended conformation for the tnz ligands. 

For the cis and trans compounds, intermolecular lp⋅⋅⋅π interactions 
between the oxygen atoms of the coordinated nitrates with the imid
azole rings (O2N-O⋅⋅⋅π) were observed, Fig. 52. Additionally, the trans 
compound presents a lp⋅⋅⋅π interaction from the sulfone group and an 
imidazole ring (S-O ⋅⋅⋅π, 3.191 Å), Fig. 52b. 

The antiparasitic and anticancer activity of the tetrahedral coordi
nation compounds with tinidazole was investigated. Fish parasitic dis
eases have become a serious problem in aquaculture and has prompted 
the development of new antiparasitic agents. Tinidazole has been used 
as antiprotozoal in human and veterinary medicine [76]. It has been 
found that transition metal coordination compounds with a therapeutic 
compound may modify its biological activity, showing a different ac
tivity than the original compound. The in vitro antihelmintic activity of 
the parasite dactylogyrid monogeneans, isolated from the gills of infested 
spotted rose snapper (Lutjanus guttatus), was studied. The parasites were 
treated with tnz and its tetrahedral coordination compounds, [M 
(tnz)2X2] (M(II) = Co, Cu, Zn; X  = Cl, Br,). The most active compounds, 
after five hours of exposure, were the [Cu(tnz)2Br2] and [Zn(tnz)2Br2] 
which showed 100% and 80% of helmintic mortality, respectively. 
These compounds were selected for in vivo studies, based on their ac
tivity and stability in solution. The absorption and distribution evalua
tion for both compounds, after oral administration to the fish, showed 
that bioaccumulation of the compounds was mainly in the liver, much 
higher than in blood serum and gills. However, no toxicity was observed 
in the fish. Additionally, in vivo bath studies gave very good results for 
[Cu(tnz)2Br2] (25 mg/mL, 95% helmintic mortality, 8 h), while the free 
tnz ligand showed no activity [72]. 

On the other hand, the cytotoxic activity of the tetrahedral copper(II) 
([Cu(tnz)2X2] X = Cl, Br, NO) compounds and the dinuclear [Cu(tnz)2(μ- 
Cl)Cl]2 was investigated. Cell viability assays were performed in A549 

(lung adenocarcinoma), A375 (melanoma), MCF-7 (breast adenocarci
noma), SKOV3 (ovary adenocarcinoma) and SW620 (colorectal adeno
carcinoma) cancer cell lines. [Cu(tnz)2(μ-Cl)Cl]2 (MCF-7, IC50 9.2 μM) 
presented the highest cytotoxicity, followed by [Cu(tnz)2Br2] (MCF-7, 
IC50 28.9 μM), and with lower toxicity in healthy cells (MCF-10A, IC50 
18.0 μM and 32.86 μM) [73]. The free tnz was not cytotoxic. 

In order to explore plausible mechanisms of action of these com
pounds, their ability to interact with DNA was evaluated. UV–Vis and 
fluorescence spectroscopy experiments, as well as gel electrophoresis 
were performed. These copper(II) compounds showed two distinct in
teractions with DNA, via electrostactic and groove-binding [73]. Addi
tionally, cyclic voltammetry (CV) and differential pulse voltammetry 
(DPV) experiments were realised for the free ligand and the complexes. 
The tinidazol exhibits a reversible E1/2 potential of − 1.32 V due to the 
reversible generation of the anionic nitro radical in acetonitrile, which 
remains constant in the coordination compounds, and for the copper ion 
E1/2 CuII/I and CuI/0 were observed, [Cu(tnz)2Br2] (0.36 V, − 0.77 V), 
[Cu(tnz)2(μ-Cl) Cl]2 (− 0.13 V, − 0.39 V) [73]. Recently, theoretical 
studies of the DNA recognition process for the [Cu(tnz)2Br2] compound, 
with Molecular Dynamics and the Quantum Theory of Atoms in Mole
cules, showed that the coordination of one or two phosphates to the 
metal atom is the first DNA recognition site, due to partial intercalation 
of the copper(II) compound in the minor grove. These results are in 
agreement with the experimental findings, as well as with the reduction 
of copper(II) to copper(I), from the tetrahedral [Cu(tnz)2Br2] to the 
trigonal planar [Cu(tnz)2Br], a Fenton-like reaction favours the gener
ation of the nitro radical anion causing an oxidative DNA damage [71]. 

