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Resumen

En las ultimas décadas la quimica inorgdnica medicinal ha tenido un crecimiento muy
importante generando una gran cantidad de compuestos de coordinacién que se encuentran
en las primeras etapas de estudios de fase clinica como posibles candidatos para el
tratamiento de enfermedades como el cancer, Alzheimer, diabetes, enfermedades
parasitarias, entre muchas otras. Una de las etapas mds importantes para que estos
compuestos puedan llegar rapidamente a las fases clinicas es la obtencion de evidencias
acerca del mecanismo de accion a través del cual ejercen su actividad y su selectividad
hacia células tumorales y sanas.

Los compuestos que presentan actividad antitumoral tienen dos blancos moleculares
principales: el ADN y la mitocondria. Un ejemplo de éstos son los compuestos de
coordinacién de Cu(Il) con férmula general [Cu(N-N)(N-O)]NO;3 y [Cu(N-N)(O-O)|NOs,
donde N-N= diimina, N-O= aminoacidato o péptido y O-O= acetilacetonato o
salicilaldehidato. Registrados bajo el nombre de Casiopeinas® han sido estudiados en
modelos in vitro e in vivo en donde han mostrado actividad citotdxica y antitumoral y se
plantea que son capaces de generar especies reactivas de oxigeno e interactuar directamente
con ADN para provocar su actividad citotoxica.

En este trabajo se estudiaron 35 Casiopeinas con la finalidad de identificar la geometria
adoptada por estos compuestos en estado solido y en disolucidn, siendo ésta la de piramide
de base cuadrada en ambos casos. Se identifico la contribucion de los ligantes diimina
aromatica (ligante primario), asi como de la glicina, acetilacetonato y el salicilaldehidato
(ligantes secundarios) en la distribucion de la densidad electronica en toda la molécula y en

particular sobre el centro metalico determinando el potencial redox y el ambiente
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magnético del cobre en cada compuesto de coordinacion a partir de los pardmetros
espectroscopicos obtenidos de la espectroscopia de resonancia paramagnética electronica.
En todos los casos el principal modulador de la densidad electrénica son las diiminas
aromaticas. Los valores experimentales de potencial redox y comportamiento magnético se
explican a partir de nuevos descriptores electronicos obtenidos con ayuda de la quimica
computacional, entre los que se encuentran la densidad electrénica (p), el laplaciano de la
densidad electronica (V*p), el momento dipolar (uCu) y el momento cuadrupolar (QCu)
determinado sobre el centro metalico.

La interaccion entre las Casiopeinas y algunos de los constituyentes como la adenina, la
adenosina y el 2-desoxiadenosin-5-monofosfato permitid identificar una diferencia de
estabilidad y de reactividad, en donde se identifico que los compuestos con acetilacetonato
son capaces de generar sistemas que presenten interacciones de apilamiento mientras que
los compuestos con glicina presentan una sustitucion del ligante secundario desde que se
hace la mezcla de reaccion. Aun cuando existe la diferencia de reactividad, se identificod
que ambos compuestos (derivados con glicina y acetilacetonato) generan compuestos
dinucleares de Cu(Il) con el paso del tiempo. De estos experimentos también se determind
la preferencia de coordinacion del Cu(II) con los oxigenos del grupo fosfato respecto a los
nitrogenos presentes en el ligante 2-desoxiadenosin-5-monofosfato.

Las Casiopeinas son capaces de generar radical superoxido y radical hidroxilo cuando
reaccionan con glutation o cisteina, siendo el primer paso de la reaccion la coordinacion del
atomo de azufre al centro metédlico. La reaccion es acelerada cuando existe oxigeno
molecular en la mezcla generando superdoxido como especie intermediaria y finalmente

radical hidroxilo.
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La interaccion de las Casiopeinas con el ADN es bastante fuerte presentando valores de
constantes de asociacion con valores de 1 a 10 x10° M™' obtenidas a partir de titulaciones
espectrofotométricas. La interaccion con el ADN se ve afectada por la posicion que ocupan
los sustituyentes, asi como la naturaleza de los mismos. También se encontrd que los
compuestos con acetilacetonato en su esfera de coordinacion presentan en todos los casos
valores de K}, mayores que los compuestos con glicinato.

Cuando se tiene en un mismo sistema Casiopeina, agente reductor (glutation o f-
mercaptoetanol) y ADN, el material genético es degradado y el grado de ruptura depende
de la concentracion de Casiopeina empleada. La degradacion del material genético se
incrementa cuando se adiciona H,O,. La ruptura del ADN se asocia a la capacidad de las
Casiopeinas de generar radicales libres en las condiciones de reaccion empleadas y esta
propuesta se apoya al disminuir el grado de ruptura al adicionar al medio un atrapador de
radicales (DMSO).

Finalmente, la citotoxicidad ejercida por estos compuestos lleva a las células a morir por
via apoptdtica, en el caso de las células de neuroblastoma se activa la via intrinseca. En
estas células se observo un incremento de superdxido y H,O,, una disminucion importante
de glutation intracelular asi como dafio en la mitocondria. Concentraciones similares de
Casiopeina en linfocitos y macrofagos de sangre periférica humana generan una
disminucién de soélo el 20% de la poblacion celular lo que permite establecer que las
Casiopeinas presentan una mayor selectividad a inducir muerte celular en células tumorales

con respecto a células sanas.
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Abstract

In recent decades medicinal inorganic chemistry has had a very significant growth
generating a lot of coordination compounds that are in early stage clinical studies as
potential candidates for treating diseases such as cancer, Alzheimer's, diabetes, parasitic
diseases, among others. One of the most important stages for these compounds to quickly
reach clinical phases is to obtain evidence about the mechanism of action through which
they operate, and their selectivity for tumor «cells and healthy cells.
For compounds having antitumor activity two key molecular targets are DNA and
mitochondria. Cu (II) coordination compounds with general formula [Cu (N-N) (N-O)]
NOj3 and [Cu (N-N) (0O-O)] NOs;, where N-N = diimine, N-O = aminoacidato or peptide and
0-O = acetylacetonato or salicilaldehidato have been registered under the name
Casiopeinas®™. These compounds have shown cytotoxyc and antineoplastic activity on the in
vitro and in vivo models and it has been stated that they are capable of generating reactive
oxygen species and directly interact with DNA to cause their cytotoxic activity.
In this work, 35 Casiopeinas have been studied in order to identify the geometry adopted by
these compounds in solid state and in solution, this being the square pyramid in both cases.
The contribution of aromatic diimine ligands (primary ligands) and glycine, acetylacetonate
and salicilaldehidato (secondary ligands) in the electron density distribution throughout the
molecule and in particular on the metal center was identified by determining the redox
potential and the magnetic environment for copper ion in each coordination compound
through the spectroscopic parameters obtained from cyclic voltammetry and electron
paramagnetic resonance spectroscopy, respectively. In all cases the principal modulator of

electron density is the aromatic diimine. The experimental values of redox potential and
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magnetic behavior can be described from new electronic descriptors obtained using
computational chemistry, among which are the electron density (p), the Laplacian of the
electron density (V2p), dipolar (uCu) and the quadrupole moment (QCu) determined on the
metal center.
The interaction between Casiopeinas with DNA constituents such as adenine, adenosine
and 2-desoxiadenosine-5-monophosphate allowed identify a difference of stability and
reactivity. Compounds with acetylacetonate are capable to generate systems experiencing
stacking interactions while compounds with glycine have a replacement of secondary
ligand even since the reaction mixture just was made. Although at the end, both compounds
generate dinuclear Cu compounds (II). From these experiments, coordination preference of
Cu (II) with the oxygens of the phosphate group regarding nitrogens present in the ligand 2-
deoxiadenosine-5'-monophosphate was determined.
The Casiopeinas are able to generate superoxide and hydroxyl radical when they react with
glutathione or cysteine, the first reaction step is the coordination of the sulfur atom to the
metal center. The reaction is accelerated when molecular oxygen is present in the reaction
mixture, the superoxide anion is generated as intermediate specie and hydroxyl radical is
produced as the final product.
The interaction with DNA 1is quite strong with association constants values Ky= 1 to 10
x10° M obtained from spectrophotometric titrations. DNA interaction is affected by nature
and position of the aromatic diimine's substituent. It was also found that compounds with
acetylacetonate in its coordination sphere in all cases have greater K; values than
compounds with glycinate.

When in the same system coexist Casiopeina, reducing agent (glutathione or f-
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mercaptoethanol) and DNA, the genetic material is degraded and the degree of rupture
depends on the concentration of Casiopeina employed. Degradation of genetic material
increases when H,0O, was added. DNA breakage is associated with the ability of
Casiopeinas of generating free radicals in the reaction conditions employed and this
proposal is supported by decreasing the extent of cleavage upon addition to a radical trap,
means DMSO.
Finally, cytotoxicity effect exerted by these compounds leads to the cells to die by
apoptotic pathway, in the case of neuroblastoma cells activates the intrinsic pathway. In
these cells increased levels of superoxide and H,O,, a significant decrease in intracellular
glutathione as well as damage to the mitochondria was observed. Similar concentrations
used in human peripheral blood macrophages and lymphocytes only produce a 20%
decrease of the cell population allowing establishing that the Casiopeinas exhibit selectivity

in the induction of cell death over tumor cells regarding to healthy cells.
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1. Introduccion

De acuerdo a los datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y del Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en el 2014 los tumores malignos ocupaban el
tercero y cuarto lugar entre las principales causas de muerte, respectivamente. "

El tratamiento de este conjunto de enfermedades conocidas como céncer sigue teniendo
como base fundamental a tres procedimientos: 1) cirugia, ii) quimioterapia y iii)
radioterapia.” Aunque en las ultimas décadas se han logrado avances importantes en
nuevas alternativas como la inmunoterapia y terapias dirigidas, estas terapias no son del
todo accesibles para el grueso de la comunidad con requerimientos de tratamiento,’ lo que
hace necesario el continuar desarrollando nuevas estrategias de tratamiento, entre ellas,
nuevos agentes quimioterapéuticos.

Los agentes quimioterapéuticos para tratar el cancer estan clasificados de manera inicial en
funcion de su origen, naturales o sintéticos (organicos o inorganicos). Sin embargo, una
clasificacion mucho mas util para el desarrollo de nuevos compuestos antineoplasicos es en
funcion de su mecanismo de accidon. La literatura no presenta un listado Unico de
clasificacion pero si es posible encontrar coincidencia en varios grupos principales
enlistados a continuacion. A continuacion se presenta una descripcion general de cada

, . . 4-11
grupo asi como las estructuras de algunos ejemplos representativos.

1.1 Agentes que generan enlaces covalentes con el ADN

Son compuestos altamente reactivos que se unen facilmente al acido desoxirribonucleico

(ADN) y en la gran mayoria de la literatura se encuentran clasificados como agentes
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alquilantes. Su principal modo de accién es a través del entrecruzamiento de las hebras del
ADN. El proceso mencionado puede ser mono- o bi-funcional involucrando una o dos
hebras del ADN. Los agentes alquilantes son ampliamente empleados en el tratamiento de
linfomas, enfermedad de Hodgkin, cancer de mama y mieloma multiple. En la figura 1 se

presentan algunos de estos compuestos empleados en terapia.
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Figura 1. Agentes que generan enlaces covalentes con el ADN empleados en terapia. a)
mecloretamina, b) busulfan, c) clorambucilo, d) melfalan, e) procarbazina, f) lomustina, g)
carmustina, h) estreptozocina, 1) ifosfamida, j) ciclofosfamida, k) cisplatino, 1) carboplatino.
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1.2 Antimetabolitos

Los antimetabolitos interfieren la sintesis de ARN, ADN y proteinas. Estos compuestos
ejercen su actividad principalmente en la fase S del ciclo celular. Algunos antimetabolitos
son analogos estructurales de los metabolitos normales esenciales para el crecimiento y
duplicacién celular (antimetabolitos de pirimidina). Lo anterior permite que los
antimetabolitos sean incorporados al ARN o al ADN generando un “mensaje falso”. Otros
antimetabolitos inhiben enzimas que son necesarias para la sintesis de compuestos
esenciales (antifolatos). Los productos naturales se dividen en cinco grupos principales:
analogos de la camptotecina, epipodofilotoxinas, antibidticos antitumorales, agentes
antimicrotubulares y enzimas. Las estructuras de algunos antimetabolitos empleados en

terapia se presentan en la figura 2.
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Figura 2. Antimetabolitos empleados en terapia. a) metotrexato, b) cytarabine, c) 5-
fluorouracilo, d) pemetrexed, €) capecitabine, f) gemcitabina.
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1.3 Inhibidores de la topoisomerasa

Las topoisomerasas modifican la estructura terciaria del ADN para facilitar el proceso de
replicacion o expresion de genes. La topoisomerasa I (topo I) es una enzima esencial para
resolver los problemas de torsion asociados a la replicacion del ADN, transcripcion y
condensacion de cromatina. La enzima comienza el proceso rompiendo el ADN y forma un
enlace covalente con la estructura fraccionada, esto provoca la relajacion del ADN y
posteriormente la enzima vuelve a unir el enlace fosfato roto para regenerar la estructura
del ADN. La topoisomerasa II (topo II) también es una enzima esencial para la replicacion
del ADN, pues esta forma es un intermediario escindible con el ADN que permite la
replicacion del ADN y después lo vuelve a unir para regenerar la doble hebra. Ejemplos
de inhibidores de topo I son el irinotecan y topotecan mientras que topo Il es inhibida por el

etoposido y el tenopdsido.

Figura 3. Inhibidores de la topoisomerasa. a) Irinotecan, b) Topotecan, c¢) Etopdsido, d)
Teniposido.
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1.4. Antibidticos antitumorales

Esta clase de agentes quimioterapéuticos incluyen a las antraciclinas, la bleomicina y la
dactinomicina, sus estructuras se presentan en la figura 4. Todos los miembros de este
grupo son obtenidos de bacterias u hongos. Dentro de las antraciclinas la doxorubicina es
un producto natural, mientras que la epirubicina, mitoxantrona e idarubicina son
compuestos semisintéticos. El mecanismo de accion por el cual ejercen el efecto citotoxico
es a través de la inhibicion de la topo II (no se encuentra en el grupo de inhibidores de la

topoisomerasa debido a su origen).

Figura 4. Antibidticos antitumorales empleados en terapia. a) mitoxantrona, b)
epirrubicina, ¢) idarrubicina, d) doxorrubicina, ) bleomicina, f) actinomicina.
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1.5 Agentes antimicrotubulares

Este grupo incluye a los taxanos paclitaxel y docetaxel asi como a los alcaloides vincristina,
vinblastina y vindesina. En la célula los microtiibulos existen en un equilibrio dinamico con
los heterodimeros de tubulina, constituidos por las subunidades o y B. Tanto paclitaxel
como docetaxel promueven el ensamble de los microtiibulos a través de la unién con las
subunidades B de la tubulina. De esa manera, la depolimerizacion de los microtubulos se
evita, interrumpiendo asi la divisién celular normal y causando la detencion del ciclo
celular. La posterior fosforilacion de la proteina Bcl-2 genera el desencadenamiento de la

muerte celular via apoptosis.

a) R=-C=0 Vincristina ¢) R=Ph Paclitaxel

b) R= CH, Vinblastina d) R= O-terbutilo Docetaxel

Figura 5. Agentes antimicrotubulares. a) Vincristina, b) Vinblastina, c) Paclitaxel, d)
Docetaxel

1.6 Agentes hormonales

El manejo hormonal del cancer dependia del uso de androgenos, estrogenos y progestinas,
sin embargo, en los ultimos afios han sido reemplazados por antagonistas de estrogenos,

inhibidores de la aromatasa y analogos de la hormona liberadora de la hormona
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leutinizante. Estos compuestos tienen los efectos adversos esperados como la escasez de
estrogeno, fatiga, sofocos, disminucion variable de la densidad mineral dsea, nduseas y en
algunos casos una mayor incidencia de fenomenos tromboembolicos. Las estructuras de

algunos de estos compuestos se presentan en la figura 6.

Figura 6. Estructuras de algunos de los agentes hormonales empleados en terapia. a)
Fluoximesterona, b) Dietilestilbestrol, c¢) Letrozol, d) Raloxifeno, e) Nilutamida y f)
Tamoxifeno.

1.7 Agentes bioterapéuticos

El sistema inmunologico es el responsable de la proteccion del cuerpo frente agentes
perjudiciales como las bacterias, virus y el cancer. Las investigaciones recientes de la
respuesta inmunologica relacionada con procesos tumorigénicos han permitido tener un

mayor conocimiento respecto a la biologia del cancer y disefiar modificadores de la
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respuesta bioldgica asi como anticuerpos monoclonales dirigidos eficaces como alternativas
de tratamiento.

Derivado de estas investigaciones se encuentra los interferones. Los interferones se aislaron
originalmente de leucocitos humanos como agentes antivirales, pero el interferon alfa-2 que
utilizamos hoy en dia en la terapia del cancer es un producto recombinante. Por otro lado
las interleucinas (IL) son una familia de citocinas, sustancias secretadas por las células T
(linfocitos), monocitos, macréfagos y otras células. Los anticuerpos monoclonales se
nombran y clasifican de acuerdo a su origen, los anticuerpos monoclonales murinos llevan
un sufijo “momab”, estos son eliminados rapidamente del cuerpo y tienen mayor
posibilidad de inducir una reacciéon anticuerpo humano anti-raton (HAMA, por sus siglas
en inglés). Los anticuerpos quiméricos humano-raton poseen la terminacién “imab” y son
mas eficientes y eficaces en la destruccion de las células a través de citotoxicidad
dependiente del complemento y respuesta de anticuerpo mediada por células dependiente
de anticuerpos. Los anticuerpos monoclonales humanizados tienen la terminacion 'umab' y
es poco probable que desencadenen una respuesta HAMA.

La terapia con anticuerpos monoclonales se basa en la capacidad de dirigirse a los
marcadores y se unen a antigenos de la membrana celular con gran especificidad. Muchas
veces la especificidad mejorada mostrada hacia los antigenos tumorales permite que las
células normales se protejan contra los efectos perjudiciales, a diferencia de la
quimioterapia convencional. Hay varios mecanismos por los cuales los anticuerpos
monoclonales destruyen o impiden la replicacion de células malignas. Algunos anticuerpos
monoclonales utilizan la respuesta inmunoldgica del tumor y componentes del mecanismo

de defensa natural del tumor para ejercer su efecto. Por ejemplo, los anticuerpos
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monoclonales pueden utilizar a las células efectoras tumorales para promover la lisis de

células tumorales o tienen la capacidad de modular directamente su funcion en el tumor.

1.8 Agentes miscelaneos

En este grupo se encuentran muchos de los medicamentos que ejercen su efecto citotdxico a
través de diferentes mecanismos de accion afectando varios blancos moleculares al mismo
tiempo o aquellos cuyo mecanismo de accion no puede ser clasificado dentro de alguno de
los grupos definidos anteriormente.

Denileukin diftitox es una proteina que combina a la interleucina-2 con la toxina de la
difteria para destruir células con el receptor de interleucina-2 a través de la inhibicion de
sintesis de proteinas. Es empleado principalmente en linfomas cutaneos de células T en
pacientes que expresan el componente CD 25 del receptor I1L-2.

Mitotane es un agente citotoxico adrenal producido por Bristol Meyer Squibb
comercializado como un farmaco para enfermedades huérfanas debido al pequeiio nimero
de pacientes que requieren emplearla. Mitotane altera el metabolismo periférico esteroide,
suprime directamente la corteza suprarrenal y altera el metabolismo que conduce a la
cortisona hipocortisolismo.

Por otro lado, los inhibidores de las tirosina cinasas estan disefiados para interferir en pasos
criticos del metabolismo de células tumorales que son mas vulnerables que en células
normales. Estos inhibidores son muy importantes en situaciones en donde se ha identificado
algiin gen particular que genera proteinas que llevan al proceso tumoral. Un ejemplo de
estos procesos estd asociado con la alteracion genética Bcr-Abl también conocida como

cromosoma Filadelfia. La fusion accidental de los genes Ber y Abl da lugar a un nuevo gen
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que produce una proteina anormal. Esta proteina anormal, un tipo de tirosina cinasa,
produce el crecimiento anormal y fuera de control de linfocitos, dando lugar a la leucemia.
Para tratar esta enfermedad se emplea Imatinib, que inhibe a la proteina tirosina cinasa
Bcer-Abl e induce la apoptosis en las células.

Los inhibidores de la sefalizacion transduccional ejercen su actividad antitumoral evitando
la activacion de las enzimas tirosina cinasas que son necesarias para el funcionamiento de
los factores de crecimiento epidérmico. Gefitinib es el primer inhibidor selectivo del
receptor del factor de crecimiento epidérmico dominio de tirosina quinasa (EGFR, por sus
siglas en inglés). EGFR esta localizado en una gran cantidad de células tumorales como

colon, higado y cabeza y cuello. La figura 7 presenta la estructura de algunos agentes
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Figura 7. Algunos agentes miscelaneos empleados en terapia. a) Imatinib, b) Getifinib y c)
Mitotane.

En la tabla 1 se describe de manera general el mecanismo de accion, las principales

. . . , . .. 4-11
indicaciones terapéuticas y la toxicidad general.
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Tabla 1. Agentes quimioterapéuticos empleados en clinica, mecanismos de accién, principales indicaciones terapéuticas y toxicidad general.*™*

Medicamento

Mecanismo de accidn

Indicaciones

Toxicidad

1.1 Agentes que generan enlaces covalentes con el ADN (agentes alquilantes)

Ciclofosfamida

Profarmaco que se biotransforma en el higado para
generar metabolitos activos (via la hidroxilacion en
la posicion 4 llevada a cabo por el citocromo P450)
que alquilan el ADN provocando mala codificacién y
entrecruzamiento de las hebras del ADN.

Linfoma, adenocarcinoma mamario,
sarcomas y leucemia linfatica.

Ifosfamida

Andlogo de la ciclofosfamida, también se
biotransforma en el higado para generar los
metabolitos activos.

Linfoma varios

sarcomas

recurrente Yy

Clorambucilo

Alquila ADN provocando mala decodificacién y
entrecruzamiento de las hebras del ADN; el agente
alquilante mas lento en actuar

Leucemia linfatica crénica, linfoma
de células pequefiias

Depresion de medula dsea
(anemia, leucopenia,
trombocitopenia).
Cistitis hemorragica.
Cancer de vejiga.

Mecloretamina

Alquila ADN provocando mala decodificaciéon y
entrecruzamiento de las hebras del ADN

Linfoma de Hodgkin, linfosarcoma,
leucemia mieloide crénica, cancer
broncogénico.

Melfalan

Alquila ADN provocando mala decodificacién y
entrecruzamiento de las hebras del ADN

Mieloma multiple

Procarbazina

Es metabolizada y activada en el higado. El
mecanismo de accién completo no estd dilucidado,
pero se genera perdxido de hidrégeno y azo-
procarbazina que funciona como el agente
alquilante.

Linfoma de Hodgkin y glioblastoma
multiforme

Depresidn de la médula dsea.
Disfuncion de las génadas y en
algunas ocasiones leucemia
tardia

Busulfan Alquila ADN provocando mala decodificacion y | Leucemia mieloide crénica
entrecruzamiento de las hebras del ADN.

Carmustina Después de su administracion se unan a lipidos y | Tumores cerebrales y mieloma
tienen un gran volumen de distribucidn y también | multiple.

un alto grado de penetracién en sistema nervioso
central (SNC). Es un compuesto inestable que se

Depresion de la medula dsea.
Fibrosis pulmonar.
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descompone espontdneamente generando las
especies alquilantes.

Lomustina (CCNU)

Después de su administracion se unan a lipidos y
tienen un gran volumen de distribucién y también

Linfoma, mastocitoma, sarcoma
histiocitico, neoplasias de sistema

Depresion de la medula ésea.
Fibrosis pulmonar.

un alto grado de penetracién en sistema nervioso | nervioso central (SNC), mieloma

central (SNC). Es un compuesto inestable que se | multiple.

descompone espontdneamente generando las

especies alquilantes.
Estreptozocina Inhibe la sintesis de ADN; alta afinidad por células B | Insulinoma

pancreaticas. Depresiéon de medula dsea.
Temozolamida Alquila ADN  provocando mala codificacién y | Melanomas malignos y tumores Dafio renal.

entrecruzamiento de las hebras del ADN. cerebrales que incluyen

astrocitomas y gliomas.

Cisplatino

Forma enlaces entrecruzados inter e intra-cadena
con las hebras del ADN lo que inhibe la replicaciéon
del ADN y desencadena la sefializacion apoptdtica.

Céancer testicular, de ovario, vejiga,
pulmdn, de células escamosas de
cabeza, cuello y ano.

Carboplatino

El mismo mecanismo de accidn que cisplatino pero
con proporciones de aductos formados diferentes.

Céancer testicular, de ovario, vejiga,
pulmdn, de células escamosas de
cabeza, cuello y ano.

Depresiéon de medula dsea.
Ototoxicidad.
Neuropatia periférica.
Mielosupresidn, nausea y

Oxaliplatino El mismo mecanismo de accién que cisplatino y | Cancer colorectal vomito.
carboplatino
1.2 Antimetabolitos
Metotrexato Inhibicion de la dihidrofolato reductasa que es | Leucemia linfatica aguda, Linfoma
(MTX) requerida para la formacion de tetrahidrofolato, un | no-Hodgkin y cancer de mama.

cofactor necesario para la sintesis de timidilato. El
timilidato es esencial en la sintesis y reparacién de
ADN.

5-fluorouracilo (5-
FU)

Anadlogo de la pirimidina, interfiere con la sintesis
de ADN y puede ser incorporado en el ARN
provocando efectos toxicos

Carcinomas sistémicos y cutdneos.

Cytarabine

Analogo de la pirimidina, se incorpora en el ADN

Linfomas (incluyendo SNC) vy

El efecto principal es el dafio a
células normales que
incorporan estos
antimetabolitos, por ello las
células mas afectadas son
aquellas de rapida proliferacién
como la médula dsea, el sistema
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provocando impedimento estérico que lleva a la
inhibicion de la sintesis de ADN. Presenta actividad
sinérgica con agentes alquilantes, analogos de
purinay MTX.

leucemias. No presenta actividad en
tumores solidos.

Gemcitabina

Andlogo de la pirimidina, es activado
enzimdticamente a través de una fosforilacién para
generar los metabolitos activos que se incorpora en
el ADN provocando impedimento estérico que lleva
a la inhibicidn de la sintesis de ADN.

Alta eficacia en el tratamiento de
carcinoma de pulmdn de células no
pequefias. Eficacia moderada en
linfoma y en varios carcinomas.

Capecitabine
(Xeloda, Roche)

Pro-farmaco que genera 5-FU. Es convertido en el
higado por la enzima carboxilesterasa a 5’-doexi-5-
fluorocitidina. Esta es convertida por una citidina
deaminasa en 5’-deoxi-5-fluorouridina y
posteriormente, ya en tejido tumoral, la timidina
fosforilasa la convierte en 5-FU.

Cancer colorectal metastdsico vy

cancer de mama

linfatico y el epitelio
gastrointestinal. Los principales
efectos tdxicos son depresién
de la médula dsea, nausea,
vomito, diarrea y mucositis.

Cytarabine
conjuntivitis.

puede provocar

El uso prolongado de
capacitebine o 5-FU pueden
provocar ataxia cerebelosa y
eritrodisestesia  palmo-plantar
(también conocido como el
sindrome mano-pie).

Pemetrexed Antifolato multi-blanco que inhibe varias enzimas | Varios tumores solidos. En
involucradas en el metabolismo del folato y en la | combinacién con cisplatino se | Altas dosis de MTX pueden
sintesis de purina y pirimidina que incluyen | emplea para tratar mesotelioma | causar toxicidad renal.
timidilato sintasa, dehidrofolato reductasa y | maligno.
glicinamida ribonucleotido formiltransferasa.
1.3 Inhibidores de la topoisomerasa
Irinotecan Es metabolizado por carboxilesterasas y por | Cancer colorectal metastdsico en
citocromo P450 para formar el inhibidor de topo | | combinacion con oxaliplatino, | Mielosupresion, diarrea
7-etil-10-hidroxicaptotecina (SN-38). capecitabina, bevacizumab y | mucositis, alopecia y fatiga. La
cetuximab. gran mayoria del fdrmaco se
Topotecan El mismo mecanismo que irinotecan Cancer de ovario recurrente o | une a albumina lo que afecta su
resistente a compuestos de platino y | farmacocinética y
cancer de células de pulmoén no | farmacodinamia.
pequenas.
Etopdsido Forma aductos con el ADN y con topo Il que | Cancer de células de pulmodn

interfiere con el proceso de reestructuracion de la
doble hebra. Afecta en dos fases especificas del

pequefias. En combinacién con otros
agentes para tratar cancer testicular

Mielosupresion, mucositis,
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ciclo celular, fase S y fase G2. Presenta una
preferencia importante a la inhibicion de Ila

refractario. También se emplea en el
tratamiento de linfoma, leucemia

alopecia y en casos de
exposiciéon prolongada puede

isoforma alfa de la topo Il no-linfoide y glioblastoma | generar un segundo proceso
multiforme. neoplasico.
Tenipdsido El compuesto no se une directamente al ADN, su | Leucemia linfatica cronica
interaccion es principalmente con la topo |l refractaria.
1.4 Antibidticos antineoplasicos
Doxorubicina Ahora se sabe que el mecanismo de accién es por | Linfomas, leucemias, mieloma
inhibicién de la topo Il y la estabilizacién del aducto | multiple, osteosarcoma,
con la cadena de ADN rota. Aunque se generan | hemangiosarcoma, cancer de mama,
radicales no se piensa que influyan en la | gastrico, tumor de Wilms,
citotoxicidad de las antraciclinas, sin embargo si | neuroblastoma vy algunos otros

contribuyen en la toxicidad cardiaca.

sarcomas y carcinomas.

Mitoxantrona

Mismo mecanismo que doxorubicina

Leucemia mieloide aguda y cancer
de proéstata avanzado. Linfomas y

Los principales efectos tdxicos

varios carcinomas como mama Yy | son mielosupresion, alopecia,
prostata. mucositis y a largo plazo
Epirubicina Forma complejos con el ADN por intercalacién | Para su uso como un componente de | pueden  generar  toxicidad
entre pares de bases, inhibe la topoisomerasa Il | la terapia adyuvante en pacientes | cardiaca.
mediante la estabilizacién del aducto ADN-topo Il | con evidencia de afectacién tumoral
evitando la unidn posterior para regenerar la doble | de los ganglios axilares después de la
hebra. También interfiere con la replicacion del | reseccion de cédncer de mama
ADN vy la transcripcion mediante la inhibicion de la | primario. Cancer gastrico y de
actividad de la ADN-helicasa. mama.
Idarubicina Forma complejos con el ADN por intercalacidon | Leucemia mieloide aguda en adultos
entre pares de bases, inhibe la topoisomerasa Il
mediante la estabilizacién del aducto ADN-topo Il
evitando la unidn posterior para regenerar la doble
hebra
Bleomicina Mezcla de glicopéptidos, genera especies reactivas | Carcinomas Inflamacién hepatica que puede

de oxigeno (ROS) que causan ruptura vy
fragmentacién de la cadena de ADN. Requiere la

llevar a fibrosis hepatica

irreversible.
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presencia de cofactores especificos para generar el
dafio al ADN: cationes de metales de transicion
como Cu y Fe, oxigeno y un agente reductor que

Bronquiolitis obliterante,
hipersensibilidad eosinifilica y
neumotitis intersticial.

intercambie un electrén. Fiebre, rigidez, estomatitis y
fatiga.
Dactinomicina Se intercala y se une al ADN alterando la estructura | Tumor de Wilms, rabdomiosarcoma | Diarrea, estomatitis,

(Actinomicina D)

del acido nucleico. Inhibe la actividad de la ARN y
ADN polimerasas. Causa ruptura de la cadena con
ayuda de la ADN-topoisomerasa Il. Genera
radicales libres que provocan la ruptura del ADN vy
dafio en la membrana celular.

infantil, sarcoma de Ewing y céncer
testicular metastasico.

mielosupresidon con leucopenia,
nauseas y vomitos.

En algunas ocasiones puede
generar alopecia, foliculitis
superficial de la cara y tronco,
reacciones anafilactoides tipo 1,
anorexia, enrojecimiento de la

cara y tronco y segundos
tumores primarios.
1.5 Agentes antimicrotubulares

Vincritina Se une a la tubulina, generando alteraciones en el | Enfermedad de Hodgkin, linfomas y | Agentes vesicantes.
huso mitético y provocando la detencion del ciclo | leucemias Mielosupresion, neuropatia
celular. periférica y constipacion.

Vinblastina Se une a la tubulina, generando alteraciones en el | Leucemia aguda, linfoma maligno,
huso mitético y provocando la detencion del ciclo | enfermedad de Hodgkin, eritema
celular. Afecta principalmente en la fase S del ciclo | agudo.
celular.

Paclitaxel Se une a la subunidad b de la tubulina evitando la | Cadncer de mama, ovario, prdstata, | Mielosupresion, alopecia,
despolimerizacion de los microtubulos provocando | células  germinales y  cdncer | neuropatia periférica y
asi la interrupcion del ciclo celular normal. pulmonar de células no pequefias. reacciones de hipersensibilidad.

Docetaxel Se une a la subunidad b de la tubulina evitando la | Cancer de mama, ovario, prostata,

despolimerizacion de los microtubulos provocando
asi la interrupcion del ciclo celular normal.

células  germinales 'y  céancer
pulmonar de células no pequefias.
Céncer de mama metastdasico.

1.6 Agentes hormonales
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Fluoximesterona

La fluoximesterona se une al receptor de
andrégenos. La actividad antitumoral de
fluoximesterona parece estar relacionado con la
reduccion o la inhibicién competitiva de los
receptores de prolactina o los receptores de
estrégeno.

Tratamiento paliativo de cancer de
mama recurrente andrégeno-
sensible en las mujeres que tienen
mas de un afio pero menos de cinco
afos después de la menopausia.