The antibacterial activity for [Cu(μ-OAc)2(tnz)]2 and [Cu(tnz)2Cl2] 
against Staphylococcus aureus (gram-positive) and Escherichia coli (gram- 
negative) compounds was tested (MIC of 10.13 and 12.5 μM, respec
tively). As well as against Entamoeba histolytica ([Cu(tnz)2Cl2], 12.5 μM) 
and Candida albicans ([Cu(μ-OAc)2(tnz)]2, 10.13 μM) [75,77]. 

3.2.3. Secnidazole and ornidazole 
Secnidazole (snz) is a second generation of 5-nitroimidazole, an 

analogue of metronidazole. The structural properties and the biological 
activity of coordination compounds with this ligand have been studied. 
Spectroscopic characterization of the halide and nitrate compounds 
showed a tetrahedral geometry for the metal atom, [Cu(snz)2Cl2], [Cu 
(snz)2Br2] and [Co(snz)2Br2], coordinated to two secnidazole molecules 
and two halide atoms. While, for the nitrate complexes, [M(snz)3(NO3)] 
NO3 (M(II) = Cu, Ni, Zn), three secnidazol ligands and a monodentate 
nitrate molecule were coordinated to the metal, and one ionic nitrate 
outside of the coordination sphere. On the other hand, an octahedral 
geometry was observed for [M(snz)3Cl2(H2O)] (M(II) = Co, and Zn) and 
[Co(snz)3(NO3)(H2O)]NO3, with three ligands, a water molecule and 
two chloro atoms or a bidentate nitrate in their coordination sphere. The 
nickel(II) compound, [Ni(snz)2Cl2(H2O)2], presents a similar geometry 
but with two ligands, two chloro atoms and two water molecules in the 
coordination sphere. The proposed structures are depicted on Fig. 53 
[78]. 

Fig. 49. Molecular structure, (a) intra and (b) intermolecular interactions for [Zn(tnz)2Br2].  
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Fig. 50. (a) Molecular structure, (a) [Cu(tnz)2(μ-Cl)Cl]2 and (b) [Cu(μ-OAc)2(tnz)]2.  

Fig. 51. Molecular structures of (a) cis-[Co(tnz)2(NO3)2] and (b) trans-[Cu(tnz)2(NO3)2].  

Fig. 52. Lone pair⋅⋅⋅π interactions for (a) the cis-[Zn(tnz)2(NO3)2] and (b) trans-[Cu(tnz)2(NO3)2].  

Fig. 53. Proposed structures of secnidazole coordination compounds.  
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Additionally, a dinuclear copper(II) compound was obtained. The X- 
ray crystal structure of [Cu(snz)(μ-OAc)2]2 consist of two copper(II) 
centres in a square-based pyramidal geometry, bridged by four acetate 
ligands, with one secnidazole in the apical position, Fig. 54 [78]. 
Intermolecular hydrogen bonds, between the methylene groups and the 
imidazolic nitro group, were stabilised (C10–H10⋅⋅⋅O8 (2.46 Å, 162◦); 
C14–H14⋅⋅⋅O7 (2.47 Å, 167◦)), Fig. 54b. 

The coordination compounds were tested against the HeLa human 
cervix-uterine, PC3 human prostate, and HCT-15 human colon carci
noma cell lines, as well as their antimicrobial activity against S. aureus, 
M. luteus, S. typhi, P. aeruginosa and E. coli. Unfortunately, they did not 
show any biological activity [78]. 

S. A. Al-Aghbari and co-workers, further investigated the in vitro 
anticancer activity of the octahedral zirconium(IV) compound, [Zr 
(snz)2(NO3)4], and the trans-square planar platinum(II) [Pt(snz)2Cl2]. 
These compounds exhibited a moderate cytotoxic activity, for HeLa and 
PC3 cancer cell lines [79]. 

S. Das et. al. reported the synthesis of coordination compounds with 
ornidazole, a third generation 5-nitroimidazole derivative. The X-ray 
studies of [Cu(onz)(μ-OAc)2]2 compound shows a similar structure to 
the described 5-nitroimidazole dinuclear acetate analogues, Fig. 55 
[80]. A tetrahedral geometry was proposed for [Zn(onz)2Cl2] and [Cu 
(onz)2Cl2] compounds [81,82]. The antiparasitic studies showed that 
the [Zn(onz)2Cl2] compound was more active against Entamoeba histo
lytica (MIC = 6.25 μM), higher than the free ornidazole (MIC = 12.5 μM) 
[81]. Additionally, the radiosensitiser properties of [Zn(onz)2Cl2] and 
[Cu(onz)2Cl2] were determined, being the copper(II) compound the 
most active, due to the presence of the nitro group, which generates the 
radical anion RNO2

•- [83]. 

4. Evaluation of non-covalent interactions using Quantum 
Chemical Topology 

So far, our analysis of non-covalent interactions has relied exclu
sively in geometrical parameters, such as angles and distances between 
interacting species. Nevertheless, a deeper understanding of the nature 
of these interactions requires a more rigorous theoretical basis. Quan
tum Chemical Topology (QCT) has become a distinguished approach for 
evaluating the presence and strength of intermolecular interactions, 
both from theoretical and experimental molecules [84] QCT extracts 
chemical information from quantum chemical calculations or high- 
resolution X-ray diffraction experiments, by applying the formal lan
guage of dynamical systems to some scalar or vectorial fields, such as the 
electron density and its derivatives, the electrostatic potential, or the 
electron localization function [85]. Thus, we reanalysed the presence of 
non-covalent interactions in some selected systems (vide supra) using 
three of the most important methods of QCT; the Quantum Theory of 
Atoms in Molecules (QTAIM) [86], the Non-Covalent Interaction Index 
(NCI) [87], and the electrostatic potential. In QTAIM the existence of 
covalent and non-covalent interactions is confirmed by the presence of a 
bond critical point (BCP), and its associated bond path (BP), which 
corresponds to a saddle point of the electron density, ρ(r). The value of 
ρ(r) at the BCP is a relative indicative of the interaction strength in most 
cases, while the value of the Laplacian at the same point can distinguish 

between covalent (negative) and non-covalent (positive) bonding. Pre
viously, QTAIM has been successfully employed to study the supramo
lecular chemistry of other biologically active azole molecules. [88–95]. 
With the NCI method, localised and delocalised interactions, as well as 
steric effects, can be easily visualised with isosurfaces of the reduced 
density gradient, which is a dimensionless function that measures the 
deviation of ρ(r) with respect to the uniform electron gas. Localised 
interactions, such as hydrogen or halogen bonds, appear as small thick 
disks between the interacting atoms, as those observed in Fig. 57. On the 
other hand, delocalised interactions, like π stacking, emerge as flat 
extended sheets. The strength of the interactions is characterised by a 
colour code that is based on sign(λ2), the sign of the second eigenvalue of 
the electron density Hessian matrix. Sign(λ2) is chosen because it reflects 
the charge accumulation (attraction) or depletion (repulsion) in the 
plane perpendicular to an interaction region. Blue, green, and red zones 
of the NCI isosurfaces represent strong attractive, weak, and repulsive 
interactions, respectively. Also, a quantitative analysis can be performed 
by integrating ρ(r) in the NCI isosurfaces [96]. It has been shown that 
these integral values correlate with interaction energies computed with 
classical and quantum mechanical calculations. Finally, the electrostatic 
potential (ESP) map is able to locate regions where a molecule can act as 
electrophile (positive) or as a nucleophile (negative). 