Nilutamida Compite con los andrégenos por los sitios de unién | Para el uso en combinacién con
de los receptores de andrégenos, teniendo como | castracién  quirdrgica para el
consecuencia la accién de los andrégenos de origen | tratamiento de cdncer de préstata
suprarrenal y testicular que estimulan el | metastdsico que implica ganglios
crecimiento del tejido normal y maligno de la | linfaticos distantes, huesos u
prostata. drganos viscerales (etapa D2)

Letrozol El letrozol es un inhibidor competitivo no | Para el tratamiento adyuvante de
esteroideo del sistema enzimatico aromatasa; | continuacién del cancer de mama
inhibe la conversién de andrégenos a estréogenos. | temprano en  mujeres  post-
Inhibe selectivamente la esteroidogénesis gonadal | menopdusicas que han recibido 5
pero no tiene ningun efecto significativo sobre la | afos de tratamiento con
sintesis de mineralocorticoides o glucocorticoides | tamoxifeno. ~También para el
adrenal. tratamiento de primera linea de

mujeres posmenopausicas  con
receptores hormonales positivos o
receptor hormonal desconocido con
cancer de mama localmente
avanzado o metastasico. También
estd indicado para el tratamiento del
cancer de mama avanzado en
mujeres posmenopdausicas  con
progresion de la enfermedad
después de la terapia antiestréogeno
Dexametasona La dexametasona libre cruza las membranas | Mieloma multiple, tumores

celulares y se une con alta afinidad a los receptores
citoplasmdticos especificos de glucocorticoides.
Este complejo se une a elementos de ADN

cerebrales primarios o metastasicos.

Escasez de estrégeno, fatiga,
sofocos, disminuciéon variable
de la densidad mineral 6ésea,
nauseas y en algunos casos una
mayor incidencia de fenédmenos
tromboembodlicos.

Los efectos secundarios
producidos por la
fluoximesterona incluyen
virilizacion (caracteristicas
masculinas en mujeres), acné,
retencion de liquidos e
hipercalcemia.

La niletumida y el
dietilestilbestrol incluyen

mareos, malestar general, dolor
de cabeza, nduseas y vémitos.

La toxicidad que presentan los
corticosteriodes son producto
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(elementos de respuesta a glucocorticoides) que se
traduce en una modificacién de la transcripcion v,
por lo tanto, la sintesis de proteinas a fin de lograr
la inhibicién de la infiltracion de leucocitos en el
sitio de la inflamacion, la interferencia en la funcién
de mediadores de la respuesta inflamatoria, la
supresién de respuestas inmunes humorales y la
reduccion de edema o tejido cicatricial.

Dietilestilbestrol

Competicidn con receptores de estrégeno

Céancer de préstata

Raloxifeno El raloxifeno se une a los receptores de estrégeno, | Para la reduccidn de la incidencia de
lo que resulta en la expresidon diferencial de | cdncer de mama invasivo en mujeres
multiples genes regulados por estréogenos en | postmenopdusicas con osteoporosis
diferentes tejidos. o tienen un alto riesgo de desarrollar

cancer de mama.

Tamoxifeno El tamoxifeno es un agente no esteroide que se une | El tamoxifeno estd indicado para el
a los receptores de estrogeno (ER), induciendo un | tratamiento de cancer de mama
cambio conformacional en el receptor metastasico en mujeres y hombres y

carcinoma ductal in situ.

Abarelix Abarelix se une al receptor de la hormona | Para el tratamiento paliativo del
liberadora de gonadotropina y actla como un | cancer de prdstata avanzado
potente inhibidor de la  secrecién de
gonadotropina.

Goserelin La goserelina actla como un potente inhibidor de | Se utiliza para tratar los cdnceres
la secrecion de gonadotropina pituitaria cuando se | sensibles a las hormonas de la mama
administra en la formulacién biodegradable. El | (en pre- y peri-menopdusicas) y de
resultado es una supresion sostenida de los niveles | prostata, y algunos trastornos
de testosterona y de LH en suero. ginecoldgicos benignos

(endometriosis, fibromas uterinos y
adelgazamiento del endometrio).

Leuprolide Mismo mecanismo de accién que goserelina Céncer de préstata

Acetato de | Actividad antiestrogénica, efectos | Utilizado para el tratamiento

Megestrol antigonadotrdpicos y antiandrogénicos. paliativo del cédncer de mama

recurrente, inoperable o

metastdsico, cancer de endometrio y

de la forma en como actuan,
pues tienen un efecto litico
sobre las células de linfoma vy
mieloma, reducen el edema
asociado con metastasis
cerebrales, reducen reacciones
inmunolégicas y alérgicas
ademds de que ejercen un
efecto antiemético solo y con
bloqueadores de 5-HT3.

Tamoxifeno y raloxifeno a altas
dosis  provocan dificultades
respiratorias en el paciente y
convulsiones.
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cancer de prostata en Canada vy
algunos otros paises.

1.7 Agentes bioterapéuticos

Interferén-a

El interferén o se une a los receptores de
interferén de tipo | (IFNAR1 y IFNAR2c) que, tras la
dimerizacidon, activan dos tirosina cinasas Jak
(cinasas de Janus JAK1 y Tyk2). Estos se
transfoforilan a si mismos y fosforaran los
receptores. Los receptores INFAR fosforilados a
continuacién, se unen a Statl vy Stat2
(transductores de sefal vy activadores de
transcripcidon) que dimerizan y activan proteinas
inmunomoduladoras multiples (~ 100) y proteinas
antivirales.

Se utiliza principalmente en el
tratamiento de la leucemia de
células pilosas, el sarcoma de Kaposi
del SIDA, melanoma y carcinoma de
células renales.

Sindrome similar a la gripe con
fiebre, escalofrios,
entumecimiento y mialgias.

A largo plazo puede provocar
fatiga profunda, confusion,
efectos neuroldgicos y
depresion (a veces
suficientemente grave como
para llevar al suicidio).

Interleucinas

Estimulan las células del sistema inmunitario, un
efecto que podria estimular la supresién
inmunolégica de las células tumorales.

Carcinoma de células renales y el
melanoma

Altas dosis por via Intravenosa
causan fiebre, retencién de
liquidos, hipotensién, dificultad
respiratoria, supresion de Ia
hematopoyesis, nefrotoxicidad
y hepatotoxicidad.

Bevacizumab

Bevacizumab contiene regiones marco humanas
con regiones de unidn a antigeno de un anticuerpo
murino humanizado que se une al factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF).
Bevacizumab se une al VEGF e impide la interaccion
de VEGF a sus receptores (Flt-1 y KDR) en la
superficie de las células endoteliales. Esto evita la
proliferacién de vasos sanguineos y en el retraso de
respuesta del crecimiento del tumor metastasico se
produce.

Como parte de la terapia de
combinacion para el céncer color
rectal metastasico y el cancer de
mama metastasico HER2-negativo.

Rituximab

Las regiones Fab de Rituximab se une al antigeno
CD20 en los linfocitos B, mientras que el dominio Fc

Es utilizado en contra de células B
CD 20+ de linfoma no Hodgkin,

La administracion de
anticuerpos monoclonales
puede generar fiebre,
escalofrio, disnea,
broncoespasmo, dolor de
cabeza, hipertension, erupcién
cutanea, nauseas, opresion de
la garganta, enrojecimiento y
urticaria. Estos sintomas
pueden varias desde sintomas
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recluta a los anticuerpos y complementos para | ahora se utiliza en combinacidon con | muy leves hasta reacciones
mediar la lisis celular. el régimen CHOP (ciclofosfamida, | graves o mortales.
doxorrubicina, vincristina y
prednisona)
Trastuzumab Trastuzumab se une al proto-oncogen HER2 (o c- | Terapia de mantenimiento semanal
erbB2), una proteina similar al receptor de EGF que | para pacientes con cancer de mama
se encuentra en el 20-30% de las células de cancer | metastdsico HER2neu-positivos
de mama.
1.8 Agentes misceldaneos
Denileukin diftitox | Se une a receptores de IL-2 introduciendo la toxina | Linfomas, leucemias vy linfoma | No hay informacion.
(Ontak) de la difteria en estas células provocando la muerte | cutaneo de células T.
de las mismas
Mitotane Se sugiere que dana las mitocondrias de células | Carcinoma de corteza suprerrenal. | Anorexia, nauseas, diarrea,
adrenales Su uso principal es en aquellos | vdmitos, disminucion de Ia
pacientes que tienen enfermedad | memoria, salpullido,
persistente a pesar de la reseccién | ginecomastia, artralgia y
quirurgica, los que no son candidatos | leucopenia.
para la cirugia, o los que tienen
enfermedad metastasica.
Getifinib Gefitinib es el primer inhibidor selectivo del | Es usado en el tratamiento de | Diarreay erupcién cutanea.
receptor del factor de crecimiento epidérmico | leucemia mieloide crdénica, tumores
dominio de tirosina quinasa. del estroma gastrointestinal y otros
tipos de cancer.
Imatinib Inhibe la tirosina cinasa Bcr-Abl Carcinoma de colon, higado, cabeza | Nduseas, vomito, diarrea, dolor

y cuello.

abdominal, neutropenia,
retenciéon de fluidos, fatiga,
fiebre, mialgia, y  dolor
muscular.
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Leucemia: es un grupo de enfermedades malignas de la médula dsea (cancer hematoldgico) que provoca un aumento descontrolado de leucocitos
en la misma. Sin embargo, en algunos tipos de leucemias también pueden afectarse cualquiera de los precursores de las diferentes lineas celulares
de la médula ésea, como los precursores mieloides, monociticos, eritroides o megacariociticos

Linfoma: es un conjunto de neoplasias hematolégicas que se desarrollan en el sistema linfatico, que también forman parte del sistema inmunitario
del cuerpo humano. A los linfomas también se les llama tumores sdlidos hematoldgicos para diferenciarlos de las leucemias.

Sarcoma: neoplasia maligna que se origina en un tejido conjuntivo, como pueden ser hueso, cartilago, grasa, musculo, vasos sanguineos, u otros.
Carcinoma: cancer con origen en células de tipo epitelial o glandular, de tipo maligno.
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Todos los compuestos descritos con anterioridad presentan blancos terapéuticos especificos
para cumplir con su funcion antitumoral, siendo el ADN uno de los predilectos. La
obtencién de compuestos que presenten un alto grado de selectividad implica una ardua
tarea en disefio, el cual debe considerar como partes clave en el desarrollo de nuevos
medicamentos el control de la toxicidad (efectos secundarios) y la selectividad hacia los
tejidos, 6rganos o células donde la actividad tiene que ser realizada.

La selectividad de los medicamentos antitumorales es uno de los problemas mas dificiles de
resolver, sin embargo, el empleo de compuestos de coordinacion puede proporcionar
importantes ventajas respecto a los compuestos organicos. Entre estas ventajas se pueden
mencionar una gran variedad de numeros de coordinacién y por ende una gran diversidad
de geometrias. Los metales empleados para generar estos compuestos de coordinacion, en
particular los metales de transicion, pueden estabilizar diferentes estados de oxidacion. Asi
mismo, las propiedades fisicoquimicas de estos compuestos, entre ellas el potencial redox,
lipofilia, volumen, estabilidad o geometria pueden modularse modificando los ligantes de
su esfera de coordinacion o los sustituyentes presentes en estos ligantes, proporcionando un
enorme abanico de posibilidades con respecto a reactividad y arreglo tridimensional.

El compuesto mas famoso de Pt(II) ademas de seguir siendo uno de los mas empleados en
terapia es el cis-diaminodicloroplatino (II), también conocido como cisplatino. El estudio
de este compuesto como agente antitumoral se deriva de los estudios que el profesor
Rosenberg llevaba a cabo en la Universidad Estatal de Michigan sobre los efectos de
aplicacion de corriente eléctrica en el crecimiento de cultivos bacterianos. La capacidad de
este grupo de trabajo para identificar que el efecto de inhibir la division celular en
Escherichia coli no era debido a la corriente eléctrica aplicada sino a un compuesto de

platino disuelto (sintetizado in sifu en el medio de cultivo) después identificado como
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cisplatino,'? les permiti6 realizar pruebas en tumores murinos obteniendo excelentes
resultados publicados en el ahora clasico trabajo “Platinum compounds: A new Class of
Antitumor Agents” en la prestigiosa revista Nature en 1969 abriendo las puertas para una
nueva era en la quimioterapia del cancer. Después de estos impresionantes resultados, el
cisplatino entra en estudios de fase clinica en 1971 y Bristol-Meyer Squibb lo comercializ6
de manera exclusiva a partir de 1977."

En las ultimas décadas se ha observado un enorme avance respecto a la evaluacion de
compuestos de coordinacion y organometalicos en modelos in vitro e in vivo como

: : 15-22
potenciales agentes antitumorales."

La gran mayoria de compuestos se generan con
metales de la segunda y tercera serie de transicion como Pt, Pd, Rh, Ir, Ru, Os, Au y con
metales de la primera serie de transicion clasificados como esenciales entre los que
encontramos Fe, Co, Cuy Zn.

En los siguientes parrafos solo se resumiran caracteristicas generales de algunos
compuestos de coordinacion con los metales antes mencionados, para una revision mas
exhaustiva de los modelos evaluados y los mecanismos de accion sugeridos se puede
consultar el capitulo del libro “Compuestos inorganicos en el tratamiento del cancer” que se
publico en el libro “Aplicaciones de los compuestos metalicos en medicina”.*®

Los compuestos de Ru(Il) y Ru(IIl) fueron probados como posibles agentes antitumorales
debido a que la cinética de sustitucion de los ligantes de su esfera de coordinacion es muy
similar a la que presenta el Pt(Il) presentando resultados muy interesantes. Los compuestos
que actualmente se encuentran en estudios de fase clinica trans-[RuCl4(DMSO)(Im)]ImH
(NAMI-A, donde Im = imidazol, Fig. 8a) y trans-[RuCly(Ind),]IndH (KP1019, donde Ind =

indazol, Fig. 8b) a pesar de tener una gran similitud estructural presentan actividades muy

diferentes frente a los tejidos tumorales pues mientras NAMI-A presenta una gran actividad
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en tejido metastasico respecto al tejido primario,” el compuesto KP1019 muestra una
mayor actividad en tejido primario que en tejido metastasico,” haciendo patente la
importancia de la naturaleza del sistema aromatico con respecto a la actividad antitumoral

que muestran los compuestos.
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Figura 8. Algunos compuestos de Rutenio que se encuentran en estudios de fase clinica. a)
NAMI-A, b) KP1019.

Con respecto al estudio de la modulacion de la actividad antitumoral en funcion del sistema
aromatico presente en los compuestos de Ru(Il) el grupo del profesor Sadler ha generado
una gran cantidad de informacion con los compuestos denominados “taburete de piano”
(piano stool) de formula general [Ru(areno)(XY)Z]™". Estos compuestos constan de tres
bloques basicos de construccion: los arenos (p-cimeno, bipiridina, fenantrolina, terpiridina,
ciclopentadienilo, entre otros) que estabilizan el estado de oxidacion del metal y le
proporcionan el componente hidrofoébico al metal, un ligante monodentado Z, que
generalmente es facilmente sustituible y corresponde al sitio de activacion y ligantes
bidentados XY que completan la esfera de coordinacion y modulan sus propiedades

26-33
redox.

42



Estos compuestos parecen tener muchos blancos celulares que ayudan a cumplir su funcién
citotoxica. Los compuestos que presentan el enlace 1abil Ru-Z (donde Z generalmente es
Cl) atacan el ADN, aunque otros blancos estan asociados con la actividad bioldgica como
la interaccion con proteinas cinasas, anhidras carbonica y topoisomerasas.***’ Algunos

ejemplos de estos compuestos se presentan en la figura 9.

X=Cl,Br, | HoN

Figura 9. Estructura general de los compuestos de Rutenio denominados como taburete de
piano. Se presentan los ligantes aromaticos, los ligantes bidentados y los ligantes labiles
presentes en estas estructuras.

Otro metal que ha sido empleado para generar posibles agentes quimioterapéuticos para el
cancer es el Au, en ambos estados de oxidacion Au(l) y Au(Ill), aunque ahora se sabe que
muchos de los primeros compuestos empleados de Au(Ill) se reducian en medio biologico a
Au(0).** Los compuestos de Au(I) con fosfina como auranofin o derivados de fosfol como
el compuesto [1-fenil-2,5-di(2-piridil)-fosfol} AuCl] presentan una importante actividad
antitumoral in vivo, especialmente en lineas resistentes al cisplatino.®*’ La toxicidad de
estos compuestos se debe a su capacidad para inhibir la actividad de la glutation reductasa

mitocondrial (hGR) y la tioredoxina reductasa (hTrxR) de manera irreversible.*’ En
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particular el compuesto con fosfol presenta su actividad inhibitoria en ambas proteinas a
concentraciones en el intervalo nanomolar.*

Para disminuir la inestabilidad de los compuestos de Au(Ill), que es un compuesto
isoelectronico al Pt(Il), se emplearon diversos ligantes como la porfirina mostrando
actividad en modelos in vitro e in vivo de carcinoma hepatocelular y nasofaringeo.* Otros
ligantes empleados incluyen a la bipiridina,* algunos ditiocarbamatos® y compuestos
0x0.*® Se cree que los blancos moleculares para los compuestos de Au(Ill) son la
mitocondria asi como la hTrxR*y las deubicinasas.*®

De los metales denominados esenciales, uno de los mas empleados es el Fe, en particular en
forma de ferroceno. Este compuesto organometélico fue empleado por el profesor Jaouen y
su grupo de trabajo para generar un derivado de tamoxifen que resulté muy activo frente al

49-51 3 1+ . .
951 Mientras el tamoxifeno sélo

cancer de mama dependiente e independiente de estrogeno.
es activo en los tumores dependientes de estrogeno la actividad que presentan los
ferrocifenos es asociada a la actividad redox del ion metalico generando dafio oxidativo en
el ADN. Muchos estudios de correlacion cuantitativa estructura-actividad se han realizado
con estos compuestos para establecer la importancia de la naturaleza de los sustituyentes asi
como la posicidon de los mismos en los grupos aromaticos presentes en los ferrocifenos y su
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efecto sobre el mecanismo de accion de estos compuestos. Tres excelentes libros donde

se resume el extenso trabajo del profesor Jaouen se presentan en las referencias 55 a 57.

Otro de los metales esenciales que se ha empleado para generar una gran cantidad de
posibles agentes antitumorales es el Cu(Il). Los resultados generados con la familia de

compuestos conocida como Casiopeinas seran discutidos en el capitulo de antecedentes.
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2.0 Antecedentes

De acuerdo a Frausto da Silva y Williams,”® de las cinco caracteristicas distintivas del
cobre, cuatro de ellas son quimicas:

1) EI Cu(Il) es el catién divalente mas efectivo para unirse con moléculas organicas
debido a su afinidad electronica.

2) EIl Cu(l) es el cation monovalente mas efectivo para unirse con moléculas organicas,
nuevamente debido a su afinidad electronica.

3) La tendencia que presenta tanto Cu(Il) como Cu(l) a formar compuestos con
diferentes ligantes organicos sin importar los tamafios o las estequiometrias, hacen
al par Cu(Ill)/Cu(I) particularmente util y adaptable en el intervalo de potenciales
redox +0.2 a +0.8 V (en el intervalo de oxidacion de la escala bioldgica)

4) El Cu(]) puede actuar como donador © y puede coordinarse a ligantes tales como O,
y CO.

5) El quinto factor, que no es quimico, es que s6lo una o dos proteinas con cobre se

encuentran en el citoplasma celular (células eucariotas).

Una de las funciones mas importantes del cobre dentro del organismo esta relacionada con
la transferencia electronica asociada a la respiracion celular y por tanto a la proliferacion
celular. Sin embargo, su participacion en reacciones redox también lo hace propenso a
generar dafio generando especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés),
participando en la peroxidacion de lipidos o afectando directamente a material nucleico

como ADN y ARN a través de la ruptura de las cadenas.™
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En los ultimas décadas se han reportado una gran cantidad de compuestos de Cu(Il) que
presentan actividad antiproliferativa frente a células tumorales humanas evaluados en
modelos in vitro e in vivo.*™ > Muchos de estos sistemas tienen como blanco terapéutico
principal el ADN y son capaces de generar su ruptura a partir de la generacion de ROS.

A los compuestos que tienen la capacidad de romper el material genético se les conoce
como nucleasas quimicas, ya que emulan la actividad de las enzimas denominadas
nucleasas. Las nucleasas son enzimas capaces de romper el enlace fosfodiester que une a
las bases en los acidos nucleicos, forman parte de la familia de las fosfodiesterasas y estan
clasificadas de manera general como endonucleasas y exonucleasas. Las endonucleasas son
enzimas que catalizan la ruptura de enlaces fosfodiéster en diferentes regiones ubicadas en
el interior de una cadena polinucleotidica mientras que las exonucleasas lo hacen desde los
extremos de las cadenas.®’

Algunas endonucleasas, tales como la Desoxirribonucleasa I, cortan al ADN en forma
relativamente inespecifica (sin consideracion respecto a la secuencia de bases), mientras
que muchas, llamadas tipicamente enzimas de restriccion, o endonucleasas de restriccion,
provocan rupturas Unicamente en determinadas secuencias de nucleotidos muy especificas.
Estas tltimas se han convertido en una herramienta indispensable para el desarrollo de la
biologia molecular.®®

Las endonucleasas desempefian un papel importante en la reparacion del ADN.
Especificamente las endonucleasas AP, catalizan la ruptura del ADN exclusivamente en
sitios AP (sitios apurinicos-apirimidinicos, es decir sitios en los cuales se ha perdido la base
nitrogenada, pero se conserva la columna de azucar-fosfato), y por lo tanto preparan al
ADN para la subsecuente escision, sintesis reparadora y nueva union. Por ejemplo, cuando

se produce una despurinizacion, esta lesion deja al azlcar desoxirribosa sin su base
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nitrogenada. La endonucleasa AP reconoce este azucar y esencialmente corta el ADN en
ese sitio, permitiendo que luego continue la reparacion del ADN.*
Por lo general, las nucleasas quimicas son complejos de coordinacion que rompen el ADN

70-79

por una via oxidativa (redox activos, compuestos de Cu(Il), Fe(II), Ni(II)) 0 por una via

hidrolitica (compuestos de Zn o de lantanidos y actinidos).®* ™

La ruptura directa del ADN
por agentes oxidantes o hidroliticas es materia de varios articulos de revision actuales.
Complejos de metales de transicion con actividad redox en presencia de oxidantes se han
usado ampliamente para reacciones de ruptura de ADN. En una reaccion tipica, se aflade un
agente oxidante como O,, H,O, o un peracido ademas del compuesto del metal de
transicion. También hay ejemplos en los que se genera quimicamente o
electroquimicamente el compuesto de coordinacion en donde el metal presenta un alto
estado de oxidaciéon puede actuar como un oxidante en presencia de un reductor.
Generalmente, los complejos metalicos capaces de abstraer un hidrogeno de la unidad
ribosilo son también capaces de oxidar guanina u otras nucleobases. Los esfuerzos actuales
estan en el disefio de complejos de metales de transicion como nucleasas quimicas
adecuadas para identificar algin dafio en el plasmido o en ADN nuclear o mitocondrial para
conseguir rupturas especificas.

Muchas de las propiedades antes descritas, asi como una cuidadosa eleccion de ligantes
fueron consideradas por el grupo de investigacion de la Dra. Ruiz-Azuara para la
generacion de los compuestos de cobre conocidos con el nombre de Casiopeinas (primeros
compuestos patentados de Cu(Il) con actividad antitumoral). El cobre fue elegido para

disminuir en la medida de lo posible la toxicidad generada por la administracion de estos

compuestos aprovechando los sistemas homeostaticos que tiene el organismo para modular
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las concentraciones de este metal, debido a sus propiedades redox y para tratar de disminuir
el costo de produccion de los compuestos.

La eleccién de los ligantes aromaticos estuvo influenciada por la busqueda del ADN como
blanco terapéutico. Se ha demostrado que los sistemas con 1, 10-fenantrolina y 2, 2’-
bipiridina presentan una gran interaccion con ADN, generalmente por procesos de
intercalacion.*® Una revision actualizada de compuestos de coordinaciéon con ligantes
aromaticos en su esfera de coordinacién que presentan estas interacciones esta incluida en
el numero especial de Quimica Bioinorganica publicada por la Journal of the Mexican
Chemical Society.® Por otro lado, los ligantes bidentados secundarios fueron escogidos
para proporcionarle variabilidad con respecto a la biodisponibilidad de estos compuestos
dentro del organismo, esperando que los aminoacidatos esenciales jugaran un papel
importante en este proceso.

Asi pues, las Casiopeinas son compuestos de Cu(Il) con férmulas generales [Cu(N-N)(N-
O)(H,0)INO3 y [Cu(N-N)(O-O)(H,0)]NO; donde N-N= R-1,10-fenantrolina o R-2,2’-
bipiridina, N-O= aminoacidato esencial o péptido y O-O= acetilacetonato o
salicilaldehidato (Figura 10).* Una segunda generacion de Casiopeinas involucran las
mismas diiminas aromaticas (N-N) y como ligante secundario 2-aminometil
bencimidazoles, 2-hidroximetil bencimidazoles o 1,2-fenilendiamina.85’ % Ta tabla 2
muestra las claves de los compuestos en funcion de los ligantes que conforman la esfera de
coordinacién del Cu(Il). De estos compuestos se ha evaluado su capacidad para inhibir la

92 .. . - P
8792 qu efectividad como antitumoral® ™ asi

proliferacion de células tumorales humanas,
como su genotoxicidad.” *® Algunas estructuras de Casiopeinas se presentan en la Figura

10.
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Figura 10. Estructuras generales de Casiopeinas.
Tabla 2. Claves de las Casiopeinas
aa’ acac salal Péptido” NH,MeBz° HOMeBz® (NH,),Ph®
bpy CaslX CasllIiDa Casllls CasXa CasXla CasXlla CasXllla
4,4’-dmbpy CaslV Caslllia CaslliGs CasXb CasXlb CasXllb CasXlllb
4,7-dip-fen Casl CaslliHa CasllIFs CasXc CasXlc CasXllc CasXlllc
4,7-diMe-fen Casll CasllIEa CasllICs CasXd CasXld CasXlld CasXllld
5-Rfen CasV Caslll5a Caslll5s CasXe CasXle CasXlle CasXllle
5,6-diMe-fen CasVI CaslllLa CasllliLs CasXf CasXIf CasXIIf CasXllIf
fen CasVIl CasllIBa CaslllAs CasXg CasXlg CasXllg CasXlllg
3,4,7,8-tMefen CasVII CaslliMa CasllIMs CasXh CasXlh CasXllh CasXlllh

® Cualquiera de los 20 aminoéacidos esenciales
bDipéptidos de formula GlyPhe, GlyHis, GlyGly, TrpGly, ProGly, AlaGly, AlaTyr, AlaPhe
¢ 2-aminometil bencimidazol

¢ 2-hidroximetilbenci

€ 1,2-fenilendiamina

midazol
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Un estudio cuantitativo de correlacion estructura-actividad’' (QSAR, por sus siglas en
inglés) indica que:

1) La presencia de un sistema aromatico mas grande produce una actividad antiproliferativa
mayor, esto es, los sistemas con fenantrolina en su esfera de coordinacion presentan una
mayor actividad de inhibicion de la proliferacion que aquellos con bipiridina.

2) Hay una fuerte relacion entre el potencial redox de los compuestos (medido como el
potencial de media onda, E;;) y su actividad de inhibiciéon de la proliferacion (medido
como ICsy (uM)). Los compuestos menos oxidantes son los compuestos que presentan la
mejor actividad.

3) El potencial redox de los compuestos esta fuertemente modulada por las diiminas,
mientras que el ligante secundario N-O y O-O tienen poca influencia sobre el potencial
redox y por ende, sobre la actividad.

Con respecto a su interaccion con ADN o sus constituyentes se ha propuesto que estos
compuestos presentan una interaccion lo suficientemente fuerte con el ADN debido a la
presencia del sistema aromatico policiclico. Estudios tedricos muestran que las Casiopeinas
pueden tener una interaccion de apilamiento al interactuar con las bases puricas y
pirimidicas aisladas. El apilamiento es mucho mas favorecido con adenina, en donde las
adeninas fungen como donadores de densidad electrénica mientras que los aceptores de
densidad en este par donador-aceptor formado son los ligantes de la Casiopeina. Con las
otras bases se presenta la coordinacion de las bases en una posicion axial del ion metélico
teniendo una mayor preferencia en la coordinacién citocina y guanina. °’

Para tratar de entender que pasaba con las Casiopeinas interactuando con la doble hélice del
ADN se realizaron simulaciones de dindmica molecular construyendo cuatro cadenas de

ADN de tipo B con las siguientes secuencias: poli-d(AAAAAAAAAA),, poli-
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d(ATATATATAT),, poli-d( GGGGGGGGGG), y poli-d(GCGCGCGCGC),, las cuales se
hicieron interactuar con el compuesto [Cu(2,2-bipiridina)(acetilacetonato)(H,O)]NO;
(CaslIIDa). Los resultados de estas simulaciones muestran que el sitio de reconocimiento
preferencial es el surco menor del ADN, en particular el oxigeno del grupo fosfato presente
en este surco. La presencia de una molécula de agua en la posicion apical opuesta a la que
se coordina el oxigeno del fosfato del ADN es indispensable para que el aducto final sea
estable.

El andlisis de distribucion de densidad electronica dentro del marco tedrico de la teoria
cuantica de atomos en moléculas (QTAIM por sus siglas en inglés) muestra que si se
considera que el cobre en la Casiopeina presenta una geometria cuadrada entonces la
densidad electronica se queda en las inmediaciones del ion metalico. Sin embargo, cuando
se introduce una molécula de agua en la posicion apical (generando un compuesto con una
geometria de pirdmide de base cuadrada) entonces la molécula de agua y el ion metélico
pierden densidad electronica que se redistribuye hacia los ligantes bipiridina y
acetilacetonato. El exceso de densidad en estos ligantes es lo que genera interacciones del
tipo O-n(C), O--mr (N) y C-H-m entre la Casiopeina y la unidad desoxirribosa
incrementando la estabilidad del aducto. *®

Los resultados obtenidos con los estudios tedricos son coincidentes con las imagenes de
microscopia de fuerza atdmica que muestran que la interaccion entre las Casiopeinas y el
ADN existe y que en algunos casos no solo se presenta la interaccion con el ADN sino
también la ruptura del ADN plasmidico empleado para estos estudios. En este estudio se
muestra nuevamente el efecto de la presencia de un sistema aromatico con un anillo
aromatico mas (1,10-fenantrolina) con respecto al sistema con bipiridinas, pues en el caso

de este ultimo se evidencian deformaciones estructurales del ADN plasmidico pBR322 y un
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bajo grado de ruptura del ADN, mientras que en los sistemas con fenantrolina se presento
un alto grado de ruptura después de 24 horas de incubaciéon.”” La ruptura de ADN
plasmidico se ha visto en otros sistemas en donde la adicion de un agente reductor (acido
ascorbico o B-mercaptoetanol) incrementa la capacidad de estos compuestos para degradar
el material genético.'”

La interaccioén con el ADN puede ser uno de los factores que desencadenen la muerte de las
células tumorales, sin embargo, ésta ruptura también puede ser provocada por otros
procesos como la induccién de apoptosis.'®" Otro de los factores que pueden desencadenar
la muerte celular son la generacion de ROS o el consumo de los agentes antioxidantes que
se encargan de controlar las concentraciones de ROS.'"*'"” Mecanisticamente las ROS
controlan la proliferacion celular sostenida, estan involucradas en la muerte celular tanto
apoptdtica como necrotica, también estan asociadas a la formaciéon de mutaciones en el
ADN mitocondrial o nuclear y en algunos casos estimulan la generacion de un ambiente
pro-angiogénico.'” Por todo lo anterior, las ROS juegan un rol principal en procesos de
muerte celular y procesos inflamatorios haciendo indispensable su estudio para conocer la
capacidad de algunos compuestos de generar un desbalance redox que incline la balanza de
sefializacion hacia alguno de los dos extremos: proliferacion o muerte celular.

En el caso de las Casiopeinas se tienen evidencias de que estos compuestos son capaces de
generar ROS en diferentes células tumorales murinas como melanoma B16,'” glioma C6™*
o leucemia L1210 y en células tumorales humanas entre las que se encuentran carcinoma

L 10 adenocarcinoma de colon (HCT-15),”

cervico-uterino (HelLa vy SiHa),89’ ’
adenocarcinoma de glandula mamaria (MCF-7),91 de pulmon (A549, HI57 y SKL-U)89’ 92 y

meduloblastoma.®®
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En muchos de estos trabajos se informa que la fragmentacion del ADN también estaba
acompafiada por una produccion importante de ROS que son responsables en parte de la
citotoxicidad mostrada por estos compuestos. Lo anterior se pudo comprobar al adicionar
agentes atrapadores de radicales como el DMSO y observar una disminucién en la
toxicidad con respecto al sistema sin DMSO.” La disminucion de glutation (GSH)
intracelular fue otra sefal del desbalance redox que provocaba la administracion de
Casiopeinas en cultivos tumorales. Se observd que la disminucion de GSH intracelular era
dependiente de la concentraciéon de Casiopeina administrada y que aun cuando se
administrara Glutation reductasa no era recuperada en su totalidad. De la misma forma, al
administrar butionina sulfoximina (BSO, por sus siglas en inglés) que es un inhibidor de la
enzima Glutamato cisteina ligasa''' se potencia la citotoxicidad de la Casiopeina
administrada haciendo evidente que el desbalance redox es un factor fundamental para el
mecanismo de accidn de éstos compuestos de coordinacion.”*

De todos los resultados anteriores, se propone un mecanismo en el cual el GSH intracelular
sirve como fuente de electrones para que se lleve a cabo la reduccion del Cu(Il) presente en
la Casiopeina y la generacion del radical glutatilo (GSHe). Una vez que eso pasa, el sistema
de Cu(l) puede reaccionar con el perdxido de hidrégeno generado por la reaccion entre la
superoxido dismutasa (SOD) y el radical superoxido (O,") para obtener al radical hidroxilo
(HOe°) y regenerar la especie de Cu(Il). El radical hidroxilo generara dafos en el ADN

mitocondrial que generard una disfuncionalidad importante en la mitocondria que llevara a

la muerte celular (figura 11).
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Figura 11. Mecanismo de accion propuesto para la Casiopeina IIgly ([Cu(4,7-dimetil-1,10-
fenantrolina)(glicinato)(H,O)]NOs(47dmfengly) modificado de la referencia 88. GSH=

glutation, mtADN= ADN mitocondrial y CRM= Cadena respiratoria mitocondrial.