As a starting point a simple molecule (nitromethane) was examined 
to highlight the versatility of the nitro group (–NO2) to form diverse 
types of intermolecular interactions due to its ability to behave as both 
electron donor and acceptor. In Fig. 56a, the ESP map of nitromethane is 
shown, depicting a positive (blue) region over the nitrogen atom which 
corresponds to the π hole, the electrophilic site of this system. For 
instance, for small nitro π hole complexes, the interaction energy 
(attributed mainly to the lone pair⋅⋅⋅π hole contacts) has been calculate 
at about − 5 kcal/mol [97]which is comparable to that of hydrogen 
bonds in proteins [98]. Furthermore, it has been observed from Sym
metry Adapted Perturbation Theory calculations of –NO2⋅⋅⋅C=C com
plexes [99] that electrostatic and dispersive effects have an important 
contribution to the stability of these systems, being the later the larger 
component of the total interaction energy [100]. The same conclusion 
was reached in the analysis of stacking interactions between nitroarene 
compounds with aromatic side chains of the binding sites of some 
representative proteins that have shown response to nitroaromatic li
gands [101]. 

Fig. 54. (a) Molecular structure and (b) hydrogen bonding of [Cu(snz)(μ-OAc)2]2.  

Fig. 55. Molecular structure for [Cu(onz)(μ-OAc)2]2.  
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Additionally, there are two highly negative (red) regions in the ESP 
of nitromethane in each oxygen atom, which can be associated with the 
lone pairs predicted for the sp2 hybridization. This is corroborated in 
Fig. 56b, where a contour of the Laplacian of the electron density in the 
plane of the NO2 group is shown. The minima of this function around the 
nitro group, which are related to charge accumulation, are depicted as 
green dots. These indicate the location of bonded and non-bonded 
electrons. There are also two minima around each oxygen, which 
agree with the negative zones of the ESP. These correspond to the 
nucleophilic sites of the NO2 group. The ability to act as both, electro
phile and nucleophile simultaneously provides the NO2 group of nitro
imidazoles with great flexibility to form different types of 
intermolecular interactions. 

Similarly, we applied these QCT methods to selected coordination 
compounds with azole and nitroimidazole ligands that have shown 
interesting biological activity. Herein, we explore the different 

stabilizing interactions between zinc and copper complexes with clo
trimazole and tinidazole. 

4.1. Intra and intermolecular interactions in copper and zinc complexes 

The NCI isosurfaces (Fig. 57a-d) of the [Cu(ctz)2Cl2] and [Zn 
(ctz)2Cl2] complexes with the NCIPLOT4 software [96] and the pro
molecular approach, using the geometries determined from the X-ray 
diffraction experiments (Fig. 13) [34] were computed. In contrast to the 
geometrical analysis, no evidence of a lp⋅⋅⋅π-hole interaction between 
the Cl and the imidazole ring was found in either [Cu(ctz)2Cl2] or [Zn 
(ctz)2Cl2]. Instead, an intermolecular Cl⋅⋅⋅N contact is observed in both 
systems. This was corroborated by the presence of a BCP between these 
two atoms, which was found from calculations performed at B3LYP/ 
ZORA-def2-TZVP level of theory (Fig. 57b and 57d). This and the rest 
of the quantum chemical calculations were performed with the same 

Fig. 56. A) electrostatic potential of nitromethane projected on a ρ(r) = 0.1 a.u. isosurface (red: − 0.01 a.u., blue: 0.5 a.u.), and b) contour of the Laplacian of ρ(r) 
nitromethane. Minima of the Laplacian of ρ(r), representing bonded and non-bonded electron pairs, are shown as green dots. 

Fig. 57. A) NCI isosurface and b) bond critical points (green dots) of [cu(ctz)2Cl2]. The same, c) and d), for [Zn(ctz)2Cl2]. The most relevant intramolecular non- 
covalent interactions are indicated and circled in red. 
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level of theory using the quantum chemistry package Orca (version 
5.0.3) [102]. Furthermore, in [Cu(ctz)2Cl2] a C-H⋅⋅⋅C interaction be
tween two rings of the same clotrimazole ligand was identified with NCI, 
although a corresponding BCP was not found. No interaction between 
the two clotrimazole ligands appears in this system. In comparison, for 
[Zn(ctz)2Cl2] an additional C-H⋅⋅⋅C contact and a C-H⋅⋅⋅Cl hydrogen 
bond emerge between the two different clotrimazole ligands was found. 
This is a consequence of the zinc complex having a more regular tetra
hedral geometry. The NCI integrals for the strong/weak interactions of 
the [Cu(ctz)2Cl2] and [Zn(ctz)2Cl2] monomers are 29.28/5.17 and 
29.15/4.85, respectively, indicating that this contacts (C-H⋅⋅⋅C, Cl⋅⋅⋅N 
and C⋅⋅⋅N) contribute almost 6 times more to the stability of these 
complexes than van der Waals forces. The value of ρ(r) in the BCP of 
these interactions is around 0.01 a.u., meaning that all contribute 
approximately the same. On the other hand, the strong interaction NCI 
integral is negligible for the NCI isosurfaces corresponding to the second 
coordination sphere of both complexes, which implies that the inter
molecular interactions that stabilize the crystal have mainly a dispersive 
(van der Waals) origin. This indicates that intramolecular non-covalent 
interactions have a strong influence in the geometric arrangement of the 
[Cu(ctz)2Cl2] and [Zn(ctz)2Cl2] crystals. 

On the other hand, the [Cu(tnz)2Cl2] compound is an illustrative 
example of the importance that intramolecular non-covalent in
teractions can play in the conformation of a molecule and its crystal 
packing. A change in the molecular conformation, and thus of some of 
the intramolecular non-covalent interactions, causes a variation not only 
in the crystal packing also in a very notorious macroscopic property such 
as the crystal’s colour, and in their biological properties [51]. In Fig. 58, 
the NCI isosurfaces and set of BCPs and BPs of the kinetic and thermo
dynamic conformers of [Cu(tnz)2Cl2], taken from the crystalline struc
tures, are shown. For the kinetic conformer (Fig. 57a and 57b), it can be 
seen from the QTAIM analysis that the nitro group forms C-H⋅⋅⋅O 
hydrogen bonds with the ethyl groups of the sulfone chain, thus stabi
lizing each tinidazole molecule. These are also observed in the NCI 
isosurface, where an additional region of van der Waals interactions 
between these two functional groups (NO2 and the sulfone chain) is also 
contributing to the conformer stability. However, no BCP is observed 

between the two coordinated tinidazole ligands. In the NCI isosurface, 
only a small flat green surface between the two tinidazole molecules can 
be observed, indicating that they only interact by weak van der Waals 
forces. In comparison, in the thermodynamic conformer, the sulfone 
chain of one tinidazole molecule is twisted and pointing to the other 
ligand. By doing this, a lp⋅⋅⋅π interaction between the oxygen of the 
sulfone and the imidazole ring of opposite tinidazole molecule is formed. 
This is observed as a green curved surface between the O atom and the 
imidazole ring in the NCI isosurface (Fig. 58c), and as a critical point 
between the corresponding O and N atoms (Fig. 58d). Additionally, the 
NO2 intramolecular hydrogen bonds are conserved, while new C-H⋅⋅⋅O 
contacts between the sulfone of the twisted chain with the ethyl groups 
of both tinidazole molecules appear. These strong interactions are 
thought to be largely responsible of the stability of the thermodynamic 
conformer. Additional stabilization comes from the intermolecular in
teractions, previously discussed (Fig. 48). 

Fig. 59 depicts the NCI isosurface of the [Cu(tnz)2Cl2] complex in the 
crystalline environment, where van der Waals interactions predominate 
(green flat surfaces). However, some specific interactions that tend to be 
directional, can be identified. Such as, the π⋅⋅⋅π interaction between two 
imidazole rings, which are in a displaced parallel conformation. 
Furthermore, the dual role of the nitro group as an electrophile and 
nucleophile can also be observed. On the one hand, it forms C-H⋅⋅⋅O 
hydrogen bonds with the ethyl groups of the neighbouring molecules. 
On the other hand, it forms a Cl⋅⋅⋅π-hole with another molecule, where 
this group is acting as an electron receptor, which can be seen in its ESP 
map (Fig. 59b). No interaction with the π-hole of the nitro group is found 
in the kinetic conformer and, therefore, this interaction must also 
contribute to the stability of the thermodynamic conformer. 