Considerando que la finalidad de todos estos estudios es generar un compuesto que pueda
emplearse en terapia como agente antitumoral, los compuestos elegidos para las siguientes
etapas de este largo camino que conlleva el desarrollo de un nuevo farmaco deben cumplir
con un indice terapéutico (ventana terapéutica) lo mas grande posible. El indice terapéutico
esta definido como la relacion entre la dosis que produce un efecto toxico determinado no
compatible con la indicacion terapéutica (por ejemplo, la dosis téxica en 50% de los
individuos, DTsg) con respecto a la dosis en la cual se cumple con la funcién farmacologica
deseada (por ejemplo, la dosis efectiva en 50% de los individuos, DEsp). Un indice

terapéutico alto es preferible para que un farmaco para ser considerado como un agente con
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un perfil de seguridad favorable, sin embargo, en algunos casos donde los tratamientos son
muy limitados un indice terapéutico bajo puede ser una de las unicas opciones.''?

Los resultados encontrados para una de las Casiopeinas denominada Cas Illia ([Cu(4,4’-
dimetil-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato)(H,O)]NOs) en animales con adenocarcinoma de
colon (HCT-15) xenotransplantado™ gener¢ altas expectativas con respecto a la eleccion de
este compuesto para estudios de fase clinica. Aunque no fue uno de los compuestos que
presentd la mayor actividad antiproliferativa en los ensayos in vitro y tampoco fue de los
mas activos respecto al retardo en el tiempo de crecimiento del tumor, la Cas IlI-ia presentod
resultados sumamente alentadores pues al administrar el compuesto se logré que el tumor
incrementara su volumen en mas tiempo (un retardo en dias de tres veces para que el tumor
llegara al doble de su volumen) con respecto al control con un esquema de tratamiento de 6
dosis de 6 mg/Kg cada 4 dias. Ademas, el tratamiento indujo la muerte del tejido a través
de la via apoptodtica de acuerdo a la morfologia celular y aunque el andlisis histologico
revela un efecto de irritacion cronica en la serosa peritoneal no fueron registradas pérdidas
de peso en los animales tratados que es uno de los indicadores de toxicidad que se
manifiesta de manera inmediata.'"?

Todo lo anterior motiva a realizar un estudio sistematico sobre la capacidad de las
Casiopeinas para interactuar con el ADN, para generar especies reactivas de oxigeno y en
qué condiciones se llevan a cabo estas reacciones, si son capaces de interactuar con el ADN
y si son capaces de reaccionar como nucleasas quimicas. Una vez reunida toda esta

informacion comprobar si son factores que influyen en la muerte de células tumorales

NXenotransplante o transplante heter6logo es el transplante de téjidos, células u 6rganos entre una especie y
otra, idelamente entre especies proximas para evitar el rechazo, como de cerdos a humanos. En el caso de los
ensayos con ratones, a los roedores se les suprime el sistema inmunolodgico para evitar el rechazo de las
células tumorales humanas. Este raton no presenta vello corporal, por lo que recibe el nombre de raton
desnudo.
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humanas y como afectan a las células de rapido crecimiento que no estan transformadas

como los linfocitos y los macrofagos de sangre periférica humana.
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3.0 Hipotesis

Los compuestos pertenecientes a la familia de las Casiopeinas interactuan fuertemente con
el ADN y funcionan como nucleasas quimicas. La capacidad de cada uno de estos
compuestos para cumplir con ambas funciones esta modulada por su esfera de coordinacién

inmediata, misma que influye en su actividad antiproliferativa.

4.0 Objetivos
e Sintetizar y caracterizar los quelatos mixtos de Cu(II) Casiopeinas.
e Estudiar la capacidad de las Casiopeinas para interactuar con ADN.
e Evaluar su capacidad para generar especies reactivas de oxigeno y las condiciones
necesarias para ello.
e Determinar si las Casiopeinas actian como nucleasas quimicas.
e Determinar si existe selectividad de induccion de muerte en células tumorales

respecto a c€lulas sanas.
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5.0 Resultados y Discusion
5.1 Sintesis y caracterizacion de Casiopeinas

Se sintetizaron 35 Casiopeinas de acuerdo a las patentes registradas,* el conjunto completo
solo fue empleado para la determinacién de la geometria de las Casiopeinas en estado
solido y en disolucion. En las secciones posteriores con base a los resultados del estudio
QASR se seleccionaron sélo algunas de ellas para los estudios de interaccion con adenina,
adenosina, 2-desoxiadenosin-5-monofosfato y ADN, actividad nucleasa, actividad
antiproliferativa y al inicio de cada seccidn se indicaran cuales fueron empleadas.

A continuacion se presentan los datos de caracterizacion de los compuestos de coordinacion

sintetizados.

[Cu(2,2’-bipiridina)(glicinato)(H,0)]NO; (Bpygly). Anélisis elemental (%) calculado para
C1,H14N4O6Cu (373.8gm01’1): C 38.56, H 3.77, N 14.98; encontrado: C 39.02, H 3.72, N
15.18. IR (KBr): v=3440, 3200, 1640, 1517, 1426, 1385 (NOs), 820, 729, 650 cm™; UV/Vis
(MeOH): Amax (€)=616 nm (59M'em™); per=1.80 MB; A (MeOH)=79.0 Scm’mol™’. EPR
(MeOH, 77K)= g= 2.243, g,= 2.057, A= 190.0, A,= 7.6. Se obtuvieron monocristales
adecuados para el estudio de difraccion de rayos X a través de la evaporacion lenta de la
mezcla de disolventes MeOH/H,O (50:50, v/v) en la cual se disolvio el compuesto. La

estructura obtenida se presenta en la figura 12.
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Figura 12. Estructura molecular del compuesto Bpygly.

[Cu(2,2’-bipiridina)(acetilacetonato) (H,0)[NO; (Bpyacac). Andlisis elemental (%)
calculado para C;sH;oN3O;Cu (416.5 gmol'l): C 43.22, H 4.59, N 10.08; encontrado: C
10.21, H 42.95, N 9.95. IR (KBr): v= 1513, 1600, 1577, 1523, 1446, 1384 (NO3), 730, 639
cm™; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 606 nm (55 M'em™); peg= 1.74MB; A (MeOH)=85.0

Scm’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g=2.252, g,= 2.066, A= 188.0, A = 8.0.

[Cu(2,2’-bipiridina)(salicilaldehidato)(H;0)[NO; (Bpysalal) Analisis elemental (%)
calculado para C;7H;sN3;0sCu (420.8 gmol'l): C 48.51, H 3.59, N 9.98; encontrado: C
49.01, H 4.20, N 10.21. IR (KBr): v= 1645, 1621,1581, 1487, 1384, (NO;), 884, 767 cm’’;
UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 623 nm (62 M'em™); per= 1.81 MB; A (MeOH)= 73 Scm’mol”
! EPR (MeOH, 77K)= g= 2.253, g,= 2.034, A= 171.5, A;= 11.0. Se obtuvieron
monocristales por evaporacion lenta de metanol. La estructura molecular se presenta en la

figura 13.
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Figura 13. Estructura molecular del compuesto Bpysalal.

[Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(glicinato) (H;0)]NO; (44dmbpygly). Analisis elemental
(%) calculado para Ci4H;sN4O¢Cu-0.5H,0 (408.9gmol™): C 41.09, H 3.94, N 13.70;
encontrado: C 40.92, H 4.12, N 14.20. IR (KBr): v=3430, 3250, 1629,1519, 1426, 1384
(NO3), 822, 722, 635 cm™'; UV/Vis (MeOH): Apay(€)= 624 nm (62 M'em™); pe= 1.74 MB;
A (MeOH)= 87.9 Scm’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.236, g,= 2.056, A= 191.0, A,=
7.6. Monocristales adecuados para el estudio de difraccion de rayos X se obtuvieron

evaporando lentamente el disolvente, en este caso H,O.

Figura 14. Estructura molecular del compuesto 44dmbpygly.
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[Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato) (H,0)]NO; (44dmbpyacac). Anilisis
elemental (%) calculado para C;7H,1N3;06Cu (426.9 gmol'l): C 47.83, H 4.96, N 9.84;
encontrado: C 47.84, H 5.07, N 9.97. IR (KBr): v= 3463, 1616, 1587, 1525, 1490, 1384
(NOs), 730 cm'l; UV/Vis (MeOH): Apax (€)= 602 nm (58 M'lcm'l); Les= 1.80MB; A
(MeOH)= 81.5 Scm’mol”. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.221, g,= 2.056, A= 182.0, A = 8.0.
Se obtuvieron monocristales adecuados para experimentos de difraccion de rayos X

evaporando lentamente una disolucidon acuosa saturada. La estructura molecular se muestra

en la figura 15.
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Figura 15. Estructura molecular del compuesto 44dmbpyacac.

[Cu(4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina)(salicilaldehidato) (H,O)][NO; (44dmbpysalal). Andlisis
elemental (%) calculado para C;7H;9N3;0sCu (430.9 gmol'l): C 52.95, H 397, N 7.95;
encontrado: C 52.60, H 4.11, N 7.69. IR (KBr): v= 1651, 1621, 1583, 1487, 1150, 1384
(NO3), 884, 767 cm™'; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 607 nm (60 M'cm™); per= 1.75 MB; A
(MeOH)= 76 Scm’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g= 22.248, g,= 2.032, A= 173.0, A,= 11.0.
Se obtuvieron monocristales adecuados para experimentos de difraccion de rayos X
evaporando lentamente una disolucién metandlica saturada. La estructura molecular del

compuesto se presenta en la figura 16.
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Figura 16. Estructura molecular del compuesto 44dmbpysalal.

[Cu(5,5°-dimetil-2,2’-bipiridina)(glicinato) (H>0)]NO; (55dmbpygly). El analisis elemental
(%) calculado para C;4H;sN4sOsCu-H,O (417.9gmol'1): C 40.23, H 3.85, N 13.41;
encontrado: C 40.92, H 3.92, N13.60. IR (KBr): v= 3430, 3250, 1629, 1519, 1426, 1384
(NO3), 822, 722, 635 cm™; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 602 nm (59 M'cm™); peg= 1.88
MB; A (MeOH)= 85.2 Scm’mol”. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.248, g,= 2.060, A= 189.6,
A = 12.6. Los monocristales adecuados para el estudio de difraccion de rayos X se

obtuvieron por evaporacion lenta de H,O. La estructura se presenta en la figura 17.

Figura 17. Estructura molecular del compuesto S5dmbpygly.
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[Cu(5,5’-dimetil-2,2’-bipiridina)(acetilacetonato) (H,O)]NO; (55dmbpyacac). Anélisis
elemental (%) calculado para C;7H,1N3;06Cu (431.0 gmol'l): C 47.83, H 4.96, N 9.84;
encontrado: C 47.48, H 5.07, N 9.97. IR (KBr): v= 1623, 1528, 1418, 1577, 1384 (NO3),
727, 852 cm’™; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 606 nm (48 M'em™); per = 1.88 MB; A
(MeOH)= 80.4 Scm’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g=2.251, g,= 2.064, A= 189.5, A= 13.6.
Los monocristales adecuados para el estudio de difraccion de rayos X se obtuvieron por

evaporacion lenta de H,O. La estructura molecular se presenta en la figura 18.

Figura 18. Estructura molecular del compuesto 55dmbpyacac.

[Cu(5,5-dimetil-2,2 -bipiridina)(salicilaldehidato) (H,O)J[NO; (55dmbpysalal) Andlisis
elemental (%) calculado para C;7H;9N3;0sCu (430.9 gmol'l): C 5295, H 397, N 7.95;
encontrado: C 52.60, H 4.11, N 7.69. IR (KBr): v= 1651, 1621, 1583, 1487, 1150, 1384
(NO3), 884, 767 cm™'; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 628 nm (64 M'cm™); per= 1.81 MB; A
(MeOH)= 74 Scm’mol”’. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.256, g,= 2.060, A= 181.1, A= 12.0.
Los monocristales adecuados para el estudio de difraccién de rayos X se obtuvieron por

evaporacion lenta de MeOH. La estructura molecular se presenta en la figura 19.
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Figura 19. Estructura molecular del compuesto SSdmbpysalal.

[Cu(1,10-fenantrolina)(glicinato)(H;0)]NO; (Fengly). El analisis elemental (%) calculado
para Ci4HsN4O;Cu (415.8gm01’1): C 40.43, H 3.87, N 13.47; encontrado: C 41.12, H 3.95,
N 13.62. IR (KBr): v=3419, 3258, 1612, 1520, 1430, 1384(NOs), 851, 722, 649 cm™'; UV
(MeOH): Amax (€)=610 nm (58 M'cm™); peg= 1.80 MB; A (MeOH)= 72.0 Scm’mol™". EPR

(MeOH, 77K)= g= 2.250, g,= 2.052, A= 183.0, A= 7.6.

[Cu(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)(H;O)JNO; (Fenacac) Analisis elemental (%)
calculado para C;7H;9N3;0;Cu (440.9 gmol'l): C 46.31, H 4.34, N 9.53; encontrado: C
46.13, H 4.54, N 9.32. IR (KBr): v=3432, 1623, 1587, 1519, 1429, 1384 (NO3), 858, 725
cm™; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 612 nm (62 M'em™); pep= 1.88MB; A (MeOH)= 85.0
Sem’mol”. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.225, g,= 2.060, A= 179.5, A,= 8.0. Los
monocristales adecuados para el estudio de difraccion de rayos X se obtuvieron por
evaporacion lenta de una disolucion que contenia la mezcla de disolventes H,O:MeOH

(1:1, v/v). La estructura molecular del compuesto se presenta en la figura 20.
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Figura 20. Estructura molecular del compuesto Fenacac.

[Cu(1,10-fenantrolina)(salicilaldehidato)(H>0)]NO; (Fensalal) Andlisis elemental (%)
calculado para C;9H;sN3;O0¢Cu (444.8 gmol'l): C 51.29, H 3.39, N 9.44; encontrado: C
50.95, H 4.05, N 9.65. IR (KBr): v= 1623, 1519, 1429, 1587, 1384 (NO3), 725, 858 cm™;
UV/Vis (MeOH): Amay (€)= 625 nm (68 M'em™); per = 1.82 MB; A (MeOH)= 78.0

Scm’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g=2.257, g,=2.038, A=170.2, A,=11.5.

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato) (H,O0)[NO; (47dmfengly) Se obtuvo un
polvo azul después de agitar durante 20 minutos la mezcla final de reaccion. El analisis
elemental (%) calculado para C;¢HyN4O7Cu (443.9 gmol'l): C 43.29, H 4.54, N12.62;
encontrado: C43.53, H 4.70, N 12.61.IR (KBr): v=3446, 3255, 1602, 1525, 1429,1383
(NO3), 871, 726, 637 cm™'; UV (MeOH): Apax (£)=623 nm (58 M'cm™). per= 1.76 MB; A

(MeOH)= 75.1 Sem’mol™ EPR (MeOH, 77K)= g=2.237, g,=2.054, A= 189.0, A,=7.6.

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)(H,O)[NO; (47dmfenacac) Anilisis
elemental (%) calculado para C;9H»;N3OsCu (450.9 gmol'l): C 50.61, H 4.69, N 9.32;

encontrado: C 50.32, H 4.55, N 9.21. IR (KBr): v= 3413, 1622, 1577, 1521, 1425, 1384

65



(NO3), 869, 725 cm™'; UV/Vis (MeOH): Amayx (€)= 608 nm (65 M'em™); per= 1.80MB; A
(MeOH)= 87.0 Scm’mol ™. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.226, g,= 2.055, A= 182.0, A = 8.0.
Para este compuesto se pudieron obtener dos tipos de monocristales de muestras diferentes,
los primeros de ellos de una disolucion concentrada de acetonitrilo que se dejo evaporar
lentamente, mientras que los segundos se obtuvieron una vez que se cambi6 el contra i6n
de nitrato a hexafluorofosfato cuya formula minima es C,9H,;N,O3;BF4Cu, las estructuras

moleculares de los  compuestos se presenta en la  figura @ 21.

Figura 21. Estructura molecular de los compuestos a) 47dmfenacac y b)

47dmfenacacBF,.

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(salicilaldehidato) (H,0)]NO; (47dmfensalal) Anilisis
elemental (%) calculado para C,;H9N3OsCu (472.9 gmol'l): C 53.33, H 4.04, N 8.88;
encontrado: C 53.08, H 4.52, N 8.95. IR (KBr): v= 1653, 1625, 1583, 1490, 1384 (NOs),
1151, 884, 767 cm™; UV/Vis (MeOH): Amay (8)= 613 nm (63 M'em™); per= 1.79 MB; A

(MeOH)=76.0 Scm’mol”. EPR (MeOH, 77K)= gi= 2.253, g,= 2.037, A= 175.0, A= 12.0.

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(serinato) (H,O)]NO; (47dmfenser). Analisis elemental
(%) calculado para C7H;sN4O7Cu (453.9 gmol'l): C 44.98, H 3.99, N 12.34; encontrado: C
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45.12, H 4.43, N 12.51. IR (KBr): v= 3423, 3220, 1625, 1520, 1429, 1384 (NO3), 727, 852
cm™; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 630 nm (45 M'em™); per= 1.78 MB; A (MeOH)= 86
Scm’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.261, g,= 2.048, A= 187.7, A;= 7.8. Se obtuvieron

monocristales por evaporacion lenta de metanol. La estructura molecular se presenta en la

figura 22.

Figura 22. Estructura molecular del 47dmfenser.

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(valinato) (H,0)[NO; (47dmfenval) Anilisis elemental
(%) calculado para Ci9H24N4O6Cu (467.9 gmol'l): C 48.67, H 5.3, N 11.98; encontrado: C
48.77, H 11.97, N 5.17. IR (KBr): v= 3305, 3243, 2961, 164, 1578, 1385(NOs), 1130, 933,
871, 726, 637 cm™'; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 609 nm (100 M'cm™); per= 1.81MB; A

(MeOH)= 100.4 Sem’mol™". EPR (MeOH, 77K)= g=2.251, g,=2.050, A= 184.1, A,=9.5.

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(alaninato) (H,0)]NO; (47dmfenala) Analisis
elemental (%) calculado para C;7H;sN4OsCu (443.9 gmol'l): C43.57, H 4.58, N 12.52;
encontrado: C 43.29, H 4.54, N 12.62. IR (KBr): v= 3305, 3253, 2945, 1600, 1579, 1430,

1383 (NO3), 871, 726, 637 cm™'; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 611 nm (116 M'em™); peg=
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1.78MB; A (MeOH)= 102.0 Scm’mol’. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.235, g,= 2.058, A=

183.0, A;=9.0.

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(leucinato) (H0)]NO; (47dmfenleu) Analisis elemental
(%) calculado para Co0H2eN4OCu (482.0 gmol™): C 49.63, H 5.44, N 11.52; encontrado: C
49.84, H 5.44, N 11.62. IR (KBr): v= 3440, 3261, 2964, 1649, 1580, 1425, 1383 (NO3),
1118, 931, 871, 726, 637 cm™; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 595 nm (86 M'em™); pes=
1.77MB; A (MeOH)= 100.1 Scm’mol”. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.234, g,= 2.057, A=
179.0, A;= 11.0. Se obtuvieron monocristales por evaporacion lenta de metanol. La

estructura molecular se presenta en la figura 23.

Figura 23. Estructura molecular del 47dmfenleu.

[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(isoleucinato)(H,0)]NO; (47dmfenile) Analisis
elemental (%) calculado para C,oH30N4OsCu (518.0 gmol']): C 4642, H 6.02, N 10.58;
encontrado: C 46.37, H 5.84, N 10.82. IR (KBr): v= 3463, 2963, 1615, 1579, 1427, 1384
(NO3), 1172, 930, 871, 726, 637 cm™'; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 605 nm (76 M 'cm™);
= 1.68MB; A (MeOH)=98.2 Scm’mol”'. EPR (MeOH, 77K)= g=2.237, g,=2.057, A=
183.0, A;=10.5.
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[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(norleucinato)(HO)J]NO;  (47dmfennle)  Andlisis
elemental (%) calculado para C,yH,sN4O;Cu (500.0 gmol'l): C 48.02, H 5.26, N 11.44;
encontrado: C 48.04, H 5.64, N 11.21. IR (KBr): v= 3313, 3243, 2954, 1657, 1579, 1426,
1384 (NO3), 1116, 932, 871, 726, 637 cm™; UV/Vis (MeOH): Apax (8)= 614 nm (50 M™'cm’
: = 1.70MB; A (MeOH)= 126.8 Scm’mol ™. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.234, g,= 2.057,

A=184.0,A;=11.0.

[Cu(5-metil-1,10-fenantrolina)(glicinato) (H,0)]NO; (5mfengly) El analisis elemental (%)
calculado para C;sH)N4OgCu (447.88 gmol'l): C40.22, H 4.50, N 12.50; encontrado: C
39.95, H 4.63, N 12.39. IR (KBr): v=3404, 3253, 1632, 1524, 1430, 1384 (NOs), 816, 730,
622 cm™; UV (MeOH): Amax (€)= 610 nm (57 M'em™); peg= 1.85 MB; A (MeOH)= 83.3
Scm’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.243, g,= 2.057, A= 187.0, A,= 7.6. Los cristales
adecuados para el estudio de difraccidon se obtuvieron por eliminacion lenta de metanol. La

estructura molecular de este compuesto se muestra en la figura 24.

Figura 24. Estructura molecular del compuesto Smfengly.
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[Cu(5-metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)(H,;0)]NO; (5mfenacac) Analisis
elemental (%) calculado para C;gH,N3;0,Cu (454.9 gmol'l): C 47.52, H 4.65, N 9.24;
encontrado: C 47.66, H 4.92, N 9.15. IR (KBr): v= 3473, 1625, 1577, 1519, 1427, 1384
(NO3), 811, 729 cm™; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 607 nm (45 M 'em™); peg= 1.89MB; A

(MeOH)=91.0 Scm’mol™!. EPR (MeOH, 77K)= g=2.223, g,=2.058, A= 178.2, A,= 8.0.

[Cu(5-metil-1,10-fenantrolina)(salicilaldehidato)(H,0)]NO; (Smfensalal) Analisis
elemental (%) calculado para C,oH;9N3;0;Cu (476.9 gmol'l): C 50.36, H 4.01, N 8.81;
encontrado: C 50.20, H 3.95, N 8.75. IR (KBr): v= 1648, 1624, 1582, 1485, 1428, 1384
(NO;), 884, 767 cm™'; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 620 nm (61 M"'em™); pegr= 1.79 MB; A

(MeOH)= 75 Scm’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g=2.253, g.=2.037, A= 175.0, A,= 12.0.

[Cu(4-metil-1,10-fenantrolina)(glicinato)(H,0)[NO; (4mfengly) El analisis elemental
(%) calculado para C;sH3sN4O7Cu (429.87): C 41.91, H 4.22, N 13.03; encontrado: C

43.27, H 4.18, N 12.95.IR (KBr): v=3419, 3258, 1612, 1520, 1430, 1384 (NOs), 851, 722,
649 cm™; UV (MeOH): Ama= 610 nm (g)= 61 M'em™; pe= 1.80 MB; A (MeOH)= 87.2 S

cm’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g=2.243, g,=2.054, A= 187.0, A,=7.6.

[Cu(4-metil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)(H;0)]NO; (4dmfenacac) Analisis
elemental (%) calculado para C;gH;7N;0sCu (418.9 gmol'l): C 51.61, H 4.09, N 10.03;
encontrado: C 51.45, H 4.16, N 10.24. IR (KBr): v= 3470, 1623, 1577, 1518, 1428, 1384
(NO3), 852, 727cm™; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 608 nm (M'em™); peg= 1.92MB; A

(MeOH)= 81.5 Scm’mol™. EPR (MeOH, 77K)= gi=2.220, g,= 2.064, A= 187.0, A = 8.0.
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[Cu(4-metil-1,10-fenantrolina)(salicilaldehidato) (H;0)]NO; (4dmfensalal) Analisis
elemental (%) calculado para C,oH;7N3;06Cu (458.9 gmol'l): C 52.34, H 3.73, N 9.15;
encontrado: C 52.68, H 4.56, N 9.42. IR (KBr): v= 1646, 1621, 1581, 1487, 1384(NOs),
884, 767 cm™; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 615 nm (63 M'em™); per = 1.81 MB; A

(MeOH)= 79 Sem’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.246, g,= 2.052, A= 180.0, A= 12.0.

[Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato) (H,O)[NO;  (56dmfengly) El andlisis
elemental (%) calculado para C;¢H;sN4OsCu (443.89 gmol'l): C 45.12, H4.26, N 13.15;
encontrado: C 46.11, H 4.21, N 13.43. IR (KBr): v= 3421, 3261, 1632, 1525, 1435, 1385
(NO3), 822, 709, 597 cm™; UV (MeOH): Amax (€)= 612 nm (60 M'em™); peg= 1.71 MB; A
(MeOH)= 76.1 Sem’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.242, g,= 2.056, A= 190.0, A= 7.6.
Los cristales adecuados para el estudio de difraccion de rayos X se obtuvieron por
evaporacion lenta de la mezcla MeOH/H,0. La estructura molecular del compuesto se

muestra en la figura 25.

Figura 25. Estructura molecular del compuesto S6dmfengly.
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[Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato) (H,O0)[NO; (56dmfenacac) Andlisis
elemental (%) calculado para C;9H»3N30,Cu (468.9gmol'1): C 48.66, H 4.94, N 8.96;
encontrado: C 48.45, H 4.70, N 8.73. IR (KBr): v= 3488, 1606, 1581, 1517, 1430, 1384
(NO3), 819, 730 cm™; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 604 nm (64 M'em™); peg= 1.82MB; A

(MeOH)= 80.0 Scm’mol”". EPR (MeOH, 77K)= g=2.221, g,= 2.056, A= 178.5, A= 8.0.

[Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(salicilaldehidato) (H,0)]NO; (56dmfensalal) Anélisis
elemental (%) calculado para C, H9N3;OsCu (472.9 gmol'l): C 53.33, H 4.04, N 8.88;
encontrado: C 53.08, H 4.52, N 8.95. IR (KBr): v= 1653, 1625, 1583, 1490, 1384 (NO3),
1151, 884, 767 cm™'; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 616 nm (60 M'em™); per= 1.74 MB; A

(MeOH)= 78.0 Scm’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g=2.250, g,= 2.040, A= 178.0, A= 12.0.

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(glicinato) (H,0)[NO; (tmphengly) El andlisis
elemental (%) calculado para C;sHCuN4Og (435.9 gmol'l): C 47.63, H4.88, N 12.34;
encontrado: C 46.97, H 4.84, N 12.67.IR (KBr): v=3395, 3300, 1620,1533, 1434, 1385
(NO3), 828, 725, 645 cm™; UV (MeOH): Amax (€)=616 nm (61 M'em™); per=1.78 MB; A
(MeOH)=79.2 Scm’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.243, g,= 2.057, A= 189.0, A= 7.6.
Los monocristales adecuados para el estudio de difracciéon de rayos X se obtuvieron por
evaporacion lenta de metanol. La estructura molecular del compuesto se presenta en la

figura 26.
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Figura 26. Estructura molecular del compuesto tmfengly.

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)(H;0)]NO; (tmphenacac)
Analisis elemental (%) calculado para C,;H,sN306Cu (479.0 gmol'l): C 52.66, H 5.26, N
8.77; encontrado: C 52.46, H 4.90, N 8.50. IR (KBr): v= 3338, 1618, 1583, 1517, 1430,
1375 (NO3), 833, 727 cm™'; UV/Vis (MeOH): Amax ()= 610 nm (M'em™); pes= 1.78MB; A

(MeOH)= 79.5 Sem’mol™". EPR (MeOH, 77K)= g=2.224, g,=2.056, A= 184.0, A= 8.0.

[Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(salicilaldehidato) (H,0)]NO;3 (tmphensalal)
Andlisis elemental (%) calculado para C,3H,1N306Cu (498.7 gmol'l): C 55.36, H 4.24, N
8.42; encontrado: C 55.60, H 4.52, N 8.51. IR (KBr): v= 1645, 1621, 1581, 1487, 1384
(NO3), 1154, 884, 767 cm™'; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 620 nm (64 M'cm™); pegr= 1.81
MB; A (MeOH)= 79 Scm’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g=2.253, g,=2.037, A= 175.0, A,=

12.0.

[Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(glicinato) (H;0)]NO; (47dpphengli) Anélisis elemental
(%) calculado para CyH23N4O6Cu (559.01 gmol']): C 5581, H4.11, N 10.01; encontrado:

C 55.69, H 4.02, N 9.95. IR (KBr): v= 3449, 3240, 1604, 1522, 1428, 1384 (NOs), 852,
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709, 622 cm™; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 604 nm (52 M'em™); per = 1.85 MB; A

(MeOH)= 71.5 Sem’mol ™. EPR (MeOH, 77K)= g=2.275, g.= 2.035, A= 183.0, A,=7.6.

[Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)(H,0)[NO; (47dpphenacac) Anélisis
elemental (%) calculado para CaoHasN3OgCu (575.0 gmol™): C 60.57, H 4.38, N 7.31;
encontrado: C 60.43, H 4.22, N 7.22. IR (KBr): v= 3417, 1620, 1585, 1517, 1427, 1384
(NOs), 854, 736 cm™; UV/Vis (MeOH): Amax ()= 609 nm (M'em™); per= 1.87MB; A
(MeOH)= 78.0 Sem’mol™. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.221, g,=2.059, A= 179.9, A= 6.0.
Los monocristales adecuados para el estudio de difraccion de rayos X se obtuvieron por
evaporacion lenta de una disolucion metandlica concentrada. La estructura molecular se

muestra en la figura 27.

Figura 27. Estructura molecular del compuesto 47d@fenacac.

[Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(salicilaldehidato) (H,0)]NO; (47dpphensalal) Analisis
elemental (%) calculado para C;;H23N304Cu (597.0 gmol']): C 62.35, H 3.88, N 7.03;
encontrado: C 62.76, H 4.60, N 7.15. IR (KBr): v= 1646, 1623, 1581, 1487, 1151, 1384
(NO;), 884, 767 cm™'; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 609 nm (64 M'em™); pegr= 1.81 MB; A
(MeOH)= 78.0 Scm’mol ™. EPR (MeOH, 77K)= g=2.246, g,=2.036, A= 179.6, A= 12.0.
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[Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(serinato)(H,O0)[NO; (47dpphenser) Andlisis elemental
(%) calculado para C,7H2,N407Cu (578.0 gmol'l): C 56.10, H 3.83, N 9.69; encontrado: C
56.43, H 4.32, N 9.82. IR (KBr): v= 3450, 3225, 1623, 1518, 1428, 1384 (NO»), 1577, 727,
852 cm™; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 610 nm (51 M'em™); per= 1.79 MB; A (MeOH)=
81.0 Scm’mol”’. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.269, g,= 2.047, A= 183.6, A,= 8.0. Se
obtuvieron monocristales adecuados para el estudio de difraccion de rayos X evaporando
lentamente una mezcla de disolventes MeOH:H,O (50:50, v/v). La estructura molecular del

compuesto se presenta en la figura 28.

Figura 28. Estructura molecular del compuesto 47d@fenser.

[Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(valinato) (H,0)[NO; (47dpphenval) Andlisis elemental
(%) calculado para Cy9H29N4O6Cu (593.1 gmol'l): C 58.72, H 4.92, N 9.44; encontrado: C
59.11, H 5.35, N 9.63. IR (KBr): v= 3445, 3225, 1612, 1586, 1463, 1384 (NOs), 890, 776,
643 cm™'; UV/Vis (MeOH): Amax (€)= 601 nm (48 M'em™); Lesr = 1.79 MB; A (MeOH)=
78.0 Scm’mol”. EPR (MeOH, 77K)= g= 2.255, g.= 2.048, A= 175.5, A;= 9.0. Los

monocristales adecuados para el estudio de difraccion de rayos X se obtuvieron por
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evaporacion lenta de una disolucion acuosa concentrada. La estructura molecular se

presenta en la figura 29.

Figura 29. Estructura molecular del compuesto 47dfenval.

5.2 Estudios de difraccion de rayos X de monocristal

De los compuestos sintetizados se obtuvieron 19 estructuras de las cuales se resumen las
distancias y angulos de enlace seleccionados en las tablas 3 y 4. De acuerdo con

' un enlace Cu-L axial menor a 2.4 A puede ser considerado como un enlace

Halcrow,1
formal Cu-L, mientras que distancias entre 2.4 A y 2.8 A representan interacciones débiles
predominantemente de tipo electrostatico. Lo anterior fue tomado en cuenta para definir las
geometrias adoptadas por los compuestos estudiados en este trabajo, practicamente todos
ellos presentan una geometria de piramide de base cuadrada. Aunque cinco de los
compuestos estudiados presentan una distancia entre 2.4A y 2.5A, se asumira para ellos

también una geometria efectiva de pirdmide de base cuadrada. Dicha asignacion se sustenta

con los resultados de RPE que son discutidos més adelante.
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Tabla 3. Distancias (A) y dngulos (°) de enlaces seleccionados.