A final remark with regards to the atomic charges is that, in the two 
clotrimazole and the two tinidazole-M+2 analysed complexes, the charge 
of the metal (computed within the QTAIM framework) is considerably 
reduced. In [Cu(ctz)2Cl2], [Zn(ctz)2Cl2], [Cu(tnz)2Cl2] (kintetic) and 
[Cu(tnz)2Cl2] (thermodynamic), the metal charge is reduced from the 
free M+2 to + 1.03, +1.19, +0.98 and + 1.00, respectively. These results 
suggest that the reduction of Cu(II) to Cu(I) can be favoured in this 
systems, as observed in the tinidazole complexes-DNA molecular 

Fig. 58. A) NCI isosurface and b) bond critical points (green dots) of the kinetic conformer of [cu(tnz)2Cl2]. The same, c) and d), for the thermodynamic conformer of 
[Cu(tnz)2Cl2]. The most relevant intramolecular non-covalent interactions are indicated and circled in red. 
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dynamics, which could play an important role in its biological activity 
[71]. 

Lastly, the Cu+1 complex with tinidazole, [Cu(tnz)2Br], is examined 
[71]. The NCI isosurface and BCPs of this system are depicted in Fig. 60. 
In this compound, the nitro and sulfone groups can form C-H⋅⋅⋅O 
hydrogen bonds to stabilize it. As in the kinetic conformer of [Cu 
(tnz)2Cl2], only a weak van der Waals interaction is found between the 
two tinidazole rings, which corresponds to the small flat green surface 
(Fig. 60a). Moreover, the lp⋅⋅⋅π between the O atom of sulfone and the 
imidazole ring of the same molecule, which was discussed above 
(Fig. 46), is absent according to the QCT analysis. Finally, this system 
shows a dual electrophile/nucleophile character in the crystalline 
environment, contributing to the stability of this copper (I) complex. 

4.2. Non-covalent interactions in protein–ligand systems 

In this final section, we provide a more detailed description about the 
non-covalent interactions that exist between CYP51 and the clotrima
zole and tioconazole drugs, taking as reference the X-ray refined struc
tures described in section 2.1. Particularly, the NCI method has shown 
enormous potential for a quantitative and qualitative characterization of 
non-covalent interactions in biological systems [103–105]. The strong/ 
weak interaction integrals for the clotrimazole-CYP51 and tioconazole- 
CYP61 complexes are 1.67/8.76 and 2.43/8.16, respectively. This 
means that, even though van der Waals interactions are predominant, 
specific strong interactions have an important contribution to the sta
bility and the accommodation of the drug inside the active site of the 

protein (see Fig. 61). The specific interactions between the drug and 
each amino acid of CYP61, identified from the NCI isosurfaces, are listed 
in Table 1 for each case. It is notorious that tioconazole forms more 
interactions, which is in part a consequence of the presence of the 
thiophene group. Moreover, while in clotrimazole C-H⋅⋅⋅π and very weak 
H⋅⋅⋅H predominate, tioconazole shows more diverse and stronger in
teractions such as C-H⋅⋅⋅O, C-H⋅⋅⋅N and C-H⋅⋅⋅Cl hydrogen bonds, as well 
as a lp⋅⋅⋅π interaction between the sulphur atom of the thiophene ring 
and Phe82. The strongest interaction in both systems is the N → Fe 
dative bond, which is observed as blue disk in the NCI isosurface 
(Fig. 61). Because of abundance of specific interactions between the 
rests of the tioconazole group with the protein, the coordination bond is 
slightly weaker in this system. 

5. Conclusions and outlook 

Due to the versatility of the azole and nitro derivatives there were 
obtained a variety of coordination compounds, with transition metals 
from the first to the third row. There were obtained different coordi
nation numbers that stabilised diverse geometries. The mononuclear 
compounds showed lineal, T-shaped, trigonal planar, tetrahedral, 
square planar and octahedral structures, while the dinuclear compounds 
stabilised square planar pyramidal and trigonal bipyramidal. On the 
other side, the organometallic compounds presented piano-stool and 
octahedral geometries. Among these, several compounds have shown to 
be biologically active. Most of the compounds were tested for antibac
terial and antifungal activity, and some of them presented antiparasitic 

Fig. 59. A) NCI isosurface of the second sphere of the thermodynamic [cu(tnz)2Cl2] crystal. The most relevant intramolecular non-covalent interactions are indicated 
and circled in red. b) The electrostatic potential of the corresponding monomer, projected on a ρ(r) = 0.1 a.u. isosurface (red: 0.00 a.u., blue: 0.70 a.u.). 