Compuesto Cu-N1 Cu-N2 Cu-X1 Cu-X2 Cu-X3 N1-Cu-N2 N1-Cu-X1 N1-Cu-X2
Bpygly 2.013(2) 1.992(2) 2.003(2) 1.941(7) 2.219(8) 81.22(8) 168.73(8) 99.79(8)
Bpysalal 1.997(2) 1.998(2) 1.909(6) 1.957(2) 2.249(3) 81.36(1) 171.72(8) 91.48(9)
44dmbpygly 2.014(2) 1.976(2) 1.997(2) 1.947(2) 2.480(2) 81.07(7) 170.32(7) 102.36(7)
44dmbpyacac 1.994(6) 1.986(8) 1.905(7) 1.910(5) 2.361(4) 81.28(6) 171.49(6) 91.01(6)
44dmbpysalal 1.991(9) 1.991(5) 1.890(2) 1.964(8) 2.286(0) 81.12(6) 167.19(6) 92.65(6)
55dmbpygly 2.013(2) 1.996(2) 2.001(2) 1.937(2) 2.254(2) 80.94(8) 166.72(8) 99.27(8)
55dmbpygly® 1.999(2) 1.991(2) 1.986(2) 1.949(1) 2.370(2) 81.87(8) 167.92(8) 98.74(9)
55dmbpyacac 1.999(3) 2.003(2) 1.914(2) 1.912(2) 2.342(2) 81.41(1) 170.03(9) 91.42(9)
55dmbpyacac 2.002(2) 1.999(2) 1.905(2) 1.921(2) 2.252(2) 81.40(1) 166.95(9) 91.49(9)
55dmbpysalal 1.990(2) 1.988(4) 1.987(0) 1.966(2) 2.286(1) 81.46(7) 169.01(7) 91.56(7)
Fenacac 2.025(2) 1.998(2) 1.906(4) 1.926(3) 2.326(9) 81.96(9) 165.80(8) 90.71(9)
47dmfenacac 1.999(4) 1.992(5) 1.912(4) 1.903(4) 2.441(6) 81.59(1) 173.89(1) 91.37(1)
47dmfenacacBF, 1.999(3) 1.997(3) 1.911(3) 1.903(3) 2.455(1) 81.62(1) 171.46(1) 92.63(1)
47dmfenser 2.020(4) 1.998(4) 1.992(5) 1.956(4) 2.220(4) 81.86(1) 166.80(1) 98.18(1)
47dmfenleu 2.025(4) 2.001(6) 1.913(3) 1.991(0) 2.296(4) 81.92(0) 172.82(0) 102.58(3)
Smfengly 2.031(5) 2.006(1) 1.991(5) 1.947(4) 2.276(5) 81.79(1) 170.48(1) 101.40(2)
56dmfengly 2.018(8) 1.984(9) 1.981(6) 1.945(7) 2.514(1) 82.23(6) 174.74(6) 99.86(6)
3478tmfengly 2.010(2) 2.003(2) 1.987(3) 1.955(8) 2.372(2) 82.02(9) 164.52(9) 98.73(1)
47ddfenacac 2.000(2) 1.992(2) 1.916(2) 1.907(2) 2.275(1) 81.35(8) 169.90(9) 89.95(8)
47d¢fenser 2.015(5) 1.997(5) 1.933(4) 1.975(5) 2.206(5) 80.83(1) 162.22(0) 99.02(0)
47d¢fenval 2.003(5) 2.005(6) 1.935(5) 1.995(6) 2.214(7) 81.22(0) 162.12(0) 98.82(0)

® La celda unidad del compuesto 55dmbpyacac presenta dos unidades de compuesto con distancias de enlace diferente, aqui se presentan
los datos de la segunda unidad.
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Tabla 3. Distancias (A) y dngulos (°) de enlaces seleccionados. Continuacion.

Compuesto N1-Cu-N3 N2-Cu-X1 N2-Cu-X2 N2-Cu-X3 X1-Cu-X2 | X1-Cu-X3 | X2-Cu-X3
Bpygly 98.88(7) 91.97(7) 165.43(8) 97.50(7) 96.69(7) 84.56(7) 91.88(7)
Bpysalal 99.53(1) 94.18(8) 172.62(9) 85.23(1) 92.71(8) 86.99(1) 97.99(1)
44dmbpygly 93.62(6) 92.27(7) 175.70(8) 87.68(6) 89.50(7) 84.63(7) 93.12(6)
44dmbpyacac 96.82(6) 91.83(6) 168.24(6) 94.02(6) 94.85(5) 95.72(6) 88.61(5)
44dmbpysalal 91.85(6) 90.68(6) 167.69(6) 105.30(6) 93.50(6) 99.83(6) 85.39(6)
55dmbpygly 95.74(8) 92.07(8) 166.58(1) 96.11(8) 97.21(9) 84.91(8) 96.22(8)
55dmbpygly 99.49(8) 93.92(8) 178.29(9) 93.49(8) 92.07(9) 85.16(8) 92.04(7)
55dmbpyacac 96.08(9) 91.65(9) 169.84(9) 96.67(9) 94.50(9) 91.81(9) 91.23(8)
55dmbpyacac® 96.72(9) 89.94(9) 164.43(9) 97.67(9) 94.46(9) 91.08(9) 96.90(9)
55dmbpysalal 92.80(7) 91.96(7) 168.67(7) 106.87(7) 93.48(6) 97.55(7) 82.25(7)
Fenacac 97.05(8) 90.60(8) 162.29(9) 95.51(8) 94.95(8) 92.66(8) 95.69(7)
47dmfenacac 94.02(0) 92.43(1) 167.58(1) 96.82(0) 94.27(1) 86.62(0) 95.32(0)
47dmfenacacBF, 89.97(1) 90.69(1) 173.09(1) 91.57(1) 94.77(1) 92.26(1) 93.97(1)
47dmfenser 97.05(1) 93.61(1) 172.18(1) 92.80(1) 84.63(1) 95.54(1) 94.95(1)
47dmfenleu 89.13(0) 90.92(0) 158.53(0) 98.12(0) 84.43(0) 91.22(0) | 103.03(0)
Smfengly 95.37(1) 91.38(1) 168.20(3) 95.09(1) 84.04(1) 96.00(3) 91.80(2)
56dmfengly 85.90(5) 92.71(6) 177.82(6) 87.19(5) 85.21(6) 93.53(6) 92.45(5)
3478tmfengly 98.68(9) 93.27(9) 175.52(1) 93.01(9) 84.86(9) 91.24(1) 96.28(8)
47ddfenacac 91.39(8) 93.16(9) 165.34(8) 92.95(8) 93.59(9) 93.37(9) 99.07(9)
47d¢fenser 100.70(2) 92.62(0) 167.42(0) 95.32(0) 83.82(0) 96.32(0) 97.12(0)
47d¢fenval 100.90(3) 92.52(0) 166.23(0) 95.43(0) 83.42(0) 96.43(0) 98.13(0)

® La celda unidad del compuesto 55dmbpyacac presenta dos unidades de compuesto con distancias de enlace diferente, aqui se
presentan los datos de la segunda unidad.
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Tabla 4. Datos cristalograficos seleccionados para los compuestos estudiados

Compuesto Rs R p (A) o) o (°) T T

Bpygly 1.986 2.223 0.259 170.5 160.8 0.893 0.161
Bpyacac® 1.959 2.236 0.125 167.7 169.4 0.876 0.028
Bpysalal 1.965 2.429 0.038 171.7 172.6 0.809 0.015
44dmbpygly 1.982 2.480 0.035 170.3 178.4 0.799 0.134
44dmbpyacac 1.949 2.361 0.010 171.4 168.2 0.825 0.053
44dmbpysalal 1.959 2.286 0.255 167.1 167.6 0.857 0.008
55dmbpygly 1.981 2.370 0.053 178.2 167.9 0.835 0.172
55dmbpygly 1.986 2.254 0.110 166.7 166.5 0.881 0.165

55dmbpyacac 1.956 2.296 0.193 167.2 168.3 0.851 0.018

55dmbpyacac 1.956 2.296 0.193 167.2 168.3 0.851 0.018

55dmbpysalal 1.983 2.286 0.135 169.0 168.6 0.867 0.005
Fengly* 1.990 2.255 0.211 171.6 162.6 0.882 0.151
Fenacac 1.959 2.330 0.084 171.7 169.8 0.840 0.032
Fensalal® 1.961 2.402 0.035 171.4 173.8 0.816 0.040
47dmfengly® 2.012 2.460 0.128 169.6 178.3 0.818 0.145
47dmfenacac 1.950 2.450 0.029 174.0 167.6 0.795 0.106
47dmfenser 1.991 2.220 0.196 172.1 166.8 0.897 0.089
47dmfenleu 1.982 2.296 0.177 172.8 158.5 0.863 0.238
5mfengly 1.993 2.276 0.160 170.4 168.2 0.875 0.038
56dmfengly 1.981 2.565 0.057 174.6 178.4 0.772 0.063

56dmfensalal® 1.964 2.239 0.148 169.7 165.9 0.877 0.063

3478tmfengly 1.985 2.354 0.134 165.1 175.2 0.843 0.168

47dd¢fenacac 1.954 2.275 0.292 169.9 165.3 0.858 0.076
47dofensalal’ 1.959 2.306 0.021 171.7 169.6 0.849 0.035
47ddfenser 1.980 2.206 0.453 162.2 167.4 0.897 0.086
47ddfenval 1.985 2.214 0.469 162.0 166.2 0.896 0.070

? Datos tomados de la referencia 115; ® Datos tomados de la referencia 116; “ Datos tomados
de la referencia 117; dDatos tomados de la referencia 118; ® Datos tomados de la referencia
119; Datos tomados de la referencia 120.




En todos los compuestos la base de la pirdmide se encuentra ligeramente distorsionada
alrededor del Cu(Il), estando constituida por los atomos N(1), N(2), X(1) y X(2). N(1) y
N(2) son los atomos de nitrégeno de las diiminas aromaticas fen y bpy mientras que X(1) y
X(2) corresponde a los atomos donadores de los ligantes bidentados aminoacidato,
acetilacetonato y salicilaldehidato. Para todos los casos N(1) se refiere al nitrégeno en
posicion trans al oxigeno del aminoacidato o al oxigeno del aldehido en el caso de salal. La
posiciéon apical en estos compuestos fue ocupada por moléculas de disolvente
(generalmente agua o acetonitrilo como en el caso de 47dmfenacac) o por el contrario iones
como nitrato en el caso de bpysalal, 44dmbpysalal y 55dmbpysalal o tetrafluoroborato
como en 47dmfenacacBF;,.

Se analiz6 la distancia de enlace promedio con respecto a la composicion de la esfera de
coordinacion del Cu(Il). Para el sistema N3O las distancias promedio son: Cu-N;=2.012(1)
A, Cu-N,= 2.000(2) A, Cu-O; (Cu-X;)= 1.943(1) A y Cu-N;3 (Cu-X)= 1.987(2) A. Para
los sistemas con acac las distancias fueron Cu-N;= 1.997(2) A, Cu-N, = 2.002(1) A, Cu-O,
(Cu-X;) = 1.910(3) A and Cu-O;(Cu-X;) = 1.909(1) A y finalmente para los compuestos
con salal se tienen Cu-N;= 1.994(5) A, Cu-N; = 1.994(0) A, Cu-02 (Cu-X;) = 1.900(0) A
and Cu-O;(Cu-X3) = 1.961(1) A. De estos datos se observa que las distancias Cu-N son
ligeramente mas pequefias en los sistemas N,O, que en los sistemas que tienen
aminoacidato como segundo ligante, la diferencia se puede asociar a que los ligantes acac y
salal pueden participar en la redistribuciéon de la densidad electrénica mejor que los
aminoacidatos.

En todos los compuestos se observd que el Cu(ll) estaba desplazado una distancia p del
plano definido por los 4atomos N;/N,/X;/X,, los valores de p para cada compuesto se

presentan en la tabla 4. La distancia de desplazamiento del Cu(Il) con respecto al plano
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definido por los 4tomos donadores muestra una relacion inversa con la distancia que
presenta el Cu(Il) con el ligante en la posicion apical, tal como fue descrito por Hathaway
para sistemas en donde se presentan sélo ligantes ¢ -donadores.''

Para saber un poco mas acerca de la distorsion se empled el valor de tetragonalidad,
definido como el promedio de las distancias de enlace en la base de la pirdmide (Rg)
dividido por la distancia de enlace del Cu(II) al ligante en la posicion apical (Ry), T°=Rg¢/Ry.
asi como la distorsion angular 1 =|(0-0)/60|, donde 6 = /N;-Cu-X;yp = £ Np-Cu-X,.'?
Los valores de tetragonalidad para ligantes {-donadores se encuentran en el intervalo de
0.90 a 0.95, mientras que los valores encontrados para los compuestos estudiados en este
trabajo se encuentran en el intervalo de 0.77 a 0.89. La disminucion en los valores de
tetragonalidad pueden asociarse a dos factores: 1) una elongacion excesiva del enlace entre
el cobre y el atomo donador de la posicion apical (posicion apical ocupada por atomos
voluminosos como sulfuro, cloruro, bromuro o yoduro); ii) acortamiento en las distancias
de enlace de la base de la piramide si estos ligantes poseen orbitales desocupados que
puedan participar en interacciones de retrodonacion (por ejemplo, fenantrolinas y
bipiridinas). En el caso de las Casiopeinas, ambos efectos son observados de acuerdo a los
valores de las tablas 4. Los resultados se presentan de manera grafica en la figura 30. El
efecto de la distorsion angular con respecto al traslape entre los orbitales de los dtomos
donadores de la base de la pirdmide del compuestos de coordinacion se aprecian bien en la
figura 30c, en donde al incrementar la distorsién angular se incrementa el promedio de las
distancias presentes en la base de la piramide. En esta figura también es posible observar

que los compuestos que presentan la menor distorsion angular son los que cuentan con salal
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como ligante secundario seguidos por los compuestos con acac y los que presentan la

mayor distorsion son los que tienen aminoacidato en su estructura.

a)

b)
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Figura 30. Caracteristicas estructurales de las Casiopeinas en estado sélido. a) Desviacion
de la geometria adoptada por los compuestos respecto a la geometria regular en funcion del
cambio en la tetragonalidad para ligantes {-donadores (negro) y con ligantes aceptores n
(rojo, azul y verde). b) Relacion entre la distancia del cobre al plano N;/N,/X;/X; con
respecto a la distancia Cu-Ls. ¢) Cambio en el promedio de la distancia de la base de la
piramide respecto al cambio en la distorsion angular.

5.3 Comportamiento electroquimico

Dado que el potencial redox de estos compuestos ya ha sido utilizado como descriptor
electronico en estudios QSAR, en este trabajo se realizé un estudio electroquimico con la
finalidad de profundizar en el comportamiento electroquimico de estos compuestos en
diversos disolventes. Este estudio se realizd en metanol empleando hexafluorofosfato de
tetrabutilamonio como electrolito soporte y un arreglo de tres electrodos: carbon vitreo
como electrodo de trabajo, platino como electrodo auxiliar y un electrodo de plata como
pseudo-referencia.

El voltamperograma de la figura 31a muestra el comportamiento general del compuesto

56dmfengly. Se presentan dos senales de reduccion L. y Il con valores de potencial -0.349
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V y -0.548V respectivamente y dos sefales de oxidacion [,= -0.250 V y II,= 0.705 V con
respecto al par Fc|Fc'. Los cortes de potencial de la figura 31b muestran la dependencia de
las sefales observadas en donde es claro que ambas sefales de reduccion I, y II. estan
asociadas con la sefial de oxidacion I,. La senal II, se asocia a la oxidacion de especies
electrogeneradas cuando el barrido se llevo cerca de la barrera impuesta por el electrolito

soporte (-1.25V).

a)
60 "

la (-0.250V) i
a

30 - (0.705V)

-30 -

-15 -1.0 0.3 0.0 0.5 1.0 1.5
E/V |F¢'-Fc

i(uA)
A o
1 1 1
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c)

30.0 o

Figura 31. Comportamiento electroquimico general. a) Voltamperograma que muestra el
comportamiento general del compuesto 56dmfengly con el estudio de inversion de
potencial para asociar la dependencia de las sefiales observadas a una velocidad de 100
mV/s. b) Voltamperograma asociado al proceso Cu**—Cu’/Cu'—Cu*" de los cuales se
obtuvieron los valores de potencial de media onda mostrados en la tabla 5. c¢)
comportamiento de las corrientes de pico frente a la raiz cuadrada de la velocidad.

El comportamiento descrito anteriormente es el mismo que el observado cuando el estudio
se realiza en una mezcla de disolventes MeOH/H,O (1:1, v/v). En dicho estudio se
concluye que el primer pico de reduccion esté asociado al proceso Cu®” — Cu’ , mientras
que el segundo proceso (IIc) es una reduccion del Cu(Il) que se encuentra en el seno de la
disolucion pero que se lleva a cabo en un electrodo modificado debido a la adsorcion de las
especies de Cu(l) electrogeneradas.'® El proceso de adsorcién se explica por la afinidad de
los ligantes aromaticos por la superficie de carbon vitreo del electrodo de trabajo.'** Las
senales I,, II, y I son procesos cuasi-reversibles controlados por difusién de acuerdo al

comportamiento de los graficos de corriente de pico frente a la raiz cuadrada de la

velocidad (i, vs v”) (figura 31c) y la diferencia de potenciales de pico que se encuentran en
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el intervalo de 70 a 190 mV para todos los compuestos.' El comportamiento cuasi-
reversible en el proceso Cu’” — Cu' de las Casiopeinas se atribuye al cambio de la
geometria efectiva alrededor del ion metalico pasando de una pirdmide de base cuadrada a
una geometria tetraédrica después de la transferencia electronica.'*® Por lo anterior, los
datos de E,, se obtuvieron empleando los valores de potencial de los picos I y I, para cada
compuesto estudiado como se muestra en la figura 31b. Los resultados de potenciales de

media onda (E,,) se presenta un la tabla 5.

Tabla 5. Potenciales de media onda (E;;) en mV de los compuestos estudiados.

gly acac salal pK, Log ([Kcu" 1/ [Kcu"\])

gly acac salal
bpy 295 318 -336 4.42 383 | -421 | -441
4,4-dmbpy | 316 338 348 5.34 418 | -455 | -4.76
5,5-dmbpy | -310 1332 -345 5.18 408 | -445 | -466
Fen 259 271 293 4.93 323 | -3.43 | -3.80
4mfen 281 290 312 5.49 360 |375 |-411
Smfen 273 282 -305 5.27 346 | -3.61 | -4.00
47dmfen 310 318 337 5.95 408 | -421 | -453
56dmfen 292 -298 321 5.6 378 | -3.88 | -4.26
Tmfen 302 307 330 5.81 395 |-403 |-441
47ddfen 267 278 -300 5.16 336 |-355 |-3.91

* Los valores de pKa fueron tomados de la referencia 91 a excepcion del pK, del compuesto
55dmbpyacac, cuyo valor fue tomado de la referencia 127.

Los valores de E,, en compuestos de coordinacion de cobre pueden estar influenciados
fuertemente por dos factores, el primero de ellos es el caracter aceptor o donador m del
ligante y el segundo es que se presenten restricciones estructurales debidas al ligante
coordinado para adoptar la nueva conformacion debida al cambio en el estado de oxidacion,
128

aunque este segundo factor no representa un factor determinante, pues de acuerdo a

Rorabacher una vez que se da la transformacion a Cu(l), la estabilidad de los compuestos
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formados es practicamente insensible a los &tomos donadores que conformen su esfera de
coordinacién o alteraciones estructurales en disolucidén acuosa, siendo la estabilidad de las
especies de Cu(Il) las que definen los valores de potencial redox que presentara cada
compuesto.

En todos los compuestos se encuentra presente un ligante con un marcado caracter aceptor
7 (fenantrolina o bipiridina), lo cual proporciona una gran estabilidad al compuesto
ternario, esa estabilidad es atribuida a la retrodonacion m del ion metalico al sistema
aromatico.'””"** Sigel y colaboradores mostraron que los compuestos que involucran
fenantrolina son mas sensibles a la deslocalizacion de la densidad electronica que aquellos
con bipiridina.'”® La sensibilidad a la deslocalizacion de la densidad electronica puede
observarse al comparar los valores de Ei, de los compuestos con fenantrolina con sus
analogos de bipiridina. De acuerdo a Sigel y otros autores, la facilidad con la que se
reducen los compuestos que tienen fenantrolina en su estructura puede asociarse a la mayor
capacidad de participar en enlaces de retrodonacidn, debido a que la fenantrolina respecto a
la bipiridina es un sistema conjugado con un anillo aromético mas, que puede deslocalizar
la densidad electronica de manera mas eficiente y facilita asi que se reduzca el centro
metalico.'* 1%

Considerando que el valor de pK, de los ligantes nos proporciona su capacidad para
proporcionar densidad electronica al metal, de la grafica de pK, vs Ey, es posible establecer
que entre mayor sea la donacion { de estos compuestos, mas negativo serd el potencial
redox registrado en los mismos y mas estable la coordinacion de la especie oxidada con los
133, 134

ligantes involucrados de acuerdo a los valores de log (K’fCuf/K’fCuL%)]%’

presentados en la tabla 5. El valor del potencial redox para el nitrato de cobre (II) en
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metanol es de — 65 mV, valor que fue empleado para calcular los valores de

f + f 2+ .,
(K cuL /K cuL” ") de acuerdo a la ecuacion:

0.059
lo

'f
KCu’L

_ pac
ECu”/IL - ECu”/IL +

bpy

Q
S’

-295 ] [ ]
-300 ]
-305 ]
-310 ] L]
-315 ]
-320 i
-325 ]
-330 ] A

-335

E,, (mV vs Fc|Fc’)

-340 |
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Figura 32. Comportamiento del potencial redox de los compuestos de coordinacidon con a)
bipiridinas y b) fenantrolinas en funcién del pK, de las diiminas aromaticas empleadas.
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La dependencia encontrada entre el potencial redox y el pK, de las diiminas libres se

resume en las siguientes ecuaciones:

Cu(b l
ot py)(gw]/[Cu(be)(gly)H —

By —~198.16 — 21.85 pK, ,R%2 = 0.972 ... v .. (1)
[Cu(bpy )(acac )]/

By [Cubpy)(acacdlt = _226.27 — 20.69 pKy ,R? = 0.964 .o e .. (2)
[Cu(bpy )(salal )]/

By [Culbpy)(salal+ = _ 965 43 — 1598 pK, ,R? = 0.998 ... es s oo (3)
[curem)atyl/

By [Culfem)@b)F = _359 — 51.26 pK, ,R2 = 0.983 .. ceevve e e (4)
[Cu(fen)(acac )]/

By [Culfen)lacac)lt = _43 28 — 45.56 pK, ,R2 = 0.973 weo e v (5)
[Cu(fen)(salal )]/

By [Culfen)(salaDl¥ — _73 36— 44.08 pK, ,R? = 0.984 ....... ccc .. .. (6)

De las ecuaciones anteriores se concluye que el principal modulador de la densidad
electronica es la diimina aromatica, pues solo con el valor de pK, del ligante libre se ha
podido describir el comportamiento del potencial redox de todos los compuestos,
independientemente del ligante secundario que se presenta en la esfera de coordinacion del
metal. Como se puede apreciar en los graficos de la figura 32a y 32b, los compuestos con
bipiridina presentan valores de potencial redox més negativos que los sistemas analogos de
fenantrolina. Para que se pueda presentar la reduccion del centro metalico debe de existir
una disminucién de la densidad electronica que es facilitada por la diimina aromaética al
participar en la interaccion de retrodonacién. La bipiridina al contar con un sistema
aromatico menor puede retirar menos densidad del metal, lo que provoca que tenga valores

de potencial redox mds negativos que el sistema con fenantrolina. Para todos los sistemas
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sustituidos al introducir grupos electrodonadores en las diferentes posiciones se incrementa
la densidad electronica sobre el metal, pero sin disminuir la capacidad de las diiminas para
participar en la retrodonacion, con excepcion de los sistemas tmfen y SSdmbpy.

Por otro lado, de la pendiente y la ordenada al origen de cada ecuacion es posible estimar la
contribucion de cada ligante secundario en el potencial redox y por tanto en la participacion
de estos ligantes en la distribucion de la densidad electronica. Si consideramos los valores
de potencial redox cuando el pK, = 0 tendremos que E,,= b, entonces los valores mas
positivos de potencial redox representaran a aquellos sistemas en donde la estabilizacion
del sistema reducido es mayor, para las familias analizadas corresponde al sistema con
glicinato como ligante secundario. El incremento en los valores de potencial redox en los
sistemas con acac y salal como ligantes secundarios se atribuye a la capacidad de estos
sistemas a participar en la retrodonacion debido a la pseudo-aromaticidad adquirida una vez

. . s 7 71 1
que estos ligantes se coordinan al cation metélico.'>

5.4 Resonancia Paramagnética Electronica (RPE)

Para continuar con el estudio del comportamiento de estos compuestos en disolucion se
llevo a cabo un estudio de resonancia paramagnética electronica (RPE) a 77 K empleando
disoluciones de metanol. Los resultados se resumen en la tabla 6 y en la figura 33.

Los espectros colectados a 77 K a partir de una disolucion de metanol ImM se presentan en
la figura 16. El espectro presenta cuatro lineas hiperfinas que corresponden al acoplamiento
del electron desapareado del Cu(Il) acopldndose con el nucleo de Cu (I= 3/2), sefiales

caracteristicas para especie s monoméricas de Cu(Il).
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Tabla 6.Parametros RPE para los compuestos de coordinacion de Cu(Il) con férmula general [Cu (N-N) (X;-X5) (H,O)]NO;

Compuesto g g A A 2o A AE,™ AE,," o’ B, B’

Bpygly 2.243 2.057 190.0 7.60 2.119 68.4 18656 16501 0.8319 0.7207 0.7407
Bpyacac 2.221 2.056 182.0 8.00 2.111 66.0 18726 16501 0.7872 0.6920 0.7713
Bpysalal 2.253 2.034 171.5 11.0 2.107 64.5 18445 16042 0.7806 0.7777 0.4522
44dmbpygly 2.236 2.056 191.0 7.60 2.116 68.7 18879 16556 0.8272 0.7060 0.7400
44dmbpyacac = 2.252 2.066 188.0 8.00 2.128 68.0 18832 16611 0.8392 0.7461 0.8631
44dmbpysalal  2.248 2.032 173.0 11.0 2.104 65.0 20500 16459 0.7789 0.7837 0.4719
55dmbpygly 2.248 2.060 189.6 12.6 2.122 71.6 18726 16501 0.8371 0.7311 0.7794
55dmbpyacac  2.251 2.064 189.5 13.6 2.126 72.2 18656 16477 0.8415 0.7351 0.8259
55dmbpysalal  2.256 2.060 181.1 12.0 2.125 68.3 18450 15923 0.8212 0.7426 0.7828
Phengly 2.250 2.052 183.0 7.60 2.118 66.0 18450 16339 0.8173 0.7475 0.6774
Phenacac 2.225 2.060 179.5 8.00 2.115 65.1 18656 16339 0.7846 0.7000 0.8284
Phensalal 2.257 2.038 170.2 11.5 2.111 64.4 18341 15981 0.7822 0.7855 0.5054
47dmphengly  2.237 2.054 189.0 7.60 2.115 68.0 18867 16559 0.8218 0.7138 0.7167
47dmphenacac  2.226 2.055 182.0 8.00 2.112 66.0 18518 16501 0.7918 0.7037 0.7442
47dmphensalal 2.253 2.037 175.0 12.0 2.109 66.3 20000 16778 0.7916 0.8020 0.5293
47dmphenser  2.261 2.048 187.7 7.80 2.119 67.7 19000 16080 0.8396 0.7479 0.6244
47dmphenval  2.251 2.050 184.1 9.50 2.117 67.7 20687 16713 0.8205 0.7647 0.7262
47dmphenala  2.235 2.058 183.0 9.00 2.117 67.0 20764 16778 0.8049 0.7322 0.8676
47dmphenlen  2.234 2.057 179.0 11.0 2.116 67.0 19852 16792 0.7923 0.7412 0.8275
47dmphenile 2.237 2.057 183.0 10.5 2.117 68.0 20263 16515 0.8064 0.7255 0.8299
47dmphennle  2.234 2.057 184.0 11.0 2.116 68.6 20055 16260 0.8062 0.7054 0.8216
Smphengly 2.243 2.057 187.0 7.60 2.119 67.4 18450 16393 0.8235 0.7232 0.7399
Smphenacac 2.223 2.058 178.2 8.00 2.113 64.7 18450 16447 0.7795 0.7029 0.7960
4mphengly 2.243 2.054 187.0 7.60 2.117 67.4 18460 16370 0.8223 0.7233 0.7008
4mphenacac 2.220 2.064 187.0 8.00 2.116 67.6 18450 16447 0.8035 0.6726 0.8554
56dmgly 2.242 2.056 190.0 7.60 2.118 68.4 18518 16501 0.8304 0.7189 0.7230
56dmacac 2.221 2.056 178.5 8.00 2.111 64.8 18726 16501 0.7775 0.7006 0.7809
56dmphensalal 2.250 2.040 178.0 12.0 2.110 67.3 20576 16891 0.7983 0.7912 0.5867
Tmphengly 2.243 2.057 189.0 7.60 2.119 68.0 18656 16656 0.8291 0.7299 0.7432
Tmphenacac 2.224 2.056 184.0 8.00 2.112 66.6 18518 16393 0.8097 0.6776 0.7416
47dpphengli 2.275 2.035 183.0 7.60 2.115 66.0 19000 16403 0.8350 0.8086 0.4492
47d¢phenacac  2.221 2.059 179.9 6.00 2.113 63.9 18950 16379 0.7827 0.6908 0.8289
47d¢phensalal  2.246 2.036 179.6 12.0 2.106 67.8 18433 16051 0.7970 0.7409 0.4706
47ddphenser 2.269 2.047 183.6 8.00 2.121 66.5 19068 16447 0.8358 0.7922 0.6157
47d¢phenval 2.255 2.048 175.5 9.00 2.117 64.5 18914 16434 0.7997 0.7838 0.6526

B iy | T . f . B . -
*Unidades en 1x10™ cm™; ° Transiciones electronicas obtenidas de disoluciones en metanol, las unidades empleadas son cm’
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Tabla 6.Parametros RPE para los compuestos de coordinacion de Cu(Il) con formula general [Cu (N-N) (X;-X,) (H,O)]NO;
Z Z

Compuesto o, By, B~ K K| Ko Fermi f(a)

Bpygly 0.3697 0.8603 0.8703 0.5996 0.6162 0.6106 0.3067 118.05
Bpyacac 0.4218 0.8460 0.8856 0.5448 0.6072 0.5864 0.2920 122.03
Bpysalal 0.4290 0.8888 0.7261 0.6071 0.3530 0.4377 0.2838 131.37
44dmbpygly 0.3754 0.8530 0.8700 0.5841 0.6122 0.6028 0.3045 117.06
44dmbpyacac 0.3606 0.8730 0.9315 0.6261 0.7244 0.6916 0.3145 119.78
44dmbpysalal 0.4308 0.8918 0.7359 0.6105 0.3676 0.4486 0.2822 129.94
55dmbpygly 0.3633 0.8655 0.8897 0.6120 0.6524 0.6390 0.3185 118.56
55dmbpyacac 0.3577 0.8675 0.9129 0.6186 0.6950 0.6696 0.3242 118.78
55dmbpysalal 0.3827 0.8713 0.8914 0.6098 0.6428 0.6318 0.3124 124.64
fengly 0.3874 0.8737 0.8387 0.6109 0.5537 0.5728 0.2990 122.95
fenacac 0.4231 0.8500 09142 0.5493 0.6500 0.6164 0.2935 124.30
fensalal 0.4267 0.8927 0.7527 0.6144 0.3953 0.4684 0.2875 132.76
47dmphengly 0.3820 0.8569 0.8583 0.5867 0.5890 0.5882 0.3015 118.35
47dmphenacac 0.4167 0.8518 0.8721 0.5572 0.5893 0.5786 0.2930 122.30
47dmphensalal 0.4169 0.9010 0.7646 0.6350 0.4190 0.4910 0.2908 128.74
47dmphenser 0.3600 0.8739 0.8122 0.6280 0.5243 0.5588 0.3047 120.45
47dmphenval 0.3836 0.8823 0.8631 0.6274 0.5958 0.6064 0.3027 122.27
47dmphenala 0.4019 0.8661 0.9338 0.5894 0.6984 0.6620 0.3008 122.13
47dmphenleu 0.4161 0.8706 0.9137 0.5873 0.6557 0.6329 0.2998 124.80
47dmphenile 0.4001 0.8627 0.9149 0.5851 0.6693 0.6412 0.3035 122.24
47dmphennle 0.4003 0.8527 0.9108 0.5687 0.6624 0.6312 0.3042 121.41
Smphengly 0.3799 0.8616 0.8699 0.5956 0.6094 0.6048 0.3039 119.94
Smphenacac 0.4302 0.8514 0.8980 0.5479 0.6205 0.5963 0.2904 124.74
4mphengly 0.3814 0.8617 0.8504 0.5948 0.5763 0.5824 0.3019 119.94
4mphenacac 0.4034 0.8363 0.9277 0.5405 0.6874 0.6384 0.3014 118.71
56dmgly 0.3715 0.8594 0.8615 0.5971 0.6004 0.5993 0.3057 118.00
56dmacac 0.4324 0.8503 0.8904 0.5448 0.6072 0.5864 0.2887 124.42
56dmphensalal 0.4094 0.8956 0.7933 0.6316 0.4684 0.5228 0.2946 126.40
Tmphengly 0.3963 0.8649 0.8716 0.6052 0.6162 0.6125 0.3055 118.67
Tmphenacac 0.4122 0.8388 0.8708 0.5486 0.6004 0.5832 0.2947 117.67
47d¢phengli 0.3658 0.9043 0.7246 0.6752 0.3751 0.4752 0.2960 124.31
47d¢phenacac 0.4268 0.8454 09144 0.5407 0.6488 0.6128 0.2882 123.45
47d¢phensalal 0.4109 0.8704 0.7353 0.5905 0.3751 0.4469 0.2920 125.05
47d¢phenser 0.3648 0.8961 0.8078 0.6622 0.5147 0.5638 0.3034 123.58

47d¢ophenval 0.4078 0.8919 0.8263 0.6269 0.5219 0.5569 0.2938 128.49
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Figura 33. Espectros de RPE de los compuestos a) 55dmbpygly, b) 55dmbpyacac y c)
55dmbpysalal. En el espectro de 55dmbpyacac es posible apreciar el acoplamiento con los
dos atomos de nitrégeno en la sefial hiperfina. El asterisco de la region central indica la
componente perpendicular del acoplamiento del electron desapareado con el nucleo de

cobre (II).

En el centro del campo se puede identificar un patrén de seis lineas. Una de estas
sefiales, marcada en cada espectro con asterisco en la figura 33, estd asociada con el

componente perpendicular (g,) de la interaccion entre el electron desapareado y el centro
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metalico. Las cinco sefiales restantes son atribuidas al acoplamiento del electron
desapareado con los atomos de nitrogeno donadores coordinados al centro metalico
(constantes de acoplamiento superhiperfino). Es interesante destacar en este punto que a
pesar de la esfera de coordinacidn para el cobre en cada caso, N3O para los compuestos con
glicinato y N»O, para los compuestos con acac y salal, el numero de lineas presentes en los
espectros son las mismas en todos los casos.

Las cinco lineas observadas (m= 2nl+1, donde n es el nimero de nicleos con los que el
electron desapareado interactiia e I es el espin nuclear de los atomos donadores, I'*\= 1,
I'°0= 0) deja claro que s6lo son dos los 4tomos de nitrogeno que interactian fuertemente
con el centro metalico. De acuerdo con las valores de las constantes de formacion (log Kc,.
phen = 9.1, log Kcuppy = 8.1, log Kcy-gly = 8.1,133 asi como los resultados encontrados en el
estudio electroquimico y los estudios de difraccioén de rayos X los atomos que interactiian
mas fuertemente con el Cu(Il) son los nitrégenos de la diimina aromatica. La asignacion se
realizd de acuerdo a los parametros obtenidos en la simulacidon cuyos valores se enlistan en
la tabla 6.

Una de las caracteristicas principales de la espectroscopia RPE es la de proporcionar
informacion acerca del ambiente electronico en el que se encuentra el 10n metalico y la
geometria que adopta el mismo dentro de este ambiente. Sin embargo, muy poca
informacion relacionada con moléculas pequefias de Cu(Il) se ha compilado y analizado
detalladamente de aquellas especies que no estén relacionadas con sitios activos de
proteinas o modelos biomiméticos.

En la gran mayoria de los casos la informacion obtenida s6lo estd asociada al estado
basal de los compuestos de Cu(II). Para un estado basal d.,- los valores de g presentan los

valores g>> g > 2.0023, mientras que para un estado basal d,: los valores encontrados son
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g>> g = 2.0023.""7 Kivelson y Nieman'*® sugieren emplear los valores de g para poder
diferenciar un ambiente puramente i6nico del enlace del centro metéalico con los atomos
donadores, g > 2.3, de aquel en donde el ambiente tiene predominantemente un caracter
covalente g < 2.3. Los valores mostrados en la tabla 6 para los compuestos estudiados en
este trabajo muestran que todos tienen al orbital dy..,» como el estado basal y que en todos
los casos los enlaces entre el centro metalico y los atomos donadores (al menos los de la
base de la piramide) presentan un predominante caracter covalente.

Desde la mitad de la década de los 70’s, muchos autores emplearon los parametros de
RPE para determinar la geometria que adoptaba el Cu (II), principalmente en sitios activos

(o 137-140
de proteinas.

En este trabajo, se encontraron resultados muy importantes con respecto
al uso de pardmetros espectroscopicos de RPE para identificar la geometria adoptada por el
cobre(Il) en varios compuestos de coordinacion. Una compilacion de datos reportados en la
literatura muestra que los compuestos de coordinacion que se encuentran en diferentes
geometrias poseen valores diferentes de g y de la constante de acoplamiento A. La
diferencia que tienen los valores isotropicos de estos compuestos es suficiente para
distinguir distintos grupos de compuestos en funcién de su geometria.'*> '*'"'** La figura 34
muestra la geometria de los diferentes grupos de compuestos de coordinacion de Cu(Il)
identificados por colores de acuerdo a los valores de gy y Ao que presentan. La geometria

de los compuestos empleados para elaborar el grafico con los pardmetros de RPE fue

confirmada por la estructura molecular obtenida por difraccion de rayos X.
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Figura 34. Grafico de los valores gy frente Ao para diferentes compuestos de
coordinacion cuya estructura fue confirmada por rayos X.

En la figura 34 se puede apreciar que los compuestos se agrupan de manera muy similar
a los descritos por Peisach y Blumberg para Cu(Il) en sitios activos de proteinas.”**'*’ Los
compuestos con una geometria octaédrica regular y con una geometria cuadrada presentan
valores de Ay entre 75 y 95 x 10 cm™, la diferencia entre estos dos grupos radica en los
valores de gy, siendo entre 2.06 y 2.12 para los compuestos cuadrados y de 2.12 a 2.16 para
los compuestos octaédricos. Cuando los compuestos presentan una geometria de pirdmide
de base cuadrada los valores de Ay y gy son de 65 a 75 x10™ cm'ly de 2.09 a 2.13,
respectivamente. Finalmente, para aquellos compuestos que presentan un marcado efecto
Jahn-Teller de elongacion y de compresion, los valores de Ay disminuyen siendo ahora de
50 a 65 x 10 cm™ mientras que los valores de g se encuentran en el intervalo de 2.10 a
2.15. Es posible establecer un comportamiento general considerando a las geometrias

cuadrada, pirdmide de base cuadrada y las octaédricas que presentan distorsion Jahn-Teller,
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para éstas entre mayor sea la distorsion de la geometria, menores son los valores
encontrados para la constante de acoplamiento A, mientras que los valores para la
constante de proporcionalidad gy incrementan. El mismo comportamiento se observa
cuando en lugar de emplear los valores isotrdpicos se emplean los componentes paralelos
de A y de g, lo cual puede explicarse por la gran contribucidon que tienen estos componentes
cuando el espectro es de tipo axial de acuerdo a las siguientes formulas A= (A +A1)/3 y g
= (g +22)/3.

La figura generada y los datos previamente discutidos representan una herramienta muy
importante en la asignacion de la geometria adoptada en disolucién por compuestos de
Cu(Il), una tarea muy dificil de resolver cuando otras técnicas espectroscopicas como el
UV-Vis o el dicroismo circular no proporcionan informacion concluyente y se depende
totalmente de los resultados de rayos X. De esta manera, adquiriendo los espectros de RPE
de las disoluciones congeladas de los compuestos de Cu(Il) se tiene una representacion
acertada de la geometria adoptada por el ion metalico en la gran mayoria de las moléculas,
lo que proporciona una herramienta sencilla para conocer la geometria de los compuestos si

el espectro obtenido es de tipo axial.

5.5 Correlacion de propiedades encontradas
5.5.1 Evaluacion de la ionicidad, la covalencia del enlace y efecto del

sustituyente

Empleando los parametros obtenidos de los espectros de RPE, también es posible conocer

el grado de ionicidad y covalencia del enlace como se mencionaba en parrafos anteriores.
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Para simplificar el sistema se considerard que la interaccion de los atomos donadores de la
base de la piramide tienen una mayor contribucion a la deslocalizacion de la densidad
electrénica que el &tomo donador que se encuentra en una posicion apical, de tal forma que
se pueda definir el hamiltoniano de espin para un Cu(Il) con un estado basal d..,» como
sigue:
H = gBB,S, + 2.B(B:Sx+B,S,) + ALS,+ B(IS; + I,S,)

donde B es el magnetén de Bohr, B es el campo magnético aplicado, I es el operador
momento angular de espin del nucleo y S es el operador momento angular de espin del
electron. En el marco teodrico proporcionado por la teoria de orbitales moleculares, la idea
de construir éstos como una combinacion lineal de orbitales atdmicos que expresen la
interaccion entre el a&tomo central y los atomos donadores del ligante puede expresarse de la

siguiente forma:
\POMg. - Z Cij Y,
i

Considerando lo anterior se pueden obtener los cinco orbitales moleculares Woum:
W(B1p=0r di’ )0 {(H0x Ly 0+ /2]
W(Bog) =1 dixyyBi'{(py 0Dy -y )2}
WAL o oy’ (G +0y 05 Cy)/2)
W(E)=BdoxnB'{(p, -p. )2}
W(E)=BdiynB'{(p,"p.)/2"}
La nomenclatura empleada es la misma que la que usaron Kivelson y Nieman. Dado
que el estado Aj, puede ser ignorado porque no influencia los parametros magnéticos

cuando se considera, una aproximacion de segundo orden. Los parametros a, a* By, B1“B y

B representan los coeficientes tanto del metal como de los 4tomos donadores para la
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formacion de los enlaces C, m en el plano y & fuera del plano, respectivamente. Los valores
cuadraticos de estos parametros iguales o cercanos a 1 estan asociados a un caracter del
enlace predominantemente idnico, mientras que valores cercanos o iguales a 0.5 estan
asociados a un caracter predominantemente covalente en el enlace del ion metalico con los
atomos donadores."*® Las siguientes expresiones fueron empleadas para obtener los valores
de los coeficientes cuadraticos requeridos y que se presentan en la tabla 6:
o’=- (A / P) + (g-2.0023) + 3/7 (g.-2.0023) + 0.04
o’B1’= ((g-2.0023) AE,,) / (8)o)
o= ((21-2.0023) AEy,) / (21o)
Bi’=2p" 1
B=2p"-1

donde el coeficiente dipolar P= -0.036 cm™, la constante de acoplamiento espin-érbita
para el ion Cu(Il) libre Ao = -828 cm™ mientras que AE,, y AE,, son las transiciones
electronicas 2B2g (—2B1g and 2Eg<—2B1g, respectivamente (los valores de las transiciones
también se presentan en la tabla 6). Se asume que el maximo asociado a la transicion d-d
del Cu(II) corresponde a la transicion AE,y, mientras que el valor de AEy, puede ser tomado
de la misma banda tomando el méximo de absorcion que corresponde a la mitad de la
absorbancia que presenta el maximo AE,, hacia los valores de longitud de onda mas
energéticos.

La funcion que describe el enlace { (W(Biy)) es o*-200°S+a’* = 1, donde la integral de
traslape (S) entre Cugx-y) y €l orbital del ligante tiene un valor de Spirogen= 0.093. De esta
ecuacion y derivado de la condicion de normalizacion a®® representa la fraccion de densidad

electronica proveniente del ligante involucrada en la formacion del enlace (. La
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contribucion de los 4tomos donadores para la formacion del enlace m en el plano y fuera del
plano esta considerado en los valores de B'? y B respectivamente.

De manera general, analizando los valores de la tabla 6 se aprecia que para la misma
diimina aromatica, la covalencia en el enlace { incrementa (valores de @ menores) cuando
el ligante secundario es salal, seguido de acac y finalmente los aminoacidatos. Para el
enlace m en el plano el ligante secundario que proporciona una disminucion en el valor de
B"% es el acac, seguido por los aminoacidatos y el salal. Finalmente para el enlace n fuera
del plano se tiene que el caracter covalente en el enlace aumenta en funcion del siguiente
orden de ligantes secundarios: salal > aminoacidatos > acac. Como es de esperarse, el
incremento en el caracter covalente del enlace { estd relacionada con la fraccion de
densidad electrénica proporcionada por los ligantes (a'?, de 35 a 43 %). Para estos
compuestos, entre mayor es la participacion de los atomos donadores, mayor es la
covalencia del enlace  (Figura 34).

Una evidencia adicional de la fuerte participacion de los atomos donadores en la
covalencia del enlace { es el cambio observado en el parametro conocido como contacto de
Fermi (x)*.Se ha sugerido que la modificacion de la carga total del orbital 4s del ion
metalico puede ser una de las razones para la modificacion del contacto de Fermi.'*'*
Vinngard y sus colaboradores'® proporcional la siguiente ecuacion para calcular k de

manera empirica:

k= (A /P)+ (go—2.0023)

Los valores de la tabla 6 y la figura 35 muestran una relacion lineal entre el contacto de

Fermi y el enlace {. Un incremento en la densidad de carga del orbital 4s provocara una
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disminucion en el valor de k a través de la polarizacion de espin de este orbital, teniendo
como consecuencia un incremento en el cardcter covalente del enlace. La geometria de
piramide de base cuadrada adoptada por estos compuestos permite el incremento del enlace
axial y por lo tanto el incremento de la densidad en el orbital 4s por medio de la hibridaciéon
del orbital sp del aceptor, consistente con el diagrama de orbital molecular propuesto por
Ross para Cu(HD),, en donde coloca los orbitales vacios 3b;, (con caricter 4p) y 4a,

(predominantemente 4s) muy cercanos en valores bajos de energia.'™
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Figura 35. Efecto del cambio de la densidad de carga sobre la covalencia del enlace {
(a) y sobre el potencial redox (b) de los compuestos ternarios de Cu(Il).
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La participacion del orbital s del metal también tendra efecto sobre el potencial redox
de los compuestos, pues un incremento en la densidad de carga sobre el orbital 4s provoca
una mayor energia empleada para generar la reduccion del centro metalico que se vera
reflejado en un valor de potencial redox mas negativo como se muestra en la figura 35b.
Las excepciones se presentan para los compuestos que tienen al ligante 55dmbpy en su

esfera de coordinacion.

Por otro lado, los enlaces w en el plano y fuera del plano se comportan diferente en
funcién del ligante secundario presente. Para el enlace m en el plano, el mayor caracter
covalente se encuentra para los compuestos que presentan acac como ligante secundario,
seguido por los aminoacidatos y finalmente los derivados con salal. Con respecto al enlace
n-fuera del plano el caracter covalente del enlace presenta el siguiente orden: salal > aa>
acac. Esto implica que cuando se tienen compuestos con acac la via por la cual se hace la
retrodonacioén es por el enlace © en el plano principal de la molécula, mientras que aquellos
compuestos con salal en su esfera de coordinacion la retrodonacion se presenta a través de
los enlaces m fuera del plano. Un dato importante a destacar es que en todos los casos el
ligante aminoacidato presenta una participacion importante en las interacciones de
retrodonacién empleando ambos enlaces .

Otra forma de visualizar la participacion del enlace © en la covalencia de los enlaces de
Cu(Il) es aquella sugerida por Hathaway e involucra el factor de reduccion orbital k'*' (el
simbolo que emplea Hathaway para designar el factor de reduccion orbital es el mismo que
se emplea para designar el contacto de Fermi, por ello, en este trabajo el factor de reduccion
orbital se designara como k). Para compuestos de Cu(Il) con un estado basal 2Blg los

valores de g pueden expresarse de acuerdo a las siguientes ecuaciones:
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ki = (g - 2.0023)A Eyy) / (82.0)
ki*= (gL - 2.0023) AE,) / (210)
ko> = (x> + 2K, /3

donde k; y k| son los componentes paralelo y perpendicular respectivamente del factor
de reduccion orbital. Existen diferentes valores para la relaciéon entre el componente
paralelo y perpendicular del factor de reduccion orbital en funcidn del tipo de enlace que
predomine en el compuesto, de acuerdo a esto, para compuestos cuya esfera de
coordinacion esté constituida por (-donadores k=k,= 0.77, para aquellos compuestos
donde el enlace p en el plano predomine en la covalencia del compuesto k< k;, mientras

151, 152
SL152 De manera

que al tener una relacion k> k, implica un fuerte enlace n fuera del plano.
general todos los compuestos con salal como ligante secundario presentan un fuerte enlace

n- fuera del plano, mientras que los compuestos con acac y aminoacidato presentan un

fuerte enlace 7 en el plano.

Empleando los resultados de las distancias de enlace asi como los pardmetros de RPE
encontramos mds tendencias que nos ayudan a entender un poco mas las interacciones
existentes entre los 4tomos donadores y el cation metdlico. Por ejemplo, la covalencia
encontrada en los enlaces { de los compuestos estudiados sugiere una comparticion
importante de densidad electronica entre el ion metalico y los 4tomos donadores que debe
verse reflejada en las distancias de enlace de la base de la pirdmide. Como era de esperarse,
en la figura 36a se puede observar que los compuestos se encuentran agrupados en funcion

de los atomos donadores que conforman la esfera de coordinacion del metal.
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Figura 35. Cambio en la covalencia del enlace (a), en el valor del contacto de Fermi (b) y
en el valor de g (c) respecto al cambio en el promedio de las distancias de enlace de la base
de la pirdmide. Las figuras d) y e) muestran el cambio en la covalencia del enlace n fuera
del plano y del acoplamiento del electrén desapareado con los nitrégenos en funcion de la
distorsion angular presente en los compuestos.

Los compuestos con acac o salal como ligantes secundarios son los que presentan un
alto grado de covalencia y también presentan las distancias de enlace méas cortas. El alto
grado de covalencia asi como la disminucion en las distancias de enlace con respecto a los
compuestos que tienen aminoacidatos puede ser el resultado de la pseudo-aromaticidad

alcanzada una vez que los oxigenos del acac y del salal se coordinan al ion metalico, como

ya se habia mencionado en la discusion del comportamiento electroquimico. Los
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compuestos con esfera de coordinacion N3O presentan la menor covalencia en el enlace C y
también las mayores distancias de enlace. Los Unicos compuestos que no mantienen la
tendencia descrita son aquellos que tienen 5,5’dimetil-bipiridina como ligante principal, lo
cual puede deberse al efecto inductivo de los grupos metilo que impiden una participacion
efectiva de la diimina aromatica en las interacciones de retrodonacion, tal como ocurre
cuando se colocan grupos metilo en las posiciones 3 y 8 de la fenantrolina (figura 36b).

La comparticion de densidad electronica en estos compuestos también puede ser
apreciada al evaluar los valores densidad electronica sobre el orbital 4s del metal a través
de los valores de k. Asi al incrementar la densidad electronica sobre este orbital, menores
valores de K, lo que implica que el traslape tiene que ser mucho mas efectivo para lograr el
exceso de densidad sobre dicho orbital, lo que traeria como consecuencia una disminucion
en la distancia de enlace (figuras 36a y 36b). El maximo traslape se alcanza en las
estructuras con geometria de pirdmide de base cuadrada y disminuye conforme se
incrementa la distorsion trigonal en la estructura. Lo anterior puede apreciarse en la figura
36d, donde a una mayor distorsiéon angular (mayores valores de n) se produce una menor
densidad de carga sobre el orbital 4s y por tanto una disminucién en la distancia de enlace
(Figura 36¢). La distorsion angular debe tener una relacion directa con la covalencia de los
enlaces 7 en el plano y fuera del plano. Un mayor traslape de los orbitales del metal con el
ligante genera un mayor acoplamiento entre el electron desapareado con el centro metélico
lo que genera una disminucién en el valor g (Figura 36c¢). La figura 36d ilustra dicha
dependencia en donde se observa que aquellos compuestos que presentaron el mayor grado
de covalencia también son los que presentan la menor distorsion angular tanto en

. .y 2 r1:
disolucion (menores valores de B°) como en estado sélido (menores valores de ). De la
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misma forma una mayor distorsion angular provoca una disminucién en el acoplamiento

del electron desapareado con el ntcleo de cobre como se puede apreciar en la figura 36e.

Resumen de los estudios de caracterizacion de los compuestos de Cu(Il)

En resumen, se ha encontrado que los compuestos de coordinacion de Cu(Il) conocidos
como Casiopeinas presentan una geometria de pirdmide de base cuadrada tanto en
disolucion como en estado so6lido. La geometria que adoptan estos compuestos en
disolucion puede ser determinada empleando unicamente los parametros obtenidos de los
espectroscopia RPE, siendo la grafica y la informacién de los pardmetros isotropicos una
herramienta muy poderosa para la determinacion de la geometria sin necesidad de obtener
monocristales para los estudios de difraccion de rayos X. Fue posible encontrar la via por la
cual los ligantes participan en las interacciones de retrodonacion con el ion metalico, siendo
el enlace 7 en el plano la via principal de retrodonacidn para los compuestos con acac y el
enlace m fuera del plano la via por la que se da la redistribucion electronica en los
compuestos con salal como ligante secundario. De la misma forma fue posible identificar la
participacion de los 4tomos donadores en la formacion de los enlaces { y m asi como la

contribucidon de los mismos en la covalencia total del sistema.

Quimica computacional

La forma en cémo se distribuye la densidad electronica en todo el compuesto tendra que
verse reflejado directamente en la densidad electronica alrededor del ion metélico. Para
conocer a mayor profundidad como se lleva a cabo tal redistribucion se procedio a realizar

un estudio tedrico dentro de la teoria de atomos en moléculas (AIM) con los compuestos
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que presentan glicina como ligante secundario y que estdn numerados del 1 al 9 de acuerdo
a lo siguiente: bpygly (1), 44dmbpygly (2), 55dmbpygly (3), fengly(4), 4mfengly(5),
Smfengly (6), 47dmfengly (7), S6dmfengly (8) y 3478tmfengly (9).
En el marco de la teoria AIM las interacciones metal-ligante pueden caracterizarse
empleando las propiedades obtenidas de los puntos criticos de enlace.'> Las propiedades
calculadas para cada uno de los puntos criticos seleccionados de los compuestos estudiados
se enlistan en la tabla 7 donde se presentan los valores de densidad (p), el laplaciano de la
densidad (Vzp), la elipticidad del enlace (¢), G/p y H/p. De manera general se observa que
existe un balance entre las propiedades de los puntos criticos de enlace del Cu con los
atomos donadores, analizando los valores del lapalaciano de la densidad electronica que
cuantifica la concentraciéon o disminucion de carga presente en los enlaces se puede
establecer que cuando un enlace presenta una disminuciéon de densidad electronica, el
enlace en una disposicion trans al primero presenta un incremento en la densidad
electronica siendo asi el balance entre Cu-N; y Cu-O; asi como en Cu-N, y Cu-Nj, el
mismo comportamiento que se observa en las distancias de enlace en el estado solido.
La suma de la densidad de los cuatro puntos criticos de enlace (PCE) para los compuestos
de Cu(Il) que presentan fenantrolinas en su esfera de coordinacion presenta una correlacion
con el potencial redox de acuerdo a la ecuacion

E1/2 =10.1699-120.28 X pce(Cu - x)
De donde se obtiene que al incrementar la densidad electronica en estos enlaces, el
potencial redox de los compuestos presenta un valor mas negativo, de acuerdo a la figura

37.
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Tabla 7. Propiedades seleccionadas de puntos criticos de enlace en unidades atomicas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
(bpy) (44dmbpy) | (55dmbpy) | (phen) | (4mphen) | (Smphen) | (47dmphen) | (56dmphen) | (3478tmphen)
Cul —N1
p | 0.0837 0.0845 0.0836 0.0808 0.0808 0.0813 0.0821 0.0817 0.0821
VZp | 0.2892 0.2924 0.2876 0.2763 0.2763 0.2786 0.2819 0.2797 0.2806
€ 0.0156 0.0153 0.0152 0.0207 0.0207 0.0203 0.0191 0.0194 0.0193
G/p | 1.2511 1.2535 1.2475 1.2374 1.2374 1.2397 1.2426 1.2404 1.2398
H/p | -0.386 -0.3883 -0.3875 -0.382 -0.3827 -0.3835 -0.3846 -0.3842 -0.3854
Cul —N2
p | 0.0872 0.0880 0.0871 0.0851 0.0864 0.0850 0.0865 0.0859 0.0864
V?p | 0.3036 0.3068 0.3013 0.2943 0.3001 0.2934 0.3002 0.2975 0.2989
€ 0.0198 0.0189 0.0199 0.0234 0.0219 0.0232 0.0217 0.0221 0.0218
G/p | 1.2608 1.2630 1.2563 1.2522 1.2573 1.2507 1.2574 1.2547 1.2548
H/p | -0.390 -0.3919 -0.3912 -0.387 -0.3894 -0.3876 -0.3893 -0.3889 -0.3900
Cul — N3
p | 0.0840 0.0838 0.0834 0.0846 0.0847 0.0845 0.0842 0.0843 0.0842
V?p | 0.2725 0.2722 0.2698 0.2747 0.2756 0.2742 0.2735 0.2737 0.2737
€ 0.0550 0.0547 0.0548 0.0536 0.0531 0.0538 0.0534 0.0538 0.0529
G/p | 1.2059 1.2068 1.2029 1.2071 1.2092 1.2066 1.2072 1.2068 1.2078
H/p | -0.395 -0.3946 -0.3940 -0.395 -0.3958 -0.3955 -0.3949 -0.3952 -0.3953
Cul —0O1
p | 0.0958 0.0954 0.0959 0.0964 0.0958 0.0963 0.0957 0.0961 0.0954
V?p | 0.4551 0.4526 0.4567 0.4580 0.4538 0.4579 0.4545 0.4567 0.4519
€ 0.0432 0.0430 0.0420 0.0404 0.0413 0.0406 0.0411 0.0410 0.0412
G/p | 1.4938 1.4930 1.4962 1.4943 1.4907 1.4948 1.4931 1.4943 1.4908
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Figura 37. Propiedades calculadas frente a experimentales. a) cambio en el potencial redox en
funcién del cambio de la densidad de enlace promedio. b) cambio en el gradiente de densidad de
enlace en funcion de la capacidad de donacion de las diiminas aromaticas. ¢) cambio en el potencial
redox en funcion del cambio del laplaciano de la densidad de enlace. d) cambio en la covalencia del
enlace p en el plano respecto al cambio del laplaciano de la densidad electronica.
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Los valores de PCE presentados en la tabla 7 muestran que hay una mayor acumulacion de
densidad electronica en los enlaces Cu-L de los sistemas con bipiridina que en los sistemas
con fenantrolina, lo cual sustenta la hipotesis de que una gran acumulacion de densidad
electronica alrededor del ion metalico es producto de la menor capacidad de la bipiridina de
participar en la retrodonacién con el cobre lo que provoca que se registren valores de
potencial redox mas negativos comparado con los sistemas que presentan fenantrolinas en
su esfera de coordinacion.

Es muy interesante hacer notar que tanto los compuestos con fenantrolina como los de
bipiridina emplean los enlaces m para redistribuir la densidad electronica hacia el centro
metalico, tal como se habia concluido s6lo con los datos de espectroscopia RPE. Por otro
lado, el mismo comportamiento se observa cuando se analizan los datos del laplaciano de la
densidad (V?p) en lugar de los datos de densidad (p). Con estos datos fue posible identificar
el efecto que tiene la posicion de los sustituyentes sobre la diimina aromatica respecto a la
distribucion de la densidad electronica, identificando que el colocar grupos
electrodonadores en las posiciones 5,5’ de la bipiridina asi como en las posiciones 3 y 8 de
la fenantrolina disminuyen la participacion de las diiminas aromaticas en la retrodonacion,
como se muestra en la figura 37b. Finalmente en la figura 37d se muestra como cambia la
covalencia del enlace © en el plano principal de la molécula conforme cambia la densidad
electronica de los enlaces de la base de la pirdmide, soportando la propuesta de que tanto la
densidad como el laplaciano de la densidad electronica pueden ser empleados como
descriptores electronicos para explicar las propiedades experimentales.

Por otro lado, la redistribucion de la densidad electronica dentro de la esfera de

coordinacion del metal que afecta los valores de potencial redox asi como el ambiente
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magnético en el que se encuentra el ion metdlico pueden ser explicados a partir de la
deslocalizacion electronica en el atomo asi como los momentos de polarizacion atémica del
cobre, tal como lo sugieren Bader y colaboradores.'™
La localizacion y deslocalizacion electronica fueron calculadas de acuerdo a la integracion
atomica de densidad de intercambio a nivel DFT como se describe en las siguientes
ecuaciones:
A= nilals 4y
8(A,B) = zzun}/z n/%8; (A)S; (B)
En estas definiciones ni y nj denotan los nimeros de ocupacion de orbitales naturales 0; y
0; mientras que S; es la integral de traslape de los orbitales 0; y 0;. Los indices de
localizacion y deslocalizacion empleados en las ecuaciones anteriores son exactos para un
determinante de Slater y aproximados para métodos de correlacion.
Las poblaciones atomicas y moleculares N y N(A) se pueden dividir en dos contribuciones,
esto es, la localizacion electronica (AM(A)) y la deslocalizacion electronica (8 (A,B)) de
acuerdo a las siguientes ecuaciones:
N=ZAN(A) + ZA\AA)=A+ A
A(A)= V2EABentaced(A,B) + V2EAB no enlaced(A,B)
Donde A(A) proporciona una medida de los electrones localizados en el 4&tomo, mientras
0(A,B) es una medida de los electrones compartidos por dos atomos en la molécula, los
cuales no tienen que estar necesariamente enlazados. A(A) y 0(A,B) proporcionan el total de
la localizacién y deslocalizacién electronica respectivamente.'> Estos dos términos son la
suma de la poblacion electronica atdmica y molecular y han sido empleadas para entender

las interacciones de retrodonacion metal-ligante en compuestos de tipo M(CO),.">*"’
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Por otro lado, el momento dipolar molecular presenta dos contribuciones: transferencia de
carga (Urc) y polarizacion atdmica (u(A)). Esta ultima proporciona una medida del
desplazamiento del centroide atomico de la carga negativa con respecto a la posicion del
nucleo y generalmente es opuesta a prc. Ademas, el momento cuadrupolar atémico (Q(A))
describe la acumulacion de densidad electronica a lo largo del eje (Figura 38). Los cambios
en los componentes paralelo y perpendicular de Q(A) proporciona una medida de la
transferencia de densidad entre los componentes  y w. Cortés-Guzméan y Bader emplearon
O(A) como una demostracion cuantitativa de la retrodonacion dn-pn*, donde se incrementa

la densidad n de un atomo donador del ligante en una interaccion metal-ligante.'*®

Figura 38. Momento dipolar y cuadrupolar del ion Cu(Il) en los compuestos de
coordinacion. De izquierda a derecha: Momento dipolar atdbmico, componente paralelo del
momento cuadrupolar y componente perpendicular del momento cuadrupolar atdmico.

El momento dipolar y cuadrupolar atdmico antes descritos estan definidos de acuerdo a lo

siguiente:

@) = - f ra p(r)dz

Q

Q) = — fﬂ o Fop(r)dz

En el caso de las Casiopeinas, el momento dipolar atdmico del cobre esta direccionado

hacia el ligante aromatico, de manera opuesta a la transferencia de carga metal-ligante. El
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momento dipolar atémico del cobre (u(Cu)) puede ser relacionado con la donaciéon ¢ del
ligante hacia el metal, como un camino de donacién (. Los componentes paralelo y
perpendicular del momento cuadrupolar del atomo de cobre (Qy(Cu)y Q. (Cu)) pueden
relacionarse con los componentes { y m de la densidad del cobre. Empleando los
descriptores de la tabla 8 es posible obtener correlaciones multilineares para entender los
cambios que se presentan en los parametros experimentales como el potencial redox o los
parametros de la espectroscopia RPE (o, B2 go) producto de los cambios en la densidad
electrénica alrededor del cobre.

Tabla 8. Parametros electronicos obtenidos de calculo DFT que describen el numero total de electrones
alrededor del ion metalico (N(Cu)), electrones del cobre que permanecen en el cobre (A(Cu)) y los
electrones del cobre que se deslocalizan en los atomos donadores (A(Cu)), momento dipolar atomico
(u(Cu)) y componentes paralelo (Qy(Cu)) y perpendicular (Q1(Cu)) del momento cuadrupolar atémico.

N(Cu) MCu) A(Cu) N(Cu)/Vol pCu Qi(Cu) QL(Cu)
(A)

1 (bpy) 27.7850  26.7563  1.0287 0.35741 0.61998 0.57891  -1.8702
2 (44dmbpy) 27.7869  26.7556  1.0313 0.35744 0.54641 0.58816  -1.8880
3 (55dmbpy) 277867  26.7578  1.0290 0.35742 0.51538 0.57761  -1.8680
4 (phen) 277831  26.7597  1.0234 0.35835 0.58728 0.60602  -1.8225
5 (4mphen) 277840  26.7589  1.0251 0.35617 0.56520 0.61697 -1.8711
6 (Smphen) 277840  26.7597  1.0243 0.35813 0.54734 0.59542  -1.8235
7 (47dmphen) 277852  26.7582  1.0270 0.35852 0.52594  0.60754  -1.8420
8 (56dmphen) 27.7839  26.7589  1.0250 0.35842 0.51348 0.59748  -1.8296
9 (3478tmphen) 277865 26.7591  1.0274 0.35535 0.48412 0.61633  -1.8832

De manera general se observa que las propiedades dependen principalmente de la poblacion
total de electrones N(Cu) o de los electrones del cobre deslocalizados en los atomos
donadores (A(Cu), mientras que el momento dipolar atdmico |u(Cu)| y el momento
cuadrupolar atémico Q(Cu) funcionan como moduladores de estas propiedades. En este
sentido, un incremento en la poblacion electronica del cobre dificulta la adicion de otro
electron en el compuesto, lo que se refleja en un incremento en el cardcter covalente del

enlace asi como un incremento en los valores de potencial redox.
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Lo anterior puede relacionarse directamente con la actividad de inhibiciéon de la
proliferacion de células tumorales que muestran las Casiopeinas in vitro, los compuestos
con potencial redox mas negativos son los mas potentes para inhibir el crecimiento celular
y de acuerdo a la discusion anterior tendran que ser los compuestos mas estables al tener un
mayor grado de covalencia en sus enlaces. El incremento en la covalencia del enlace
permite explicar la estabilizacion del estado de oxidacion +2 en los compuestos de
coordinacién que tienen el potencial redox mas negativo al existir un mayor grado de
retrodonacion. Lo anterior afectard en su reactividad, pues s6lo aquellos agentes reductores
que presenten una diferencia de potencial importante respecto al encontrado en las
Casiopeinas seran capaces de generar las especies de Cu(I) necesarias para completar el
ciclo de reacciones que daran lugar a los radicales hidroxilos, principales responsables de la
citotoxicidad en las células.

Los valores de potencial redox pueden ser descritos principalmente como una funcién del
numero total de electrones en el metal con respecto al volumen atomico (N(Cu)/Vol(Cu)),
en donde valores pequenos de (N(Cu)/Vol(Cu)) proporciona valores grandes de potencial
redox (E.). Por otro lado, la forma en como se distribuyen los electrones alrededor del
atomo de cobre, cuantificado por los parametros moduladores n(Cu) y Q(Cu) presentan el
comportamiento contrario, cuando estos valores se incrementan, el valor del potencial
redox se incrementa ligeramente también.

Para el caso de los valores de g y a” obtenidos de los experimentos de RPE, el descriptor
principal es nuevamente (N(Cu)/Vol(Cu)), seguido por los electrones del cobre que se
encuentran deslocalizados en los atomos donadores (A(Cu)). De las ecuaciones que
describen estos parametros es posible darse cuenta que un incremento en (N(Cu)/Vol(Cu))y

una disminucion en (A(Cu)) genera valores pequefios de g, y de o’. Finalmente B> que
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describe el enlace © en el plano depende de (N(Cu)/Vol(Cu)) y del componente paralelo del
momento cuadrupolar atémico (Q)(Cu)). Un incremento en ambos pardmetros genera una
disminucion en los valores de p?.

En resumen, en un sistema {-donador/n-aceptor, los valores experimentales encontrados
para potencial redox (Ei) y el ambiente magnético del electrén desapareado pueden ser
descritos como una funcion de la poblacion electronica del ion metélico, de su momento
dipolar atémico y del momento cuadrupolar atdbmico, que estan estrechamente relacionadas

con la transferencia de carga y la retrodonacion.