Fig. 60. A) NCI isosurface and b) bond critical points (green dots) of [cu(ctz)2Br]. The most relevant intramolecular non-covalent interactions are indicated and 
circled in red. 
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or anticancer activity. 
The coordination compounds with the azole derivatives may present 

different biological activity than that of the free ligand and do not follow 
a similar mechanism of action. These ligands gave place to different 
structural motifs for the transition metal compounds, which stabilised 
intramolecular interactions as C-H⋅⋅⋅π, Cl⋅⋅⋅π, as well as intermolecular 
π⋅⋅⋅π and Cl⋅⋅⋅Cl. These interactions may play a key role on their mech
anism of action, as seen for the antiparasitic compound [Re(CO)3(phen) 
(ctz)]PF6, which presented DNA major groove electrostatic interactions, 
mainly by a C-H⋅⋅⋅π contact. Similarly, the anticancer copper(II) [Cu 
(ctz)3(NO3)]NO3 compound, changes the DNA tertiary structure through 
electrostatic groove binding. 

On the other hand, for the series of the nitroimidazole coordination 
compounds, the nitro group is still involved in the mechanism of action. 
Additionally, the molecular volume for these compounds is such that it 
can bind to the DNA minor groove. Non-covalent interactions as the 
lp⋅⋅⋅π, play a relevant role in their mechanism of action, as in the case of 
the copper(II) [Cu(tnz)2Br2] compound, that presented very good anti
parasitic and anticancer activities. This compound first interacts elec
trostatically with DNA minor groove, followed by bonding to oxygen 
atoms (phosphates) from the DNA helix. This adduct favours the 
reduction of Cu(II) to Cu(I), changing from a tetrahedral copper(II) to a 
trigonal planar copper(I) geometry. Both processes occur simulta
neously causing DNA damage by generation of ROS. Additionally, the 
results obtained from Quantum Chemical Topology stresses the impor
tance of completing geometrical analysis with a well-grounded theo
retical approach. 

Throughout this review it has been shown that coordination com
pounds readily interact with biomolecules, highlighting their potential 

therapeutic uses. Thus, non-covalent interactions should be taken into 
consideration for the rational design of new compounds with potential 
applications in bioinorganic and medicinal inorganic chemistry. 
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[43] V. Midlej, F. Rubim, W. Villarreal, É.S. Martins-Duarte, M. Navarro, W. de Souza, 
M. Benchimol, Zinc-clotrimazole complexes are effective against Trichomonas 
vaginalis, Parasitol. 146 (2019) 1206–1216, https://doi.org/10.1017/ 
S003118201900043X. 

[44] M. Navarro, N. Prieto Peña, I. Colmenares, T. González, M. Arsenak, P. Taylor, 
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[53] H. Novoa de Armas, R. González, A. Boza, R. Pomés, I. Herrera, Crystal 
pseudopolymorphism of secnidazole bulk drug, C7H11N3O3, Powder Diffr. 14 
(1999) 136–141, https://doi.org/10.1017/S0885715600010459. 

[54] S. Mishra, D. Chaturvedi, P. Tandon, V.P. Gupa, A.P. Ayala, S.B. Honorato, H. 
W. Siesler, Molecular Structure and vibrational spectroscopic investigation of 
secnidazole using density functional theory, J. Phys. Chem. A. 113 (2009) 
273–281, https://doi.org/10.1021/jp805399h. 

[55] P. Nyirjesy, J.R. Schwebke, Secnidazole: next-generation antimicrobial agent for 
bacterial vaginosis treatment, Future Microbiol. 13 (2018) 507–524, https://doi. 
org/10.2217/fmb-2017-0270. 

[56] N. Kunal, L. Hsueh-Yun, L. Jing-Ping, Nitro-group-containing drugs, J. Med. 
Chem. 62 (2019) 2851–2893, https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.8b00147. 

[57] U. Kalinowska-Lis, A. Felczak, L. Chęcińska, K. Zawadzka, E. Patyna, K. Lisowska, 
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