Ey (V)= 0.246|n(Cu)|- 16.136N(Cu)/Vol(Cu)+0.946 Q (Cu)+7.096; n=9, R* =0.925
Ziso= -3.707N(Cu)/Vol(Cu)+1.396A(Cu)+0.188Q (Cu)+2.277; n=9, R* =0.9429
o’ = -7.488 N(Cu)/Vol(Cu)+4.230A(Cu)—0.324Q, (Cu)- 0.485; n=9, R* =0.8768

B? = -0.393[n(Cu)|-11.259N(Cu)/Vol(Cu)-1.882Q,(Cu)+6.094; n=9, R>=0.9178

Las propiedades electronicas y estructurales de los compuestos de coordinacion de Cu(Il)
que involucran sistemas {-donadores/n-aceptores estan determinadas por la capacidad que
tengan los ligantes para participar en interacciones de retrodonacion con el ion metélico. La
capacidad de las diiminas aromaticas para participar en la retrodonacion esta fuertemente
relacionada con la posicion de los grupos sustituyentes del sistema aromatico. Para los
compuestos analizados en este trabajo, en particular para los compuestos con glicinato
como ligante secundario se encuentra que el efecto del sustituyente es aditivo, siendo la
sustitucion en las posiciones 4,4’ de la bipiridina y 4,7 de la fenantrolina los que producen

los mayores cambios en las caracteristicas de estos compuestos como distancia de enlace,
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potencial redox y ambiente electronico del ion metalico, mientras que las posiciones 5,5 de
la bipiridina y 3,8 de la fenantrolina disminuyen la capacidad de la diimina aromatica de
participar en las interacciones de retrodonacion. El enlace de retrodonacion = es el principal
modulador de la distribucion de la densidad electronica alrededor del ion metalico.

Hasta este punto del trabajo se puede concluir que las propiedades experimentales de estos
compuestos de Cu(Il) pueden describirse conociendo la densidad electrénica alrededor del
catién metalico, el grado de deslocalizacion asi como la deformacion de la nube electronica
alrededor del ion metalico. Es importante hacer notar aqui que aunque existe una
participacion importante de los ligantes primario y secundario en la distribucion de
densidad electronica y en la retrodonacion, el que se pueda emplear solo la densidad
electronica que se encuentra alrededor del ion metalico facilita sustancialmente la busqueda
de nuevos descriptores electronicos para este tipo de compuestos que puedan ser emplearlos
en estudios QSAR para describir la actividad bioldgica que presenten los compuestos de
coordinacion de Cu(Il) ayudando con esto al disefio racional de mejores candidatos de
medicamentos de base metalica.

Los resultados que involucran a los compuestos con glicinato como ligante secundario
fueron publicados en el trabajo The m-Back-Bonding Modulation and Its Impact in the
Electronic Properties of Cull Antineoplastic Compounds: An Experimental and Theoretical

Study."”’
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5.6 Interaccion de Casiopeinas con tioles

Con la intencion de conocer la capacidad de las Casiopeinas para generar ROS y conocer
cuales son las condiciones en las cuales se llevan a cabo estas reacciones, se realizd el
estudio de la interaccion de diez Casiopeinas con cisteina (Cys) y glutation (GSH). En este
trabajo solo se presentaran los resultados de la interaccion de una Casiopeina (Caslllia) con
Cys y GSH, los otros resultados se muestran en la tesis de licenciatura de Ana Luisa Alonso

Saenz en la cual participé como supervisor técnico.

Termodinamicamente la reaccion entre las Casiopeinas y los tioles GSH, Cys asi como
otros agentes reductores como el acido ascorbico se favorece como se muestra en la figura
39. Una vez que se da la reaccion de reduccion del centro metalico, es capaz de reaccionar
con el oxigeno molecular para generar peroxido de hidrogeno, con el perdxido de
hidrégeno para generar radical hidroxilo o con el ion superdxido para generar peroxido de
hidrégeno como se presenta en la parte inferior de la figura 39.

En la literatura también se ha reportado que los compuestos de coordinacion de Cu(l) con
diiminas aromaticas en su esfera de coordinacion son capaces de reaccionar con el oxigeno
molecular para generar superoxido a través de la oxidacion del ion metalico, alin cuando
este proceso es termodindmicamente desfavorecido. El ion superdxido es capaz de
reaccionar con Cu(Il) presente en la disolucion generando especies de Cu(I) y peroxido de
hidrégeno cerrando el ciclo catalitico. La generacion de peroxido de hidrogeno es
dependiente del consumo de oxigeno asi como de la concentracion de la especie de cobre
que debe de encontrarse en estado de oxidacion +1 o en presencia de agentes reductores

que generen la especie de Cu(l) in situ.'**'%
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Casiopeinas

Figura 39. Potenciales redox respecto al electrodo normal de hidrogeno (ENH) de las
Casiopeinas, de los diferentes agentes reductores y los agentes oxidantes que participan en
la generacion de especies reactivas de oxigeno.

Para saber si las Casiopeinas son capaces de generar especies reactivas de oxigeno
participando en un ciclo catalitico como el descrito anteriormente se realizo un estudio
empleando titulaciones espectrofotométricas, voltamperometria ciclica, estudios de RPE y
calculos DFT, los resultados se discuten a continuacion.

Los resultados de las titulaciones espectrofotométricas obtenidos por Alonso-Saenz'®*
muestran que la interaccion de las Casiopeinas con tioles, tanto con GSH como cisteina,
presenta un incremento en la absorbancia en los maximos que aparecen en la region visible
del espectro electronico conforme se adicionan fracciones de equivalente del tiol. El
comportamiento antes descrito continta hasta alcanzar un equivalente de tiol agregado, una
vez que se alcanza la relacién estequiométrica 1:1 (Casiopeina: tiol), se presenta una
disminucion en la absorbancia en los maximos que se encuentran alrededor de 600 nm
indicativo de la reduccion del Cu(Il) presente en la disolucion. A partir de este momento la

propuesta con respecto a la interaccion entre las Casiopeinas y los tioles se hara

describiendo s6lo los resultados con cisteina, que es en donde se pueden apreciar mejor los
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cambios al ser la constante de transferencia electronica menor para Cys que para GSH
cuando reacciona con los compuestos de Cu(II).'®

De acuerdo a los valores de potencial redox presentados para las Casiopeinas y para los
tioles en la figura 39, se esperaba que la reduccion del ion metélico se presentara de manera
inmediata con las primeras fracciones de equivalente de tiol agregadas, sin embargo, esto
no ocurrié asi. El maximo de absorcion asociado a la transicion d-d del compuesto de
coordinacién 44dmbpyacac se presenta a 600 nm, durante la adicidon de cisteina el maximo
de absorcion presenta un corrimiento a mayores longitudes de onda hasta 649 nm y un
nuevo maximo en la region del visible se presenta en 404 nm (Figura 40). Los maximos
observados son asociados a la formacion de una nueva especie de coordinacion en donde la

cisteina se coordina al centro metalico a través de su atomo de azufre, con lo que se explica

el corrimiento hacia el rojo del maximo de absorcion asociado a la transicion d-d y la nueva

. . 166-167
banda a 404 nm asociada a la transferencia de carga Cu(II)-S.
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Figura 40. Espectro electronico (a) y comportamiento de la absorbancia en funcion de la
fraccion mol de reductor (b) tomada de Ana Luisa Alonso Saenz. Tesis de Licenciatura.
Facultad de Quimica, UNAM. 2013.
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Para comprobar que la coordinacion era el proceso observado en la titulacion
espectrofotométrica y no era un proceso de reoxidacion se llevd a cabo un experimento de
voltamperometria ciclica para los diferentes equivalentes de cisteina agregados. En la figura
41 se muestra en rojo el voltamperograma para el compuesto 44dmbpyacac en una
disolucion de fosfatos 0.1 M con un valor de pH de 7.2. El cambio de disolvente obligo a
cambiar el electrodo de trabajo a platino, por lo que la diferencia en los valores de pico es
mucho mas grande que los registrados en un sistema de metanol empleando carbdn vitreo
como electrodo de trabajo.

Con las respectivas adiciones de cisteina marcadas en la figura se puede constatar que no
hay una reduccion del Cu(Il) presente en la disolucion, el desplazamiento del potencial de
reduccién hacia valores mas positivos (-325 mV a -242 mV) indica un cambio en la esfera
de coordinacion con la incorporacion de atomos que proporcionen una mayor cantidad de
densidad electronica como el grupo tiol de la cisteina. También es importante notar que la
corriente de reduccion no disminuye hasta que se alcanzan 0.6 equivalentes y sigue
disminuyendo poco a poco hasta alcanzar menos de la mitad de su valor original al alcanzar
un equivalente de cisteina adicionada. Con respecto a la oxidacion se observa que por cada
fraccion de equivalente adicionado la sefal original en -15mV disminuye su valor de
corriente y aparece una nueva sefial de oxidacion en +246 mV, haciendo patente la
formacion de una nueva especie en funcion de la cantidad de cisteina agregada. La cuasi-
reversibilidad encontrada en el sistema se atribuye nuevamente al cambio de geometria
asociado al cambio en el estado de oxidacion del metal de +2 a +1. Es importante destacar
que los potenciales para la nueva especie son mas positivos que para la Casiopeina, lo que

significa que el Cu(l) estd enlazado mas fuertemente que el Cu(Il) a los ligantes, siendo
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consistente con la teoria de acidos y bases duros y blandos donde la coordinacién de Cu(I)

con azufre es mas estable que una coordinacion con Cu(II).

+246mV

-15mV. —=

I (nA)

Equivalentes de Cisteina
Oeq
—0.2eq
0.4 eq
—0.6eq
0.8eq
—1.0eq

325mV —= 242mV

0.6 0.4 0.2 0.0 02 04 06
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Figura 41. Voltamperogramas de 44dmbpycac en ausencia (rojo) y en presencia de
diferentes equivalentes de cisteina en donde se puede apreciar que la reducciéon no es
inmediata y se confirma la coordinacion del azufre al centro metalico.

Una vez identificado que es necesario adicionar un exceso de tiol para producir la
reduccion del ion metalico, se realizaron varios experimentos de RPE a temperatura
ambiente y en presencia de un atrapador de radicales para saber si las Casiopeinas eran
capaces de generar especies reactivas de oxigeno cuando estan presentes en la disolucion
un agente reductor y oxigeno molecular.

Para ellos se emplearon dos atrapadores de radicales POBN (a-(4-Piridil-1-oxido)-N-ter-
butilnitrona) y DMPO (5,5-Dimetil-1-pirrolina-N-6xido) y se emplearon dos agentes
reductores, el GSH y la cisteina. La figura 42 muestra la reduccion de compuesto
44dmbpyacac en funcion de los equivalentes agregados de cisteina y GSH, la reduccién
total de la especie se alcanza a los 5 equivalentes de cisteina y a los 10 equivalentes de

GSH. El comportamiento se explica por la presencia de oxigeno que cataliza la reaccion de
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transformacion de Cu(Il) a Cu(l) y viceversa. Las lineas punteadas en ambos espectros
muestran las sefiales correspondientes a la Casiopeina, las sefiales hiperfinas que no
coinciden con estas lineas se asocian a la nueva especie de Cu(Il) formada una vez que se
coordina el azufre tanto de la cisteina como del GSH. Las sefiales son mas notorias en el
espectro cuando se agrega cisteina por la velocidad en la que se lleva a cabo la reaccion

redox, siendo mucho mas rapida con GSH.
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Figura 42. Espectros RPE del compuesto con diferentes equivalentes de tiol para asegurar

la completa reduccion del Cu(Il) presente en la disolucion a) 44dmbpyacac + Cys, b)
44dmbpyacac+ GSH.
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Una vez establecido el numero de equivalentes a emplear para asegurar que todo el cobre
en disolucion se encontrara reducido se procedi6 a preparar las disoluciones de trabajo. A
disoluciones con 1 mM del compuesto 44dmbpyacac se le agregan 6 mM de POBN, el
espectro de la derecha de la figura 43 muestra que el atrapador de radicales no presenta
interaccion con el compuesto de Cu(Il). A una disolucién independiente con 1 mM del
compuesto de cobre y 6mM de POBN se le agregan los 5 equivalentes de GSH y se
adquiere el espectro en negro de la figura de la derecha, al aumentar la concentracion del
agente reductor a 10 equivalentes se incrementa la intensidad de las sefales obtenidas
(espectro en rojo). En todos los casos las disoluciones preparadas fueron mezcladas con la
micropipeta introduciendo aire para incrementar la presencia de oxigeno en el medio de
reaccion. Dado que POBN no es capaz de distinguir entre las especies reactivas de oxigeno

formadas, se emplea el atrapador de radicales DMPO.
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Figura 43. Izquierda. Espectro RPE de 44dmbpyacac en presencia de POBN adquirido a
temperatura ambiente. Derecha. Espectro RPE de 44dmbpycac en presencia de POBN y 5
equivalentes de GSH (linea negra) y 10 equivalentes de GSH (linea roja).

El atrapador de radicales DMPO es capaz de diferenciar entre superdxido y radical

hidroxilo de acuerdo a los desdoblamientos que se muestran en la figura 44. Este atrapador

también es capaz de diferenciar a aquellos radicales formados que presenten el electron

124



desapareado sobre un atomo de carbono. Con el desdoblamiento ya conocido para cada
una de las especies que se pueden formar en disolucion por la interaccion de el compuesto
de Cu(Il) con el agente reductor y el oxigeno molecular y con la ayuda de la simulacion de

cada uno de los espectros se procedi6 a identificar las especies formadas.

HaC. OH
Hydroxy radical

HaC N H
L

HaC. O,H

Superoxide radical

HaC N H

&

Figura 44. Desdoblamiento del espectro de DMPO al formarse el aducto con radical
hidroxilo (parte superior) y con el radical superoxido (parte inferior).

DMPO

Para los espectros en donde se emplea DMPO como atrapador de radicales se emplearon
concentraciones del compuesto de coordinaciéon 1 mM, 6mM de DMPO y 10 mM de GSH,
Los espectros se adquirieron con respecto al tiempo realizandose tres ensayos
independientes en cada caso. La figura 45 muestra los resultados obtenidos.

Cada una de las figuras muestra el espectro experimental en azul y la simulacion en negro.
El primer espectro se adquiri6 justo después de hacer la mezcla de reaccion y se pueden
identificar tres tipos de radicales: 1) radical soportado en carbono (4), ii) radical superdxido
(*) y iii) radical hidroxilo (%). A los cinco minutos después de haber realizado la mezcla de
reaccion disminuye sustancialmente la cantidad de radicales soportados en carbono e

incrementa la cantidad de radicales hidroxilo.
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Finalmente, después de 15 minutos de reaccion practicamente no existen radicales

soportados en carbono, la cantidad de radicales hidroxilo es minima y la especie que se

genera es practicamente radical hidroxilo.

| ! }
N Kf ' i
.ﬂ” + Radical base carbono L.‘"}
“‘,'“ ¢ Radical superéxido J‘"
o % Radical hidroxilo -
‘»ssrlm[mn 336 82(mT) 341 £7(mT) -‘.xag‘ne-:-m, 16 &3(=T) 341 40(mT)

! I )~ e ey :v | %;Mm-m
!! V
| \

3165,
331 {mT] 16 A3 wT) 341 470(mT]

Figura 45. Espectros RPE de 44dmbpyacac (ImM) en presencia de GSH (10 mM) y
DMPO (6mM). a) Espectro adquirido inmediatamente después de realizar la mezcla de los
reactivos. b) espectro adquirido después de 5 minutos de realizada la mezcla y ¢) 15

minutos después de realizada la mezcla de reaccion.
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La generacion de especies reactivas soportadas en carbono se explica por la migracion del
radical del azufre de GSH a algunos de los carbonos del tripéptido tal como lo indican
Mozziconacci y colaboradores'® y que se ilustra en la figura 46. La migracion de
hidrogenos de la cadena hacia el azufre genera radicales secundarios y terciaros que son
mas estables que el radical sobre el azufre terminal. Con todos estos resultados se propone
que el sistema de Casiopeinas es capaz de generar especies reactivas de oxigeno, tanto
superoxido como radical hidroxilo cuando se encuentra en el medio de reaccion oxigeno

molecular y un agente reductor.

——=  Transferencia de -H a Glu
——=  Transferencia de -H a Cys

——  Transferencia de -H a Gly

NH
HO NH OH

NH, 0
Figura 46. Migracion de hidrogeno que genera radicales en base carbono mas estables que

el radical tionilo formado al inicio. Modificada de la referencia 168.

Para complementar el estudio de la generacion de radicales se realizo un estudio tedrico en
donde se busca conocer si la especie propuesta donde se coordina el azufre al centro
metalico es estable y si posteriormente puede interactuar con el oxigeno para realizar la
transferencia electronica y generar de esta forma el radical superdxido, la especie de
coordinacién reducida y el puente disulfuro proveniente de la oxidacion de dos cisteinas. La

figura 47a muestra el estado de transicion para la interaccion entre la Casiopeina cuando se
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encuentra coordinada la cisteina por el azufre en la posicion apical del ion metalico y el
oxigeno molecular, el cual interactia con el azufre coordinado y se estabiliza a través de la
formacion de un puente de hidrogeno con el carboxilato. Para facilitar la transferencia
electronica del azufre al oxigeno molecular y al centro metdlico es necesario que se
aproxime una segunda unidad de cisteina como se muestra en la figura 47b. La
estabilizacion de este compuesto se da por los multiples puentes de hidrégeno formados
entre los aminoacidos presentes. En todos los casos existe una molécula de agua en una de
las posiciones apicales del cobre, esta molécula de agua ayuda a que el centro metalico
quede con una menor densidad electronica como ya se habia determinado en estudios
teoricos de la interaccion de adenina con las Casiopeinas. Estando pues el centro metalico
con una deficiencia importante de densidad electronica se favorece la coordinacion del
azufre en la posicion apical no ocupada. El oxigeno molecular interactia con el &tomo de
azufre coordinado al cobre pero también se estabiliza formando puentes de hidrogeno con

la segunda unidad de cisteina que se aproxima.

«

Figura 47. a) Estado de transicion encontrado para la reaccion entre bpyacac, Cisteina y
oxigeno molecular. La figura b) muestra las fuerzas intermoleculares involucradas en la
estabilizacion del estado de transicion.
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Con estos resultados se puede proponer un nuevo mecanismo de accion en donde la
reduccién del centro metalico estd precedida por la coordinacion del azufre ya sea de la
cisteina o del glutatién (figura 48). Una vez formada la nueva especie de coordinacién
reacciona con un exceso de tiol y en presencia de oxigeno molecular se produce radical
superoxido y la Casiopeina reducida. El radical superéxido en un medio acuoso o en un
disolvente protico reacciona con iones hidronio para generar el radical hidroperoxilo que
reacciona consigo mismo en un proceso de desproporcionacion para generar como producto
final el peroxido de hidrégeno y oxigeno molecular.'® El H,O, generado puede reaccionar
con la especie de Cu(I) y regenerar la Casiopeina con el Cu(Il) y producir radical hidroxilo
como producto final. De esta manera la reaccion es dependiente de la cantidad de agente
reductor y de oxigeno molecular presente en el medio de reacciéon generando como
producto final radical superdxido, tal como se observd en los experimentos de RPE. El
mecanismo entonces difiere con el previamente reportado en que primero se da una
coordinacion del azufre del tiol al centro metalico, lo cual reduce la energia de transferencia

O] .y . , . 170-1
electronica para la generacion del radical superoxido.'

Una vez que se evidencio que las Casiopeinas son capaces de generar radical superoxido y
radical hidroxilo en disolucién cuando se encuentran presentes oxigeno molecular y un
agente reductor, se procedid a identificar el tipo de interaccion que tenian las Casiopeinas
con adenina, adenosina y 2-desoxiadenosin-5-monofosfato para identificar la preferencia de

coordinacién de todos los atomos donadores con el cobre de las Casiopeinas.
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Figura 48. Mecanismo de reaccion propuesto en funcion de los resultados descritos en el
texto de esta seccion.

5.7 Interaccion de Casiopeinas con adenina, adenosina y 2-desoxiadenosin-5-

monofosfato.

La interaccion entre las Casiopeinas con adenina, adenosina y 2-desoxiadenosin-5-
monofosfato se realizd empleando espectrofotometria UV-vis, RPE y en los casos donde
fue posible por difraccion de rayos X. Para todos los casos se emplearon disoluciones de
adenina, adenosina y 2-desoxiadenosin-5-monofosfato 25 mM y Casiopeinas 10 mM, de las
cuales se agregaron los mililitros correspondientes para que la disolucion final quedara con

relaciones estequiométricas Casiopeina: ligante de 1:0.5, 1:1, 1:1.5, 1:2, 1:2.5, 1:3, 1:3.5,
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1:4, 1:4.5 y 1:5. Las Casiopeinas empleadas para esta parte del trabajo fueron 44dmbpygly,
47dmfengly, S6dmfengly, 3478tmfengly, 44dmbpyacac, 47dmfenacac, S6dmfenacac y
3478tmfenacac por ser de los compuestos que presentan las mejores actividades de
inhibicion de la proliferacion celular in vitro y Bpygly, fengly, Bpyacac y fenacac, como
compuestos de referencia.

En todos los casos el comportamiento de los compuestos con glicina es muy diferente a los
compuestos con acetilacetonato, la descripcion general del comportamiento se hara a partir
de las interacciones con adenina y si existe alguna diferencia sustancial de comportamiento
de los otros ligantes, adenosina y 2-desoxiadenosin-5-monofosfato con respecto a lo
descrito con adenina se indicara en esa parte del texto.

Al adicionar adenina a las disoluciones de los compuestos con gly, las disoluciones
presentan un cambio de coloracién inmediato de azul a un verde esmeralda muy intenso y
los méaximos de absorcidn se desplazan entre 30 y 40 nm hacia menores longitudes de onda,
en el caso del espectro electronico del compuesto 44dmbpygly que se encuentra en la
figura 49a el maximo se desplaza de 620 nm para la Casiopeina en ausencia de adenina
hasta 578 nm cuando se agregan los 5 equivalentes de adenina. Por otro lado, cuando se
realiza el mismo procedimiento con la Casiopeina 44dmbypacac en ningin caso se
observo algin desplazamiento del maximo de absorbancia el cual se mantiene constante en
602 nm.

El cambio en el maximo de absorbancia del compuesto 44dmbpygly hacia valores de
longitud de onda menores es indicativo de un cambio importante en la esfera de
coordinacién, en donde los ligantes presentes generan un desdoblamiento de los orbitales
del metal mucho mayor que el que genera la esfera de coordinaciéon original. Dado que se

esta trabajando en agua y que no existen otros atomos donadores que puedan generar un
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desdoblamiento mayor que el que se tenia con la esfera original se propone que se esté
coordinando la adenina sustituyendo al aminoacidato. Por otro lado, al no presentarse
cambio en el méximo de absorcion cuando se agrega adenina al compuesto 44dmbypacac,

se propone que no hay una interaccion directa entre la adenina y el centro metalico.

b) s —— 44dmbpyacac
—— 44dmbpygly o H 5
— 11 [\ 192
— 115 i 125
—12 A —13
578 nm —125 || 1:35
—13 1041 14
| — 145
— 15
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Figura 49. Interaccion de 44dmbpygly (a) y 44dmbpyacac (b) interactuando con
diferentes equivalentes de adenina.

En el caso de la adicién de adenosina a los compuestos de coordinacion Casiopeinas, no se
presentd cambio en el espectro de absorcion hasta 6 meses después de realizada la mezcla
en donde se presentd un cambio en el maximo de absorcion de 610 nm (44dmbypacac) y
620 nm (44dmbpygly) a 588 nm en ambos casos, el solido resultante es de color azul y el
analisis elemental coincide para un compuesto que tiene formulas minimas
[Cu(44dmbpy)(gly)(adenosina)[NO3 y [Cu(44bmbpy)(acac)(adenosina)|NOs.

Los espectros de RPE para la Casiopeina 44dmbpyacac soportan la propuesta de que no se
presenta una interaccion directa entre la adenina con el centro metélico pues se conserva el
comportamiento general del espectro del compuesto sin adenina agregada, incluso es

posible apreciar el acoplamiento con los nitrogenos de la bipiridina en la primera sefial
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hiperfina durante todas las adiciones. Por otro lado, el compuesto 44dmbpygly presenta
sefales adicionales producto de la presencia de una nueva especie de Cu(Il) en la
disolucion. Las lineas punteadas en el espectro de la figura 50 indican los valores a los que
se presentan las sefiales hiperfinas del compuesto antes de anadir la adenina. El espectro en
rojo se obtiene con dos equivalentes de adenina, mientras que el compuesto en azul se
observa cuando se han adicionado 4 equivalentes de adenina. Aun con el cambio tan
dréstico que se presenta en el espectro azul con respecto al negro, la transformacion de la

Casiopeina a la nueva especie no se ha dado por completo.
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Figura 50. Espectros RPE de 44dmbpyacac (a) y 44dmbpygly (b) con diferentes
equivalentes de adenina. En la figura b) se eliminaron varios espectros intermedios para que
se puedan apreciar las siete sefiales asociadas al acoplamiento de un electrén con dos
nucleos de Cu(Il).
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El niimero de senales hiperfinas asi como las superhiperfinas proporcionan informacion
acerca de la esfera de coordinacion del Cu(Il) asi como del acoplamiento que se pueda
presentar con otros nucleos que se encuentren cerca. Analizando el espectro adquirido para
44dmbpygly con 4 equivalentes de adenina se observan seis sefiales centradas en 290 mT.
Para compuestos en donde el electrén desapareado se encuentra acoplandose con dos
nucleos de Cu(Il) aparecen seis sefiales en esta region del espectro, por lo que la séptima
sefal del sistema se encuentra traslapada con las sefiales superhiperfinas, las flechas de la
figura 51a sefialan los valores de campo a los que se presentan las siete sefiales hiperfinas

mencionadas.
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Figura 51. a) Region central del espectro RPE donde se observan las siete sefales
asociadas al acoplamiento de un electron con dos nucleos de cobre. b) Region del espectro
donde se observa la transicion prohibida AMs= =+ 2.

134



Haciendo una ampliacion a la zona donde aparecen las sefiales superhiperfinas se
distinguen siete sefiales marcados con asterisco que corresponden al acoplamiento del
electron desapareado con los 4&tomos de nitrogeno presentes en la esfera de coordinacion.
Por el nimero de sefiales presentes, considerando que los atomos donadores involucrados
son nitrogenos (I= 1) y oxigenos (I= 0) y de acuerdo a la regla de multiplicidad m= 2nl+1,
entonces deben existir tres nitrogenos coordinados de una manera equivalente al centro
metalico y las adeninas coordinadas deben de estar formando puentes entre ambos nucleos
de cobre para poder tener un acoplamiento como el que se observa en la figura 51a. Para
confirmar que se trata de una especie dinuclear de cobre se analiza la region entre 100 y
200 mT donde aparece la transicion prohibida AMs= =+ 2, cuando los dos nucleos de cobre
se encuentran lo suficientemente cerca uno del otro para que se dé el acoplamiento del
electron desapareado con tales nticleos o cuando el ligante esta facilitando el acoplamiento.
En la regién mencionada aparece un conjunto de siete sefiales centradas en un valor de
campo de 143 mT (g=4.53) lo que confirma la existencia de la especie dinuclear de Cu(Il).
Una caracteristica importante a destacar en este sistema es que sin necesidad de hacer una
ampliacion a la region y con sélo tres acumulaciones fue posible observar el acoplamiento
y la multiplicidad debido a dicho acoplamiento del electron con los dos nticleos de cobre,
generalmente solo se observa la transicion sin el desdoblamiento, lo cual sugiere que la
distancia entre los cobres es realmente pequeiia (Figura 51b).

En la literatura se han descrito espectros similares para sistemas dinucleares de Cu(Il) en
donde las distancia entre los 4tomos de cobre se encuentran a 3.3 A en el sistema
[Cu(tidioacetato)(fenantrolina)],-Hatda) o entre 6.9 a 9.1 A con espaciadores alifaticos
como en [Cuy(dimp)(H,0)2(NO3)2](NOs), donde dimp= 2,8-dimetil-5,11-bis(piridin-2-

ilmetil)-1,4,5,6,7,10,11,12-octahidroimidazo[4,5-h]imidazo-[4,5-c][1,6]-diazecina. '"*"'"’
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Un mes después, la transformacion de la especie mononuclear de cobre a la dinuclear se da
por completo generando un sistema triplete donde la interaccion del electron desapareado
con los nucleos de cobre es muy fuerte, lo que hace desaparecer en su totalidad las siete
sefales que aparecian en el campo central generando ahora el espectro que se muestra en la

figura 52 centrado en g = 2.06 y la transicion prohibida AMs= 4+ 2 en g=4.53.
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Figura 52. Espectro RPE en donde se muestra el estado triplete debido a la gran cercania
de los nucleos de Cu(II).

Los sistemas que presentan acac en su esfera de coordinacion son mucho mas estables que
los compuestos con glicinato, sin embargo, también sufren la sustitucion del ligante
secundario. La transformacion total de los sistemas con acac es realmente lenta llegando a
tardar hasta 10 meses en completarse. Como se muestra en la figura 53, el espectro en rojo
corresponde al compuesto 44dmbpyacac justo después de mezclarse con 4 equivalentes de
adenina. Los siguientes espectros muestran la transformacion gradual del sistema
monomeérico al sistema dinuclear (espectro negro en la figura). Al obtener los mismo
valores que cuando se emple6 44dmbpygly se concluye que la especie formada es

exactamente la misma [Cuy(44dmbpyacac),(adenina),].

136



2000
1500
1000 —

500

Intensidad

-500 -
|— 44dmbpiacac+ adenina

1000 4—— 3 meses
5 meses
-1500 4—— 9 meses
|—— 10 meses
-2000 T T T T T T T
100 200 300 400

Campo magnético (mT)

Figura 53. Espectros RPE del compuesto 44dmbpyacac con 4 equivalentes de adenina
donde se muestra el grado de transformacion con el paso del tiempo hasta llegar al estado
triplete.

La difraccion de rayos X de uno de los compuestos estudiados el cual se obtuvo de la
reaccion entre S6dmfengly y adenina permite afirmar entonces la formacion del compuesto
dinuclear en donde se tienen dos unidades de diimina aromatica, dos adeninas, dos atomos
de Cu(Il) y completando la esfera de coordinacion de los cobres se tiene dos moléculas de
agua, cada una coordinada a un cobre y se presenta en la figura 54. Desafortunadamente, el
cristal empleado para el estudio de rayos X no es de la mejor calidad y sumado al desorden
en la parte de las adeninas, la estructura no es de una calidad suficiente para publicarse. Sin
embargo, la resolucidbn nos permite conocer la conectividad en esta estructura y
considerando el alto desorden encontrado en las adeninas podemos proponer que un paso
intermediario para la formacion del compuesto dinuclear involucra la coordinaciéon de una
adenina a dos cobres, teniendo dos posibles orientaciones, lo que provoca que el grupo
amino de la adenina quede cerca del cobre que esta en la parte superior o en la parte

inferior. Al tener estas dos orientaciones, la adenina que completa la esfera de coordinacion
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tendrd que acomodarse de tal forma que los grupos amino de ambas adeninas queden
alternados teniendo entonces que los carbonos y los nitrogenos intercambiaran posiciones
al momento de hacer el promedio de ocupacién para poder definir la unidad asimétrica de
este cristal. Es interesante notar que a pesar de tener un grupo amino con el cual se podria
coordinar una adenina de manera bidentada a un mismo cobre formando anillos de cinco
miembros, prefiera la conformacion mostrada en la figura 54 donde la coordinacién es por
los 4tomos de nitrégeno N3 y N9. Dada la mala calidad de los datos cristalograficos no se

discutiran las interacciones débiles que mantienen al cristal.

Figura 54. Estructura molecular del compuesto [Cuy(56dmfen),(adenina),(H,O),](NO;),
mostrado a un 50% de ocupacion. Las moléculas que actian como contraion no se
presentan para mayor claridad.

La obtencion del compuesto dinuclear depende de la estabilidad del compuesto de
coordinacién de partida, pero también influye la cantidad de adenina presente en el sistema.
Para obtener el compuesto dinuclear se necesitaron 4 equivalentes de adenina y 10 meses,
pero si se colocan solo dos equivalentes de adenina y esta disolucion se deja a temperatura
ambiente para que se evapore al agua que tiene como disolvente, entonces es posible aislar
un cristal donde las adeninas estan interactuando con el compuesto de coordinacion a través

de interacciones n-w. La figura 55 muestra la unidad asimétrica del cristal donde se tienen
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dos adeninas, dos moléculas de agua de solvatacion, un ion nitrato y el compuesto de
coordinacion [Cu(44dmbypy)(acac)(H,0)]". El cristal fue obtenido por Araceli Tovar-
Tovar (Tesis doctoral).

El Cu(Il) adopta una geometria de piramide de base cuadrada donde la base de la piramide
la conforman la 44dmbpy y el acac con la molécula de agua en la posicion apical, la misma

178-1 ,
78186 asi como todos

conformacion espacial que otros compuestos reportados previamente
los obtenidos en este trabajo. Las distancias de enlace encontradas para este compuesto son

muy parecidas a las que se presentan cuando el compuesto tiene una geometria cuadrada

con una formula molecular [Cu(44dmbpy)(acac)]C10,. '’

Figura 55. Diagrama ORTEP (50% de ocupacion) que presenta la unidad asimétrica del
aducto formado entre el compuesto [Cu(44dmbypy)(acac)(H,0)]" y la adenina.

De acuerdo a la figura 56 se presentan interacciones de apilamiento entre la adenina
marcada como 2 y el anillo pseudo-aromatico formado por la coordinacion del acac con el
Cu(Il), la distancia entre los centroides marcados en rojo es de 3.624 A, ésta distancia se
encuentra en el intervalo de 3.3 a 3.8 A definido por Janiak para una interaccion de
apilamiento 7 desplazada de manera paralela.'™ Por otro lado las adeninas marcadas como

1 y 3 en la figura 39 presentan interacciones de tipo C-H:--x con una distancia del centroide
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del anillo aromatico al atomo de hidrégeno entre 3.258 y 3.524 A. Las distancias

encontradas son comparables con las reportadas para interacciones de apilamiento tipicas

. , . 1
€n sistemas organicos. 89

) Adenine 1

Figura 56. Fuerzas intermoleculares involucradas en la estabilizacion del aducto formado
entre las adeninas y el compuesto 44dmbpyacac.

Las moléculas presentes en el cristal adoptan un arreglo laminar alineado con el eje b de la
celda unidad. La celda unidad contiene dos ldminas del compuesto de coordinacion
intercaladas entre dos ldminas de adenina como se muestra en la figura 57a. La distancia
entre las laminas de adenina es la mitad de lo que mide el eje a de la celda unidad (a=
13.015(2) A); que es la misma distancia existente entre las laminas de compuestos de
coordinacion. En este arreglo laminar las adeninas estdn involucradas en dos tipos de
interacciones: i) formando puentes de hidrogeno con las moléculas de agua y los iones

nitrato (figura 57b) y ii) formando puentes de hidrogeno con otras adeninas.

140



Figura 57. Interacciones intermoleculares en el aducto 44dmbpyacac y adenina. a) Vista a
través del eje cristalografico ¢ que muestra a la adenina (A) y al compuesto 44dmbpyacac
(B) acomodandose en laminas dentro del cristal. b) y c¢) Puentes de hidrégeno en donde
participan las adeninas, las moléculas de agua coordinadas y de solvatacion asi como los
iones nitrato.

De la primera interaccion mencionada, dos moléculas de agua provenientes de dos
compuestos de coordinacion interactiian con el N3 y el N9 de las dos adeninas adyacentes
formando estructuras R4*(12) donde dos nitrogenos y las dos moléculas de agua fungen
como aceptores de puentes de hidrogeno mientras que los dos nitrégenos N9 y las dos
moléculas de agua funcionan como donadores del puente de hidrogeno. Las moléculas de
marcadas de color verde provienen de la ldmina superior de compuestos de coordinacion,
mientras que las moléculas de agua marcadas de color azul provienen de los compuestos de
coordinacion de la capa inferior.

Dos unidades idénticas como las que se acaban de describir interactiian entre ellas a través

de un arreglo de dos iones nitrato y cuatro moléculas de agua que forman puentes de

hidrogeno entre ellos formando tres anillos interconectados. Para formar estos puentes de
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hidrégeno participan el nitrogeno 1 de las adeninas y dos moléculas de agua del compuesto
de coordinacion como se muestra en la figura 57b.

Hobza y Sponer' describen tres tipos de puentes de hidrogeno que se presentan entre dos
unidades de adenina clasificados como AA-1, AA-2 y AA-3 y que se presentan en la figura
58. En AA-1, NI de una adenina y el grupo amino de la otra forman el puente de
hidrogeno, en AA-2 la formacion de los puentes de hidrogeno se da entre el N1 de una
adenina con el grupo amino de la segunda y el N7 de la segunda con el grupo amino de la
primera, finalmente para el arreglo AA-3 los puentes de hidrégeno se forman al interactuar
los grupos amino de ambas adeninas con el N7 correspondiente. La energia total de

asociacion para estos sistemas es -11.0, -10.3 y -9.4 Kcal/mol, respectivamente.'*’

H
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/N ) /N\H _</N N -- _ H/N\H . §
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H H H/
AA-1 AA-2 AA-3

Figura 58. Puentes de hidrogeno que pueden formarse entre dos unidades de adenina.

Aun cuando el arreglo AA-3 es el menos favorecido energéticamente, es el que se esta
presentando en el cristal, esto se debe a la formacion de los otros puentes de hidrogeno que
fuerzan al sistema a adoptar tal conformacion para las adeninas. En este punto es
importante mencionar que se intento hacer el estudio de interaccion del compuesto de
coordinacién con las otras bases (citosina, guanina y timina), sin embargo no hubo un

resultado favorable.
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Con la intencion de obtener toda la informacion posible respecto a las interacciones
presentes en este sistema se decidid realizar un estudio computacional. La estructura de
rayos X mostrada en la figura 55 fue empleada como geometria inicial para obtener una

191

optimizacion de la estructura a un nivel de calculo M052x/LANL2DZ" ™ empleando el

192 . . . 19
9.'2 Recientemente Jeanvoine y Spezia 3 encontraron que el

programa Gaussian 0
intercambio no local de Hartree-Fock juega un papel fundamental en la descripcion de los
compuestos de Cu(Il) en donde el orbital hibrido M05-2x es el que proporciona los
resultados que mas concuerdan con los datos experimentales y calculos CCSD(T). Se
realiz6 un célculo de energia de punto tnico con M052x/6-311++g(2d,2p) para obtener una
funcion de onda con todos los sets de bases de electrones. La adenina aislada asi como el
compuesto de coordinacion y las moléculas de agua fueron optimizadas al mismo nivel de
teoria para calcular la energia y los cambios en la poblacion electronica. Las funciones de
onda obtenidas de dichos calculos fueron empleadas para calcular las propiedades locales e
integradas de la densidad electronica empleando el programa AIMALL.'**

Teniendo los datos de las propiedades locales e integradas de la densidad electronica se
procedié a realizar el analisis de los resultados.'”” La figura 59 muestra la grafica molecular
de los compuestos involucrados en las tres laminas antes descritas. En la lamina A, los dos
puentes de hidrogeno N---H-O y O---H-N presentan valores de densidad electronica en el
punto critico de enlace (qpep) de 0.028 y 0.027 unidades atdmicas respectivamente que son
valores tipicos para los puentes de hidrogeno. Existen 18 interacciones entre las tres capas
de compuestos, 13 de ellas asociadas con la bipiridina y las 5 restantes con el acac. Todas

ellas pueden ser clasificadas como interacciones de capa cerrada donde las interacciones -

n, C---H-n y C-H---X (X= N, O) estan presentes. Las interacciones débiles n-n y C-H--'®
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mads importantes se presentan entre la bipiridina y las adeninas adyacentes con un valor de

Qpce de 0.0035 u.a.

Figura 59. Interacciones intermoleculares obtenidas del analisis QTAIM en donde se
observan los puntos criticos de enlace y de las interacciones intermoleculares en el aducto,
las adeninas y el compuesto de coordinacion.

La poblacion electronica de cada grupo (N) en el compuesto fue comparada con las

moléculas aisladas de acuerdo a la ecuacion:

AN (grupo) = N(grupo@compuesto)-N(especies aisladas)
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La figura 60 muestra la transferencia electronica de las adeninas hacia los ligantes que se
encuentran en la esfera de coordinacién del Cu(Il). La poblaciéon electronica del atomo de
cobre disminuye en 0.02e, mientras que la poblacion de 44dmbpy y acac incrementan en
0.06e cada una. Las moléculas de agua 1, 2 y 3 ganan 0.04, 0.03 y 0.04¢ respectivamente.
Por otro lado, las adeninas 1 a 4 pierden 0.06, 0.06, 0.01 y 0.07 e respectivamente, de
donde es posible notar que la transferencia electronica es mayor para las adeninas que estan
interactuando con la bipiridina. Las moléculas de adenina transfieren densidad electronica
hacia los ligantes deficientes compensando la donacién que hicieron estos hacia el 4&tomo

de Cu(Il). Todos estos datos se presentan de manera grafica en la figura 61.

Es interesante hacer notar aqui que la densidad electrénica donada por las adeninas no es
transferida al centro metalico como sugiere Yamauchi para los compuestos de platino.'**""
Asi el mecanismo de apilamiento entre las moléculas de adenina y el compuestos de
coordinacioén debe entenderse a través de la redistribucion de la densidad electronica en la

supramolécula que estabiliza el aducto de adenina con una energia de -92.13 Kcal/mol, lo

’ .7 . O 1
cual era de esperarse ya que la energia es una funcion de la densidad electronica.'®

Ademas, es importante analizar la densidad electronica calculada alrededor del Cu(Il)
empleando el momento cuadrupolar tanto del compuesto de coordinacion como del aducto
formado con las adeninas. El momento cuadrupolar del cobre esta orientado respecto al
plano principal de la molécula formado por la bipiridina y el acac, por esta razon, el valor
del elipsoide estara directamente relacionado con la deformacion de la densidad electronica

del cobre debido a la interaccion de retrodonacion & con los ligantes.

145



Adenina 1

@ N Agua 2
Agua 1 N

Adenina 2

4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina
Acetilacetonato

Adenina 4

Adenina 3
Agua 3

Figura 60. Representacion grafica (flechas naranjas) de la transferencia de carga entre los
ligantes del compuesto de coordinacion y las adeninas que se presentan en el aducto.

0% 4.4 ddimetil-

6 2,2'-bipiridina Acetilacetonato

Agua 1 Agua3
0.04 7 Agua 2
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Figura 61. Cambio en la poblaciéon electronica de todos los grupos involucrados en el
aducto. Se tomo como referencia el compuesto de coordinacion 44dmbpyacac para obtener
los valores de la diferencia.
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El radio mayor del elipsoide en el compuesto de coordinacion es de 2.6541, mientras que
en el aducto con las adeninas el valor es de 2.0915, lo que representa una disminucion del
21.2%. Esta disminucion en el valor del radio elipsoidal representa una menor participacion
en la retrodonacion m por parte de los ligantes cuando la adenina esta presente. La
formacion del par donador-aceptor de densidad electronica que se da entre las adeninas y
los ligantes presentes en la esfera de coordinacion de cobre proporciona un exceso de
densidad electronica sobre estos ultimos disminuyendo su capacidad de aceptor «, haciendo
que la densidad se quede sobre ellos y no pueda ser transferida al centro metélico, sobre
todo porque el mejor par aceptor-donador se forma entre las adeninas y la bipiridina.

De esta forma se tiene que el momento cuadrupolar nos ayuda a entender como se esta
llevando a cabo la redistribucion de densidad electronica, tal como lo vimos al analizar el
comportamiento de los compuestos de coordinacion de manera independiente y explicar
con los datos de momento dipolar y cuadrupolar sus propiedades electronicas. La parte que
corresponde al aducto formado entre el compuesto de coordinacion
[Cu(44dmbpi)(acac)(H,O)]NO3; (44dmbpyacac) y adeninas fue publicado en la revista
Polyhedron.'”’

Con respecto a las interacciones con los 2-desoxiadenosin-5-monofosfato, el
comportamiento es muy similar al descrito para las interacciones con adenina, siendo los
compuestos con glicina los mas susceptibles a sufrir reacciones de sustitucion de ligante
con respecto a los compuestos con acac, sin embargo, para éstos sistemas el cambio es
menos evidente. La figura 62 muestra el espectro electronico para la interaccion de
44dmbpyacac con 2-desoxiadenosin-5-monofosfato en donde se puede apreciar que
después de la mezcla aparece un ligero desplazamiento del maximo de absorcion de 620 a

616 nm, en estos sistemas no existe un cambio de color en la disolucion después de realizar
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la mezcla como en el caso de las adeninas. Todos los compuestos presentan el mismo
comportamiento cuando interactian con 2-desoxiadenosin-5-monofosfato y el producto
final después de alrededor de 10 meses es la sustitucion del ligante secundario como se

muestra en la siguiente parte de la discusion.

Equivalentes
de Casiopegna
0.6 ——0.1

—0.2
— 03 616 nm
04 ‘

—0.5
—0.6
—0.7
—0.8
—0.9
—1.0

0.4 4

0.2 |\

Absorbancia

0.0

460 ' 660 ' 860
A (nm)

Figura 62. Espectro electronico de 44dmbpyacac con diferentes concentraciones de 2-
deoxiadenosin-Smonofosfato.

Para algunos de los compuestos estudiados fue posible obtener los monocristales adecuados
para realizar un estudio de difraccion de rayos X. Al igual que con las interacciones con
adenina en estos cristales se presenta un alto grado de desorden en una de las unidades de
2-desoxidenosin-5-monofosfato, por lo que se propone el mismo tipo de via para llegar al
compuesto dinuclear. La figura 66 muestra la estructura del compuesto dinuclear obtenido.
Aun cuando fue posible obtener dos estructuras mas en donde se puede apreciar la misma
conectividad, la calidad de los datos obtenidos no es suficiente para publicar dichas

estructuras.
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Figura 63. Estructura molecular del compuesto dinuclear obtenido de la interaccion de
47dmfenacac con 2-desoxiadenosin-5-monofosfato. La figura de la izqierda muestra la
geometria que adoptan los dtomos de cobre y los oxigenos del grupo fosfato dentro el
compuesto.

La figura 63 muestra que el cobre mantiene una geometria de pirdmide de base cuadrada
para cada uno de los cobres presentes en el compuesto. La base de la piramide estad
conformada por los nitrogenos de la diimina aromadtica y por dos oxigenos de fosfato, cada
uno de ellos de una unidad independiente de 2-desoxiadenosin-5-monofosfato de tal forma
que cada grupo fosfato interactiia con los dos dtomos metélicos. La esfera de coordinacion
es completada por una molécula de agua que ocupa la posicion apical. En todos los casos
estudiados se ha presentado la geometria de piramide de base cuadrada que parece ser la
preferencial cuando se presenta una sola unidad de diimina aromatica en la esfera de
coordinacién y ligantes monodentados o bidentados que no presenten un efecto de
repulsion con los atomos de hidrégeno presentes en las posiciones 2 y 9 de fenantrolina o
las posiciones 6 y 6’ de la bipiridina.

En el compuesto con 47dmfen (figura 63) ambos atomos de cobre se encuentran

ligeramente desplazados del plano conformado por los atomos donadores N;/N,/O,/Os para
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el caso del Cu; y de N3/N4/O,/Og en el caso de Cu, distancias p iguales a 0.159 y 0.099 A
respectivamente. Por otro lado, las distancias Cu-Ls se comportan de manera opuesta a los
compuestos mononucleares, en este caso a mayor distancia p del plano, mayor es la
distancia Cu-Ls siendo estas distancias Cul-Ow=2.367 A y Cu2-Ow=2.337 A. La distancia
entre los dos 4tomos de cobre es de 4.954 A como se muestra en la figura, pero éstos no se
encuentran en el mismo plano, la coordinacion de los oxigenos de fosfato hacen que todo

el esqueleto adopte una conformacion tipo silla como se muestra en la figura 63b.

Existen dos tipos de interacciones débiles que estabilizan el cristal. La primera es la
formacion de puentes de hidrogeno entre las moléculas de agua de solvatacion con las
moléculas de agua coordinadas asi como con los oxigenos de fosfato de dos moléculas
adyacentes, esto hace que dos bloques de compuestos interactien empleando a las
moléculas de agua de solvatacion como puente. El segundo tipo de interaccion existente
son la interacciones tipo m-m que se dan entre los anillos aromaticos de las fenantrolinas con
los anillos aromaticos de las adeninas en un caso y con otras fenantrolinas, pues estas
estructuras estan ordenadas de una manera alternada. La figura 64 muestra las interacciones
de apilamiento donde la distancia fenantrolina-adenina es de 3.430 A, mientras que la

distancia entre fenantrolinas es de 3.686 A.
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Figura 64. Interacciones m-m que se presentan entre los anillos de la fenantrolina y la
adenina, asi como entre fenantrolinas en el compuesto [Cu,(47dmfen),(2-desoxiadenosin-5-
monofosfato),(H,0),] 3H,0.

Para la formacion de los puentes de hidroégeno participan tanto los oxigenos de fosfato
coordinados como los no coordinados tal como se muestra en la figura 65. En la parte
superior de la figura se puede observar la formacion de dos puentes de hidrogeno, ambos
involucran a la molécula de agua de solvatacién que funciona como aceptor de puente de
hidrégeno al interactuar con la molécula de agua coordinada (1.944 A) y como donador del
puente de hidrégeno al interactuar con el oxigeno del fosfato no coordinado (1.847 A) y
con la segunda molécula de agua de solvatacion (2.048 A). A su vez, la segunda molécula

de agua de solvatacion es donadora en otro puente de hidrégeno y el aceptor es un oxigeno

de fosfato que estd coordinado a un Cu(Il) de una unidad dinuclear independiente.
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Figura 65. Puentes de hidrogeno presentes entre distintas unidades del compuesto
dinuclear [Cuy(47dmfen),(2-desoxiadenosin-5-monofosfato),(H,0),] 3H,0. La
conectividad se presenta a través de las moléculas de agua coordinadas y de solvatacion, asi
como los oxigenos de fosfato.

Mas puentes de hidrogeno se forman ahora entre dos adeninas de moléculas independientes
que se encuentran adyacentes, nuevamente como en el caso de las adeninas, la
conformacion adoptada es la menos favorecida energéticamente, la AA-3, en donde
interactuan los grupos amino de ambas adeninas con el N7 correspondiente. Dos puentes de
hidrégeno mas se forman entre los grupos amino y oxigenos de fosfato no coordinado
(2.064 y 2.150 A). Un tltimo puente de hidrégeno se forma entre el N1 de la adenina y una
molécula de agua de solvatacion. En la figura 66 se ocultaron las unidades de fenantrolina

que estan por arriba y por debajo de las adeninas interactuantes para poder visualizar bien

los puentes de hidrogeno formados.
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Figura 66. Puentes de hidrogeno formados entre las unidades de adenina presentes en los
compuestos dinucleares [Cuy(47dmfen),(2-desoxiadenosin-5-monofosfato),(H,0),] 3H,O.
En la figura se han eliminado las unidades de fenantrolina que quedan justo por arriba y por
debajo de las interacciones marcadas para mejorar su visualizacion.
En este punto hay que recordar que la coordinacion que se presentd con la adenina, la
adenosina y con 2-desoxiadenosin-Smonofosfato, se da por los grados de libertad con que
cuentan las moléculas para acomodarse de tal manera que favorezcan las reacciones de
sustitucion. La preferencia de coordinacion cuando se encuentran las Casiopeinas en
presencia de 4 equivalentes o mas de adenina es la formacion de especies dinucleares que
involucran a dos adeninas haciendo puentes entre los dos nucleos de Cu(Il) en una
conformacion alternada de una adenina respecto a la otra empleando a los nitrogenos N3 y
N9 para conformar la especie dinuclear, tal como se presenta un una gran cantidad de
. . . . 200-203
sistemas dinucleares que involucran a Cu(Il) con adenina.
Al bloquear N9 con una unidad de ribosa, las unicas posibilidades de coordinacion se

presentan con el grupo amino de la adenina y con el grupo OH de la ribosa, ambos con una

capacidad de coordinacion pobre lo que genera un cambio muy pequeiio en el maximo de
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absorcion descrito en los experimentos de espectroscopia UV-Vis y que pueden ser
sustituidos nuevamente por moléculas de agua. Por otro lado cuando se agrega una unidad
fosfato al nucleésido para formar la unidad nucleétido monofosfato, se presenta
nuevamente la posibilidad de generar especies dinucleares ahora empleando como puentes
los oxigenos del fosfato. La preferencia de coordinacién sera con los oxigenos del fosfato
pues el N3 de la adenina esta estéricamente impedido y la coordinacion con N7 sdlo se
presenta cuando el grupo amino es capaz de formar puentes de hidrégeno con unidades
cercanas que funcionen como aceptores de puentes de hidrogeno.**?* Asi pues, en un
sistema donde se presente la posibilidad de coordinacion entre el N7 de la adenina o la
coordinacién de un oxigeno de un grupo fosfato como en el caso de las adeninas que se
encuentran en el ADN, la coordinacion preferencial se dara por los oxigenos del grupo
fosfato como primer paso en el reconocimiento molecular. Las distancias y angulos de
enlace seleccionados para el compuesto dinuclear [Cup-p*-(2-desoxiadenosin-5-
monofosfato),(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina),(H,0O),] se presentan en la tabla 9.

Tabla 9. Distancias de enlace (A) y angulos de enlace (°) seleccionados para el compuesto
[Cuy(47dmfen),(2-desoxiadenosin-5-monofosfato),(H,O)](NOs), (H,O).

Cul-N1=2.020(4)

Cu2-02ws= 2.337(5)

01-Cul-Olw= 91.13(14)

06-Cu2-02w=92.00 (17)

Cul-N2=2.015(4)

Cu2-02a= 1.891(6)

N2-Cul-Olw= 103.88(14)

02w-Cu2-N3=99.96 (17)

Cul-01=1.935(3)

05-Cul-01= 97.57(16)

N1-Cul-Olw= 83.57(14)

02w-Cu2-02= 75.5 (5)

Cul-05= 1.929(3)

05-Cul-N2= 88.99(15)

06-Cu2-N3= 167.33 (14)

02w-Cu2-N4= 94.8 (2)

Cul-O1w= 2.367(4)

01-Cu1-N2= 162.39(16)

06-Cu2-N4=94.11 (14)

02a-Cu2-02=24.5 (2)

Cu2-02= 2.015(10)

01-Cul-N1= 92.09(18)

N3-Cu2-N4= 80.82 (14)

02a-Cu2-N4= 163.8 (4)

Cu2-06= 1.927(3)

N2-Cul-N1= 80.69(16)

06-Cu2-02=98.4 (2)

02a-Cu2-N3=89.1 (2)

Cu2-N3= 2.009(3)

05-Cul-N1=169.65(16)

02-Cu2-N3=88.7 (2)

02a-Cu2-06= 93.1 (3)

Cu2-N4= 2.009(4)

05-Cul-O1w= 99.90(16)

02-Cu2-N4= 164.3 (4)

02w-Cu2-02a= 99.5 (5)

Las distancias encontradas para el compuesto [Cuy(47dmfen),(2-desoxiadenosin-5-

monofosfato),(H,O)] 3H,0 son similares a las distancias de los compuestos mononucleares
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de cobre. La distorsion angular (1) en este compuesto también es similar con valores de

0.126 y 0.05 para Cul y Cu2 respectivamente.

5.8 Interaccion de Casiopeinas con ADN de timo de bovino

Una vez identificada la preferencia de coordinacién con adenina, adenosina y 2-
desoxidenosin-5-monofosfato, se realiz6 un estudio espectrofotométrico para determinar las
constantes de asociacion de 12 Casiopeinas (bpygly, bpyacac,
44dmbpygly.44dmbpyacac, fengly, fenacac, 47dmfengly, 47dmfenacac, S6dmfengly,
56dmfenacac,3478tmfengly,3478tmfenacac) con ADN de timo de bovino (ADN-TB). La
determinacion de la interaccion de Casiopeinas con ADN empleando fluorescencia es
realizada por otros integrantes del grupo de investigacion.

Para preparar las disoluciones se empled agua bidestilada. La disolucion inicial de ADN-
TB fue preparada a una concentracion SmM empleando Tris-HCl 50mM/NaCl 100mM
como amortiguador (pH= 7.2). Para la disolucion preparada la relacion de absorbancias a
260 y 280 nm (Aze0/Azg0) fue de 1.84, lo que indica que el ADN estéd lo suficientemente
libre de proteina para poder realizar los estudios de interaccion con las Casiopeinas.*”® La
concentracion de ADN en cada experimento fue determinada empleando la absorbancia a
260 nm con un coeficiente de absortividad molar e= 6600 M'cm™. 2”7

La titulacion espectrofotométrica es uno de los métodos mas utilizados para estudiar la
interaccion de diferentes compuestos de coordinacion con el ADN.?** 2% Sj 1a interaccion
involucra intercalacion, los orbitales w* del ligante intercalado puede interactuar con los
orbitales p de las bases del ADN produciendo una disminucion en la energia de transicion

n-1* que resulta en un efecto batocroémico (corrimiento hacia mayores longitudes de onda)
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. SO 210-211
e hipocromico.

En general el efecto hipocromico registrado durante la interaccion de
compuestos de coordinacién con el ADN se asocia a un proceso de intercalacion del
compuesto en el ADN, el cual tiene un efecto de estabilizacion cuando se presenta con la
doble hélice de ADN,*'? como en el caso del compuesto [Cu(fen),]*" el cual se une al ADN
a través de un proceso de intercalacion en el surco menor del ADN.*"

El espectro de absorcion del compuesto 47dmfengly en la region de 250 a 400 nm con
diferentes concentraciones de ADN-TB se presenta en la figura 67. En el espectro es
posible observar un importante efecto hipocromico conforme se incrementa la
concentracion agregada de ADN-TB. La disminucion de la absorbancia es pequefia con
respecto a la adicion de las diferentes alicuotas de ADN-TB. Tal comportamiento también
fue observado en el estudio de las interacciones de ADN-TB con porfirinas en donde se
describe que los cambios de absorbancia mas pequefios en el espectro UV-Vis se registran
cuando la porfirina interactia con zonas ricas en A-T y que la interaccion se da por
intercalacion de los anillos heteroaromaticos de la porfirina.*'* Todos los compuestos
estudiados en esta parte del trabajo presentan el mismo comportamiento general que el
antes descrito, por lo que se propone que la interaccion con el ADN se presente
preferentemente en regiones del ADN ricas en A-T.

Para determinar la fuerza de interaccion entre los compuestos de Cu(Il) con el ADN-TB se

determino la constante de asociacion entre los compuestos de coordinacion y el ADN-TB

s 21
empleando la ecuacion®':

[ADN] _ [ADN] 1
(ca—¢) (ep—¢) Ky(ep —¢f)
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Figura 67. Interaccion de Casiopeinas con ADN-TB. Derecha. Espectro electronico de
47dmfenglyen presencia de diferentes concentraciones de ADN-TB donde es posible
apreciar el efecto hipocromico. Izquierda. Grafica del cambio de la relacion (g,-&¢)/(ep-€5)
como fl.l{’lci(')n del cambio en la concentraciéon de ADN de donde se obtiene la constante de
asociacion.

Donde [ADN] es la concentracion de ADN expresada en pares de bases, el coeficiente de
extincion aparente (g,) se calcula mediante Aq,s/[Cu] y los término &ry &, corresponden a
los coeficientes de extincion molar de los compuestos de Cu(Il) en su forma libre y
totalmente unido, respectivamente. Una grafica de [ADN]/(e, — &) con respecto a la
concentracion de [ADN] proporciona un valor de pendiente igual a 1/(e, — &) y una
ordenada al origen igual a 1/ Ky(ep, — &). Para calcular K, se necesita dividir la pendiente
entre el intercepto. El valor de K, para el compuesto 47dmfengly es de 7.5 x 10° que son
valores muy similares a los reportados para otro compuestos de Cu(I) con una unidad de
fenantrolina o bipiridina en su esfera de coordinacion y que son mostrados en la tabla 10.
De la tabla podemos observar que entre mayor es el sistema aromatico, mayor es la
constante de asociacion registrada como en el caso de [Cu(dppz)(gly)]ClO4 con una K, =
2.10x 10° M, sin embargo, aun cuando exista el sistema aromatico grande si el segundo o
tercer ligante en la esfera de coordinacion presenta grupos alifaticos o aromadticos

voluminosos 1la constante de asociacion disminuye como en el caso de
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[Cu(L*)(dppz)](ClO4) en donde L*= 2-[1-(2-dimetilamino-etilimino)-metil]-fenol en donde
Ky = 1.02 x10° M, ya que el ligante L* a pesar de poder formar puentes de hidrogeno con
el nitrogeno de la amina terciaria e incluso con el grupo azometino, presenta un efecto de
repulsion por el largo de la cadena. Conforme se incrementa el tamafio de los ligantes
presentes en la esfera de coordinacion del Cu(Il) se tiene un efecto negativo en la
asociacion de estos compuestos con el ADN, esto se observa en los valores de Ky, de los
compuestos que involucran dipéptidos que se encuentran entre 1 y 10 x 10° M. Asi
mismo, si se disminuye el tamafo del sistema aromadtico involucrado se observa una
disminucién en los valores de la constante de asociacion, pasando de 2.10 X 10° M 'en
[Cu(dppz)(gly)] a 7.04x 10° M en el compuesto [Cu(fen)(gly)]” y 3.23 x10° para el

compuesto [Cu(bpy)(gly)]" .

Por otro lado, los sustituyentes que existen sobre las diiminas aromaticas también presentan

ey 10216, 21
un efecto sobre la constante de asociacion observada, Chikira'® 2!

ya habia mostrado que
la sustitucion en las posiciones 4 y 7 de la fenantrolina disminuian la asociacion entre los
compuestos de Cu(Il) y el ADN, mientras que la sustitucion en las posiciones 5 y 6
ayudaban a estabilizar la interaccion. Esto se observa en los valores de constante obtenidos
para 47dmfengly y 56dmfengly donde la Ky, para el primero es de 7.15x 10° M, mientras
que en el segundo el valor de la Ky, es ligeramente mayor 7.89 x 10° M™'. La sustitucién de
las posiciones 3 y 8 de la fenantrolina hace que el valor de K} disminuya atn mas (6.87
x10°M™). La disminucién de la Ky para el compuesto tetrametilado puede deberse a la
disminucién de la capacidad de la fenantrolina para participar en procesos de retrodonacion
cuando estan ocupadas las posiciones 3 y 8 de la diimina aromatica haciendo que existan

una menor cantidad de movilidad en la densidad electronica de estos sistemas haciendo

menos favorable la formacion del par aceptor-donador que provocan las interacciones m-w
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entre los sistemas aromaticos, el mismo efecto que se encontr6 como factor modulador para
describir las propiedades redox y el ambiente magnético de estos compuestos en los
estudios de electroquimica y RPE ademas de los efectos estéricos que puedan presentar los
grupos metilos en estas posiciones.

El mismo comportamiento general se observa cuando se comparan los valores de los
compuestos que tienen la misma fenantrolina pero ahora con acac como segundo ligante,
observandose ligeros incrementos en los valores de Ky en cada caso, lo cual debe ser
producto de la naturaleza pseudo-aromatica que presenta el acac cuando se coordina al
centro metalico y que ayuda en las interacciones de apilamiento, tal como se observa en el

aducto formado entre 44dmbpyacac y adeninas descrito en secciones anteriores.

Tabla 10. Constantes de asociacion de compuestos de coordinacion de Cu(Il) con ADN.

Compuesto Ko (M™) Referencia
[Cu(bpy)(gly)(H,0)INO; (bpygly) 3.23x 10° Este trabajo
[Cu(bpy)(acac)(H,0)INO;s(bpyacac) 3.45x 10° Este trabajo
[Cu(dmbpy)(gly)(H,0)INOs(44dmbpygly) 3.11x 10° Este trabajo
[Cu(dmbpy)(acac)(H,0)]NO;z(44dmbpyacac) 3.31x 10° Este trabajo
[Cu(fen)(gly)(H,0)]NOs(fengly) 7.15x 10° Este trabajo
[Cu(fen)(acac)(H,0)INO;(fenacac) 7.60x 10° Este trabajo
[Cu(47dmfen)(gly)(H,0)]NO;z(47dmfengly) 7.05x 10° Este trabajo
[Cu(47dmfen)(acac)(H,0)]NO;(47dmfenacac) 7.90x 10° Este trabajo
[Cu(56dmfen)(gly)(H,0)]NO;(56dmfengly) 7.89x 10° Este trabajo
[Cu(56dmfen)(acac)(H,0)]NO;(56dmfenacac) 7.21x 10° Este trabajo
[Cu(3478tmfen)(gly)(H,0)]NO;(3478tmfengly) 6.87x 10° Este trabajo
[Cu(3478tmfen)(acac)(H,0)]NO;(3478dmfenacac) 7.10x 10° Este trabajo
[Cu(dppz)(gly)]CIO, 2.10x 10° 218
[Cu(l)(boc(tos)-his-trp-ome)(phen)](ClO,), 3.33x10* 219
[Cu(ll)(boc(tos)-his-tyr-ome)(phen)](ClO,), 2.82x10* 219
[Cu(tptz),]** 1.5x10* 219
[Cu(SMe-L-cys)(dpq)(H,0)] 1.3x10* 220
[Cu(SMe-L-cys)(dppz)(H,0)] 2.15x10* 221
[Cu(L*)(H,0),](CIO,), 1.3x10° 222
[Cu(L*)(bpy)](CIO.) 3.6x10° 222
[Cu(L*)(phen)](ClO,) 1.02x10* 222
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[Cu(L*)(dpq)](ClO,) 2.14x10* 222
[Cu(L*)(dppz)](ClO,) 1.02x10° 222
[Cu(L*)(dmdppz)](ClO,) 7.43x10° 222
[Cuy(glygly)(ppz)(H,0)4]2H,0 2.14x 10° 223
[Cu(HisLeu)(fen)]Cl 4.2x10° 224
[Cu(HisSer)(fen)]Cl 4.2x10° 224
[Cu(Gly-L-Val)(fen)]nH,0 2.82x10° 225
[Cu(Gly-L-Val)(TATP)]nH,0 5.2 x 10° 225
[Cu(Gly-L-Val)(dppz)]nH,0 8.44 x 10° 225
[Cu(tdp)(bpy)]ClO, 7.1x10° 226
[Cu(tdp)(fen)]CIO, 9.0x10* 226
[Cu(tdp)(3478tmfen)]ClO, 7.0x10° 226
[Cu(tdp)(dpq)]ClO, 9.0x10° 226
[Cu(L?)Cl)(CIO4)CH5OH 5.47x10" 227
[Cu(L®)](CIO,), 1.33x10* 227
[Cu(Lc)(bpy)] 2.97x10* 228
[Cu(Ld)(bpy)] 3.05 x10* 228
[Cu(Le)(bpy)] 3.07 x10* 228
[Cu(Lf)(bpy)] 2.63 x10* 228
[Cu(Lc)(phen)] 2.07 x10* 228
[Cu(Ld)(phen)] 2.81x10* 228
[Cu(Le)(phen)] 2.85 x10* 228
[Cu(Lf)(phen)] 2.92 x10* 228
[Cu(fen)(L-Thr)(BPEI)]ClO, 2H,0 2.48 x10° 229
[Cu(glygly)(HPB)CI]2H,0 7.28 x 10° 230
[Cu(47dmfen),NO;]NO; 1.77x10° 231
[Cu(47dmfen)(tyr)(H,0)]NO; H,0 1.56x10° 231
[Cu,(fen),Cl,] 4.75 x10* 232
[Cu(fen),Cl] 2.70 x10° 233
[Cu(fen)(L-Thr)(H,0)]ClO, 6.35 x10° 234
(Cu(sal-tau)(fen)]1.5H,0 1.66x10* 235
[Cu(sal-L-val)(fen)] 6.48x10° 236
[Cu(naph-L-val)(fen)] 4.87x10° 237
[Cu,(fen),(L-PDIAla)(H,0),](ClO,), 2.5H,0 0.89x10° 238
[Cug(fen)e(D,L-PDIAIa)(H,0),](Cl04)s 3H,0 1.14x10° 238
[Cu,(fen),(D,L-PDIAla)(H,0)](ClO,), 0.5H,0 1.72x10° 238
[(fen)Cu(bipp)Cu(fen)](ClO,)4 1.6x10* 239
[Cu(5-NO,-fen),(H,0)](NOs), H,0 2.55x10° 240
[Cu(fen),(H,0)](NOs), 3.25x10° 240
[Cu(5-NO,-fen) (Tyr)(H,0)INO; 2H,0 1.05x10° 240
[Cu(fen)(Tyr)(H,0)INO; 2H,0 1.89x10° 240
[Cu(fen),Cl,]6H,0 1.89x10" 241
[Cu(fen)(Tyr)(H,0)] 3.75x10° 242
[Cu(fen)(Tyr)(H,0)]ClO, 4.0x10° 243
[Cu(fen)(tyr)(H,0)]CIO, 2.44x10* 244
[Cu(5-NO,-fen)(DMF),](ClO4), 1.47x10° 245
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[Cu(5-NO,-fen)(sparfloxacino)CIl]5H,0 5.19x10" 246
[Cu(fen)(fenilalanina)(BPEI)]CIO, 4H,0 6.72x10° 247
[Cu(Gly-Val)(fen)] 4.3x10° 248
[Cu(Ala-Gly)(fen)] 2.0x10* 248
[Cu(Ala-Phe)(fen)] 2.25x10* 248
[Cu(Phe-Ala)(fen)] 7.4x10° 248
[Cu(Phe-Val)(fen)] 4.6x10° 248
[Cu(Phe-Phe)(fen)] 1.31x10* 248
[Cu(L1)(fen)] 1.27x10* 249
[Cu(L2)(fen)] 1.20x10* 249
[Cu(L3)(fen)] 0.85x10" 249
[Cu(L4)(fen)] 1.30x10* 249
[Cu(L5)(fen)] 1.43x10" 249
[Cu(L6)(fen)] 1.88x10" 249
[Cu(dipica)(phen)](ClO,) 2.0 x10* 250
[Cu(imda)(phen)(H,0)] 6.0 x 10 251
[Cu(L-tyr)(phen)](ClO, 4.0 x 10° 252
[Cu(pmdt)(phen)](ClO,), 3.0x 10° 253

HPB= 2-(2a-piridil)benzimidazol; tatp=1,4,8,9-tetranitrogeno; dppz =dipirido [3,2-a; 2,3-
clfenazina; ppz: 2-(pirido(1,2-e)purin-4-ilJamino-etanol; BPEI = polietilenimina ramificada;
H,PDIAla = 4cido N,N’-(p-xililene)di-alanina ; bipp=2,9-bis(2-imidazo[4,5-
f][1,10]fenantrolina)-1,10-fenantrolina; L1= 2-(2-(1H-benzimidazol-2-il)etiliminometil) fenol;
L2= 2-(2-(1H-benzimidazol-2-il)etil-imino)metil)-4-metilfenol; L3= (2-piridin-2-iletil)piridin-2-
ilmetileneamina; L4= 2-(1H-benzimidazol-2-il)etil)-piridin-2-il-metileneamina; L5= 2-(1H-
benzimidazol-2-il)etil)(1H-imidazol-2-ilmetilen)-amina; L6= 2-(1H-benzimidazol-2-il)etil)(4,4a-
dihidroquinolin-2-ilmetilen)amina; tptz= 2,4,6-tris(2-piridil)-
1,3,5-triazina; dpg= dipiridoquinoxalina; L*= 2-[(2-dimetilaminoetilimino)metil]fenol; tdp=
2-[(2-(2-hidroxietilamino)-etilimino)metillfenol; dpqg= dipirido-[3,2-d:2[,3E-f]-quinoxalina;
La= N,N’-bis((piridin-2-il)pheniliden)-1,3-diaminopropan-2-ol; Lb= N-(1-piridin-2-
ilpheniliden)-N’-[2-({2-[(1-piridin-2-ilfeniliden)amino]etil}amino)etil]etan-1,2diamina; Lc= 2-
((2-(piperazin-1-il)etilimino)metil) fenol; Ld= 2-((2-(piperazin-1-il)etilimino)metil)-4-metil
fenol; Le= 2-((2-(piperazin-1-il)etilimino)metil)-4-Cloro fenol; Lf= 2-((2-(piperazin-1-
il)etilimino)metil)-4-Bromo fenol; imida= acido iminodiacético

Continuando con la caracterizacion de la interaccion de las Casiopeinas con ADN-TB

disolucion se obtuvieron los espectros RPE de la Casiopeina [Cu(bpy)(acac)(H,0)]NO;

en

cn

ausencia y presencia de ADN y con los valores obtenidos se empled la grafica gy vs. Ag con

la finalidad de conocer la geometria alrededor del ion metalico una vez que se forma el

aducto con ADN-TB. La figura 68 muestra los espectros experimental (linea azul) y

simulado (linea negra) de la mezcla de reaccion. Para obtener los espectros de EPR se
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emplearon disoluciones acuosas en las que se amortiguaron a un valor de pH=7.2
empleando Tris-HCI 50mM/NaCl 100mM, para poder obtener un buen vidrio y colectar el
espectro a 77 K se le agregd un poco de etilenglicol a la mezcla de reaccion. La mezcla de
reaccion con el ADN-TB y la Casiopeina (ADN-TB: Casiopeina; 0.00lmM: 1 mM) en el
tubo de cuarzo se deja incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente y después de
transcurrido ese tiempo se le agrega el etilenglicol y se congela con nitrégeno liquido
(77K). Los parametros obtenidos de la simulacién del espectro experimental arrojan los
valores gj= 2.271, g = 2.074, Ay = 215 x10™ em™, AL = 11.6 x10™ cm™, lo que genera
valores de gy =2.14 y Ag=79.4 x10™ cm™. En la grafica de la figura 69 podemos observar
que esos valores corresponden para una geometria octaédrica adoptada por el ion metélico
y dadas las preferencias de coordinaciéon que se plantearon en el estudio con adenina,
adenosina y 2-desoxiadenosin-5-monofosfato, se propone que la sexta posicion de
coordinacién del Cu(Il) sea ocupada muy probablemente por un oxigeno de una unidad

fosfato del ADN.

-1371.207
246 .060[xaT] 296.770[xaT] 347.480[xaT]

Figura 68. Espectro RPE experimental (azul) y simulado (negro) de una disolucién que
contiene 1mM de bpyacac con 0.001 mM de ADN-TB en una disolucion amortiguada a
pH=7.2. Para congelar a 77K se agreg6 un poco de etilenglicol.
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Figura 69. Grafico donde se presentan los grupos de compuestos de Cu(Il) con diferentes
geometrias y el resultado de la interaccion entre bpyacac y ADN-TB.

Estos resultados concuerdan completamente con el estudio realizado por Galindo-Murillo y
colaboradores”™ en donde se realiza una dindmica molecular para conocer cuél es el primer
sitio de reconocimiento en la interaccion Casiopeina-ADN. Para la dindmica se emplearon
cuatro cadenas de ADN-B con las secuencias poli-d(AAAAAAAAAA),, poli-
d(ATATATATAT),, poli-d(GGGGGGGGGG), y poli-d(GCGCGCGCGC), y la
Casiopeina [Cu(bpy)(acac)(H,O)]NO; (bpyacac). Para todas las simulaciones realizadas, se
encontro que la Casiopeina se estabilizaba en el surco menor del ADN y no se observaba
intercalacion alguna. Una vez identificado el sitio de interaccidn, se selecciond la zona de la
cadena donde estaba presente la Casiopeina y el promedio de esas geometrias fueron
empleadas como puntos de partida para una optimizacion completa con un nivel de teoria
MO05-2x/6-31G(d,p) (Figura 70). Se obtuvieron las funciones de onda a partir de estos

calculos, las cuales se emplean para calcular las propiedades locales e integradas de la
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densidad electronica y su laplaciano en el marco tedrico de la teoria cuantica de los 4&tomos

en moléculas (QTAIM)'” utilizando el programa AIMALL."*

Figura 70. Resultado promedio de la dindmica molecular de la interaccion entre bpyacac y
AND. La figura de la izquierda es el recorte de la interaccion entre Casiopeina y el oxigeno
del grupo fosfato del surco menor. Figura tomada de la referencia 98.

Después de la optimizacion la geometria que se mantiene es la interaccion de la Casiopeina
con un fosfato del surco menor de la cadena de ADN. Esta interaccion es factible dado que
como se discuti6 en la seccion de antecedentes, la formacion del compuesto de
coordinacion [Cu(bpy)(acac)(H,0)]" genera una disminucion de la densidad electronica del
ion metalico asi como en la molécula de agua y un incremento de la densidad electronica en
los ligantes bpy y acac. La deficiencia de densidad favorece la coordinacion del oxigeno del
fosfato en la posicion apical disponible del cobre y genera una nueva redistribucion de
densidad electronica en donde ahora el cobre sigue estando deficiente de densidad

electronica mientras que bpy, acac y la molécula de agua coordinada presentan un
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incremento de densidad electronica a expensas de la disminucion de densidad en la unidad

ribosa fosfato (Figura 71a).
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Figura 71. a) Cambio en la poblacion electronica de los participantes provenientes de la
estructura promedio de las dinamicas moleculares. b) Interacciones débiles presentes en la
estructura una vez que se coordina el oxigeno del fosfato que muestran la interaccion de los
hidrogenos de la ribosa con los anillos aromaticos de la bpy. Adaptado de la referencia 98.

La disminucion de densidad electrénica en la ribosa disminuye a su vez la densidad
electronica de los hidrogenos que estan presentes en esta unidad, lo que los convierte en
excelentes aceptores de la densidad electronica proveniente de la bipiridina que cuenta con
el exceso de densidad proveniente de la redistribucion electronica una vez que se da la
coordinacién del fosfato (figura 71b). Ademés como se discutird mas adelante en la seccion

de actividad nucleasa, justamente los hidrogenos de la unidad ribosa son los mas
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susceptibles a ser retirados para formar en ese punto un radical libre que promueva la
ruptura de la cadena de ADN.

Con el oxigeno del fosfato del surco menor de la cadena de ADN como sitio inicial de
reconocimiento entre las Casiopeinas y el ADN, Galindo-Murillo realizé estudios de
dindmica molecular de 10 ps de duracion en donde se emplea como sistema modelo una
secuencia mas comun de encontrarse en el ADN, el dodecamero de Dickerson-Drew
(d(CGCGAATTCGCG),) (PDB = 1BNA) tomando como posicién inicial para el estudio la
interaccion identificada anteriormente. Los resultados de las dindmicas moleculares
muestran tres tipos de interaccion con el ADN: i) unidn con el final de la cadena, ii) enlace
con el surco menor y iii) intercalacion. Estas ejemplifican las diferencias en la interaccion
producto del ligante secundario. Las diferentes formas de interaccion encontradas se
presentan en la figura 72.

En general, a partir de las 35 simulaciones realizadas se encuentra que la mayoria de las
interacciones son del tipoA (~66%) mientras que el resto de las interacciones presentadas
en la figura J presentan una frecuencia similar en las veces que ocurren entre ellas, tipo B
(~ 9%), tipo C (~ 11%), tipo D (~ 6%) y tipo E (~ 9%). En las interacciones tipo A los
compuestos de Cu(Il) se acomodan en uno de los extremos de la cadena de ADN, siendo
¢ésta la mas débil de todas las interacciones que se presentan. Las interacciones de tipo B se
caracterizan por las interacciones de los ligantes dentro del surco menor del ADN. En las
interacciones tipo C se presenta la ruptura de los puentes de hidrogeno de las bases, las
cuales giran hacia el exterior de la cadena generando un hueco hacia el surco mayor en
donde el compuesto de coordinacion se acomoda y se estabiliza por interacciones de
intercalacion, este tipo de interaccion es la que presenta la mayor energia de estabilizacion.

Las interacciones tipo D son aquellas en donde el compuesto se mantiene en el surco menor
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pero presenta interacciones de apilamiento con bases que han dejado de participar en los
puentes de hidrogeno cercanos al final de la estructura. Finalmente la interaccion tipo E es
donde el compuesto de coordinacion se intercala entre el par de bases que se encuentra en

uno de los extremos de la cadena.

Figura 72. Representaciones del resultado de las interacciones encontradas en las
simulaciones. El panel inferior es un acercamiento a la zona donde se encuentra la
interaccion entre las Casiopeinas y el ADN mostrada en el panel superior. Cada letra
representa una de las configuraciones predominantes en la interaccion. A: apilamiento en el
par de bases terminal del ADN, B: interaccion con el surco menor, C: intercalacion con
apertura/desplazamiento de bases, D: apilamiento en el surco menor con una de las bases
terminales giradas al exterior de la estructura del ADN, E: intercalacion cerca del final de la
cadena de ADN. El compuesto de cobre se presenta en verde. Las moléculas de agua, los
contraiones y los dtomos de hidréogeno no se muestran para facilitar la visualizacion. Las
figuras corresponden a los compuestos Smfenacac, SNO2fenacac, 47dffenacac, Sffenacac
y bpyacac.

La interaccion tipo A puede explicarse con base en tres observaciones: 1) que no existe una
interaccion lo suficientemente fuerte entre el compuesto y el surco menor lo que provoque

que el compuesto se desplace a través de la cavidad hasta que ya no exista ADN; ii) la

completa disociacion del compuesto del surco menor hacia el disolvente; iii) impedimento
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estérico causado por los sustituyentes de la diimina aromadtica que provoca que las
interacciones del compuesto de coordinacidon con el surco menor se estabilicen o se pierda
completamente la interacciéon con el ADN. Practicamente todos los compuestos que
presentan sustitucion en las posiciones 4 y 7 de la fenantrolina o 4 y 4’ de la bipiridina, ya
sean mono-, di- o tetra-sustituidos presentan una interaccion tipo A a excepcion de los
compuestos 44dmbpyacac, 47dpfenacac y 47dofengly. En general los compuestos con
glicinato favorecen menos el proceso de estabilizacion, sobre todo cuando el carboxilato se
encuentra orientado hacia dentro del surco menor, como en el caso de 47d¢fengly, en
donde los anillos aromaticos estabilizan las interacciones con el surco menor a través de
puentes de hidrogeno formados con el esqueleto de la cadena y con los nitrogenos de la
adenina.

Para los compuestos 44dmbpyacac y 47defenacac asi como para los compuestos fenacac
y SMefenacac el proceso de intercalacion sigue la siguiente secuencia general: 1) el
compuesto se une al surco menor; 2) los ligantes se reacomodan; 3) apertura parcial de los
pares de bases e insercion parcial de los ligantes del compuesto de coordinacion; 4)
desacoplamiento total de las bases haciéndolas girar hacia afuera generando un surco en la
cadena permitiendo la insercion total del compuesto de coordinacion y 5) reacomodo de los
ligantes del compuesto de coordinacion dentro del hueco formado. Para todos estos
compuestos la diferencia se presenta en el tiempo que ocupan para cada uno de los pasos
descritos. La mayor diferencia se presenta en el paso 3 en el que el compuesto de Cu(Il)
empuja las bases hasta romper los puentes de hidrogeno haciendo que se desplacen hacia el
surco mayor. La ruptura de los puentes de hidroégeno se da en las bases AT.

Por otro lado, las sustituciones en la posicion 5 y 6 de la fenantrolina proporcionan

estabilidad adicional en las interacciones con el surco menor o en las intercalaciones
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siempre que los sustituyentes metilo o fenilo se encuentre orientados en el surco menor y
los sustituyentes cloro y los grupos carboxilato para los compuestos con glicina se
encuentren orientados hacia fuera del surco como en los compuestos Smfenacac
(interaccion tipo C), S6dmfenacac (interaccion tipo E), Sfgenacac (interaccion tipo D),
5Clfenacac(interaccion tipo E), S6dmfengly (interaccion tipo B) y SClfengly (interaccion
tipo D). En todos los casos el grupo nitro como sustituyente en la fenantrolina no favorece
las interacciones con el surco menor o de apilamiento.

En resumen, ninguno de los compuestos con acac se encontrd interactuando con el surco
menor y ninguno de los compuestos con glicina provocé la ruptura de los puentes de
hidrogeno en los pares de bases. Lo anterior sugiere que la glicina favorece la interaccion
con el surco menor mientras que el acac favorece la intercalacion siendo ambos derivados
ayudados fuertemente por el sistema aromatico que interviene en la estabilizacion de cada
uno de los pasos a través de interacciones de apilamiento con los pares de bases del ADN.
Finalmente, sustituciones en las posiciones 4 y 7 de la fenantrolina desfavorecen las
interacciones de apilamiento con el ADN, mientras que las sustituciones en las posiciones 5
y 6 de la diimina aromatica tienen el efecto contrario, todo esto acorde al impedimento
estérico generado cuando ambos sistemas estan interactuando como lo sugiere Chikira.*'®"
217

Los resultados encontrados con la dinamica molecular sostienen la diferencia de reactividad
sugerida con los resultados de espectroscopia electronica para los compuestos con acac
respecto a los compuestos con glicina, ademas motiva a realizar estudios de interaccioén
entre ADN y los compuestos de coordinacion empleando otras técnicas como el dicroismo
circular, dicroismo circular magnético, fluorescencia, microscopia de fuerza atomica y

micro calorimetria enfocadas a hacer mas evidentes las diferencias de reactividad sugeridas
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por las dindmicas moleculares y que la espectroscopia electronica no fue capaz de
diferenciar tan evidentemente. Los resultados de las dinamicas moleculares fueron

publicados en la revista Nucleic Acids Research.”*

5.9 Actividad nucleasa

Una vez establecido que las Casiopeinas son capaces de generar especies reactivas de
oxigeno en presencia de oxigeno molecular y un agente reductor asi como que existe la
interaccion entre las Casiopeinas con el ADN, se realizaron ensayos para determinar que
tan eficaces son estos compuestos para generar la ruptura de la cadena. Las Casiopeinas
empleadas en esta parte del trabajo son las siguientes: bpygly, bpyacac, 44dmbpygly,
44dmbpyacac, fengly, fenacac, 47dmfengly, 47dmfenacac, S6dmfengly, S6dmfenacac,
3478tmgly y 3478tmacac.

Para tales ensayos se empled el pldasmido pRSET-B que tiene 2800 pares de bases cuya
secuencia y forma de obtencion se presenta en la parte experimental. Uno de los primeros
estudios que se realizan es para escoger el amortiguador, pues éste puede producir dafios en
el ADN que pueden ser interpretados de manera erronea como resultado de la interaccion
del compuesto con supuesta actividad nucleasa, para comprobar que el medio no serd un
factor adicional de corte sobre el acido nucleico se probaron diferentes amortiguadores
(figura 73). Ninguno de los medios mostraron dafio al ADN plasmidico pRSET-B. En todos
los casos se presentan las tres isoformas del plasmido: superenrollado, circular y lineal

después de 30 minutos de incubacion.
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Figura 73. pRSET en presencia de diferentes amortiguadores. Linea 1) ADN + HEPES
0.1M; linea 2) ADN + MOPS 0.1 M; linea 3) ADN + Tris-HCI1 0.1 M; linea 4) ADN +
amortiguador de fosfatos 0.1 M; linea 5) ADN + MES 0.1M.

Todos los amortiguadores presentaron las tres bandas correspondientes a las isoformas
caracteristicas del ADN plasmidico, sin embargo, los amortiguadores Tris-HCl y el
amortiguador de fosfatos fueron descartados pues algunos de los compuestos estudiados
precipitaban durante los tiempos de incubacion empleados.

El amortiguador elegido después de comparar la resolucion de los geles de agarosa fue
HEPES. Como se aprecia en la figura 74 las bandas correspondientes a las isoformas
superenrollada y circular del ADN cuando se encuentran presentes el compuesto de
coordinaciéon y el agente reductor se definen mucho mejor cuando se emplea f-
mercaptoetanol (BME) como agente reductor y dado que presenta el mismo potencial redox

que el GSH se empleara como agente reductor de aqui en adelante. El tiempo de incubacion

para estos experimentos fue de 30 minutos.
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Figua 74. Estudio de electroforesis con MOPS y HEPES en presencia y ausencia de
Casiopeina 47dmfengly. Linea 1) vacio; linea 2) ADN + HEPES; linea 3) ADN +
47dmfengly 1 uM; linea 4) ADN + 47dmfengly 10 uM; linea 5) ADN +BME 100 uM;
linea 6) ADN + GSH 100 uM; linea 7) ADN + 47dmfengly 10 uM + BME 100 uM ; linea
8) ADN + 47dmfengly 10 uM + GSH 100 uM.

Puesto que los compuestos 44dmbpyacac (Caslllia) y 47dmfengly (Casllgly) son dos de
los compuestos mas estudiados por el grupo de trabajo se presentaran los resultados de
¢éstos de forma mas detallada y el resultado de los demads se presentara mas adelante en el
texto. La figura 75 muestra la capacidad de producir cortes en el ADN de ambos
compuestos de coordinacion, en ambos ensayos se empled un tiempo de incubacion de 15
minutos a 37 °C y BME 100uM como agente reductor. En el gel sin reductor no se aprecian
cambios significativos en ninguna de las lineas (lineas 3 y 4). Sin embargo, cuando el
reductor estd presente es posible distinguir una diferencia en el comportamiento entre las
dos Casiopeinas respecto a su capacidad para romper el ADN. Mientras que 47dmfengly
mostré un dafio muy importante a los 10 minutos como se aprecia en la linea 6 y una
degradacion total a los 15 minutos de incubacion (linea 8), el compuesto 44dmbpyacac no

genera dafio en ninguno de los dos tiempos de incubacion y son necesarios 30 minutos de

incubacidn con las mismas concentraciones empleadas para que se observe dafio en el ADN
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y 60 minutos de incubacion para que se presente una degradacion igual a la mostrada por

47dmfengly en la linea 8.

Figura 75. Interaccion entre ADN y las Casiopeinas 44dmbpyacac y 47dmfengly. Linea
1) ADN; linea 2) ADN+ BME 100 puM; linea 3) ADN + 44dmbpyacacl0 pM; linea 4)
ADN + 47dmfenglyl0uM; linea 5) ADN + 44dmbpyacac 10 uM + BME 100 uM (10 min
37°C); linea 6) ADN + 47dmfengly 10 uM + BME 100 uM (10 min 37°C); linea 7) ADN +
44dmbpyacac 10 uM +BME 100 pM (15 min 37°C); linea 8) ADN + 47dmfengly 10 uM
BME 100 uM (15 min 37°C).

A pesar de estas diferencias en los tiempos de incubacion, todos los compuestos fueron
capaces de generar la ruptura del material genético, esto se puede apreciar en la figura 76,
en donde se modificaron las condiciones para que todos los compuestos pudieran presentar
un dafio importante en el material genético. Para lograr lo anterior se disminuyod la
concentracion de Casiopeinas hasta 2.5 uM y la concentracion de agente reductor a 50 uM.

Se siguieron empleando los 50 ng de ADN plasmidico para cada carril, pero ahora el

tiempo de incubacion se incremento6 a 180 minutos a una temperatura de 37°C.
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Figura 76. Interaccion de 500 ng de pRSET-B con las Casiopeinas estudiadas a una
concentracion 2.5 mM en presencia de BME 50 mM. Linea 1) vacio; linea 2) marcador de
peso molecular; linea 3) ADN; linea 4) bpyacac + ADN; linea 5) bpygly +ADN; linea 6)
44dmbpyacac + ADN; linea 7) 44dmbpygly +ADN; linea 8) fenacac + ADN; linea 9)
fengly +ADN; linea 10) 56dmfenacac + ADN; linea 11) 56dmfengly +ADN; linea 12)
47dmfenacac + ADN; linea 13) 47dmfengly +ADN; linea 14) 3478tmfenacac + ADN; linea
15) 3478tmfengly +ADN; lineas 16 y 17 vacias. El tiempo de incubacion fue de 180 min a
37°C.

De la figura 76 es posible apreciar que en las mismas condiciones de reactividad las
Casiopeinas con bipiridina en su esfera de coordinacidon son menos capaces de generar dafio
en el material genético con respecto a los compuestos que presentan fenantrolina.
Comparando a los compuestos que tienen bipiridina se puede observar que los compuestos
con acac como ligante secundario generan un mayor dafio que los compuestos con glicina.
El mismo comportamiento se presenta para los derivados con fenantrolina, un ejemplo en
donde se puede apreciar facilmente dicho comportamiento es comparando las lineas 12 y

13 de la figura 60. Ambos compuestos son los més activos, pero es claro que 47dmfenacac

(linea 12) produce un mayor dafio que 47dmfengly (linea 13). Debido al patrén de barrido
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encontrado en el gel es muy complicado determinar una densidad optica que pueda servir
como medida cuantitativa del grado de ruptura del material genético, sin embargo, si
tomamos la zona en donde todos presentan fragmentos de ADN y se determiné la densidad
optica de cada franja correspondiente a cada compuesto considerando un cuadrado de las
mismas dimensiones para cada caso se puede generar la siguiente secuencia de grado de
daio sobre el material genético: 47dmacac>3478tmacac>3478tmgly>47dmgly>fengly ~
fenacac>56dmgly ~ S6dmacac>47dmbpyacac >47dmbpygly>bpyacac>bpygly.

Estos resultados presentan una tendencia general muy similar a la encontrada en los
potenciales redox en donde los compuestos con acac presentan valores mas negativos que
los compuestos con glicina. Esto permite proponer que entre mas negativo sea el potencial
redox, menor sera la estabilidad de los compuestos reducidos generados, lo que provocara
un rapido regreso al estado oxidado del metal. Puesto que en el estudio de interaccion con
los agentes reductores se establecio que las Casiopeinas generaban los productos necesarios
para completar su propio ciclo catalitico, entre menos estable sea el estado reducido y en
presencia de un exceso de agente reductor, una mayor cantidad de radicales seran
generados, produciendo un mayor dafio en el material genético muy probablemente
sustrayendo hidrogenos de la unidad ribosa, siendo las unidades H1’ y H4’ de la ribosa del
surco menor las mas susceptible a sufrir esta reaccion (figura 77) y generar radicales en la
cadena de ADN que llevara a la ruptura total como han propuesto Sigman, Meunier,

. . . 2
Pratviel y algunos otros investigadores.”> " 7%+ 2%
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Surco mayor

Figura 77. Atomos de hidrogeno que pueden ser sustraidos maés facilmente de la cadena de
ADN. Los hidrogenos mas propensos a ser sustraidos son H1’ y H4’ que se encuentran en
el surco menor del ADN. Figura tomada de la referencia 74.

La identificacion de la interaccion del oxigeno de la unidad fosfato del surco menor de la
cadena de ADN, la identificacion de las Casiopeinas para generar especies reactivas de
oxigeno en presencia de oxigeno molecular y un agente reductor asi como los resultados
encontrados en los estudios de actividad nucleasa muestran que la generacion de radicales
sobre la cadena de ADN mediada por estos compuestos es uno de los mecanismos
involucrados en la citotoxicidad presentada por estos compuestos. El mecanismo tiene que
ser similar al mostrado por [Cu(fen),] que muestra una alta preferencia a oxidar a la unidad
ribosa sustrayendo al H1.7>77-2%>-2%6

Varios mecanismos son los propuestos para la degradacion de la cadena de ADN una vez

que se genera el radical sobre la unidad ribosa, tal como se muestra en la figura 78. De
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acuerdo al mecanismo propuesto, una de las cosas que es necesaria hacer para identificar si
las Casiopeinas estan siguiendo el camino sugerido y que queda como una de las
perspectivas de este trabajo es el tratar de aislar el producto final de la degradacion, la 5-
metilenfuranona, marcado con el nimero 5 en el mecanismo de ruptura de la figura 81 o

cualquiera de los otros intermediarios.
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Figura 78. Posibles mecanismos de ruptura una vez formado el radical sobre C1’. El
radical generado sobre C1’ por la sustraccion de H1’ se muestra en rojo. Figura tomada de
la referencia 77.

La posicion del C1° dentro del surco menor lo hace dificilmente accesible para especies que
difunden como el radical hidroxilo para sustraer H1’, que era el mecanismo de accidén
propuesto para la especie [Cu(fen),]".*’ Sin embargo, Oyoshi y Sugiyama®® explorando el
mecanismo de ruptura de ADN de manera mas detallada encuentran que la ruptura no sélo
se da por la sustraccion de H1’ para generar el producto 5-metilenfuranona, sino que la
principal via de ruptura se presenta afectando C4’ y C5’ ya sea por la formacién del
intermediario 1°,2’-dihidronucleotido o por la eliminacién B de la ribonolactona catalizada

por [Cu(fen),]". Tanto C1°, C4” y C5’ se encuentran en el surco menor y las reacciones de
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sustraccion de los hidrogenos son catalizadas por la reaccion de la especie de Cu(I) formada
una vez que reacciona el compuesto de Cu(Il) con el tiol (en este caso acido 3-
mercaptopropiénico) en presencia de oxigeno molecular,”’ el mismo proceso que el
descrito para las Casiopeinas para formar radical superdxido y radical hidroxilo, que por ser
el surco menor el sitio de reconocimiento inicial para los compuestos ternarios, los
radicales generados estaran en una posicion realmente ventajosa para sustraer los protones
de la unidad ribosa.

Dado que en los estudios de actividad nucleasa para [Cu(fen),]" se propone que la ruptura
del ADN se incrementa por la presencia de H,0O,, se realizaron los experimentos
correspondientes para saber si las Casiopeinas presentaban el mismo comportamiento. En la
figura 79 se puede constatar que a mayor concentracion del compuesto de cobre con un
exceso de agente reductor (BME), la ruptura es cada vez mayor. De la misma forma,
cuando se adiciona H,O; al sistema el dafio que se observa es mucho mayor que cuando se
tiene el compuesto de Cu(Il) solo con el agente reductor, confirmando de esta manera que
las Casiopeinas son nucleasas quimicas que siguen un mecanismo similar de ruptura que
[Cu(fen),]” que involucra la generacion de especies reactivas de oxigeno y muy
probablemente la sustraccion de los hidrégenos H1°, H4” y H5’ que se encuentran en el
surco menor de la cadena de ADN, que es el primer sitio de reconocimiento de las

Casiopeinas.
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Figura 79. pRSET-B (500 ng) tratado con Casiopeina II-gly en presencia y ausencia de
H,0,. Linea 1) vacia; linea 2)ADN; linea 3)ADN + BME 100uM; linea 4) ADN + BME
100uM+ 47dmfengly 5 uM; linea 5)ADN + BME 100uM + Casiopeina II-gly 5 uM +
H,0, 5 uM; linea 6)ADN + BME 100uM + 47dmfengly 10 uM; linea 7) ADN + BME
100uM + 47dmfengly 10 uM + H,O,5uM; linea 8§)ADN + BME 100uM + 47dmfengly 20
uM; linea 9)ADN + BME 100uM + 47dmfengly 20 uM + H,O,5uM; lineas 10, 11 y 12
vacias. Tiempo de incubacion 30 minutos.

Por otro lado, en un trabajo de colaboracion con el grupo de investigacion de la Dra.
Dinorah Gambino se estudido la interaccion de cuatro Casiopeinas con diferencias

estructurales provenientes de la sustitucion del ligante primario (diimina) y secundario. Los

compuestos estudiados son S6dmfengly, fengly, bpygly y 47dmfensalal.

En esta parte del trabajo se encontr6 que al comparar el compuesto S6dmfengly con el
compuesto fengly es posible apreciar el efecto de la sustitucion sobre el anillo central de la
fenantrolina. En este caso, la sustitucion con grupos metilo del anillo central de la
fenantrolina parece desfavorecer la interaccion con el ADN pues hay que emplear una
mayor cantidad de compuesto para generar la forma lineal del ADN plasmidico. También

es posible observar que la presencia del anillo aroméatico produce una mayor interaccion
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con el ADN a pesar de la contribucion negativa generada por la sustitucion, pues en el caso
del compuesto bpygly que tiene una bipiridina en su estructura hay que emplear una
cantidad muy superior (20 veces mas) a la empleada para aquellos compuestos que cuentan
con fenantrolina en su estructura.

Por otro lado, también se evidencidé que al agregar un atrapador de radicales (DMSO), la
ruptura del material genético era disminuida en un cierto porcentaje en el caso de los
compuestos que tienen fenantrolina en su estructura (S6dmfengly, fengly y 47dmfensalal),
mientras que con el compuesto que presenta una bipiridina en su estructura la inhibicion de
corte sobre el material genético es total (bpygly). Lo anterior puede apreciarse en los geles

que se presentan en la figura 80.
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Figura 80. Ruptura de ADN plasmidico por la presencia de Casiopeinas e inhibicion del
proceso por adicion del atrapador de radicales DMSO. S6dmfengly= CasVIgly, fengly=
CasVlgly, bpygly = CasIXgly y 47dmfensalal= CasIIICs
De esta forma se comprueba que la generacion de radicales libres mediada por los sistemas
ternarios de Cu(Il) son los responsables de la ruptura observada en el material genético
confirmando su comportamiento de nucleasas quimicas. Esta parte del trabajo fue publicada

en la revista Biological Trace Elements Research.”®
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5.10 Citotoxicidad en células tumorales

Como parte final de este trabajo se plante6 evaluar la actividad citotoxica de los
compuestos de coordinacion 44dmbpyacac, 47dmfengly, 47dmfenacac y S6dmfenacac
en lineas tumorales de neuroblastoma en tiempos cortos de exposicion al compuesto. La
eleccion de tiempos cortos de exposicion se debid a los resultados encontrados en los
estudios de actividad nucleasa en donde la ruptura fue dependiente de la concentracién de
los compuestos de coordinacion y los tiempos de exposicion. En esta parte también se puso
mucha atencion en la cantidad de GSH intracelular consumido, la generacion de especies
reactivas de oxigeno asi como el dafo mitocondrial provocado por la administracion de

Casiopeinas.

La citotoxicidad que presentan estos compuestos en la linea tumoral humana neuroblastoma
CHP-212 determinadas después de 24 horas de exposicion del compuesto son: 47dmfengly
31.5 £2.34 uM, 47dmfenacac 18.6 = 2.09 uM, 44dmbpyacac 47.5 £ 1.70 uM vy cisplatino
226.7 £ 1.03 uM. La grafica de viabilidad celular respecto a la concentracion administrada
de compuesto se presenta en la figura 94. Es importante hacer notar el efecto de cada uno
de los compuestos evaluados respecto a la inhibicion de la proliferacion, como se muestra
en la figura 81, todos los compuestos de Cu(Il) presentan un efecto importante sobre la
poblacion celular desde las dosis mas bajas, mientras que a las mismas dosis el cisplatino
no presenta un efecto significativo de disminucion de poblacion celular. De hecho, el
cisplatino no presenta efecto hasta después de una concentracion de 100 uM, una vez
pasada dicha concentracion la poblacion celular disminuye de manera lineal con la

concentracion de cisplatino agregado. El cisplatino es uno de los compuestos empleados en
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el tratamiento de neuroblastoma de alto riesgo,*®' por lo que los valores de Cls encontrados
para los compuestos de coordinacion de Cu(Il) sugiere que pueden ser una mejor
alternativa de tratamiento si cumplen con las caracteristicas necesarias para cumplir con las
fases clinicas. Volviendo al comportamiento que presentan estos compuestos respecto a su
capacidad de inhibir la proliferacion celular, la tendencia general encontrada es la misma
que la observada en otras lineas tumorales humanas como HeLa, SiHa, HCT-15 y MCF-7,
en donde los compuestos con fenantrolina son mas potentes para inhibir la proliferacion

celular respecto a los compuestos con bipiridina.
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Figura 81. Efecto de las Casiopeinas sobre la proliferacion de células de neuroblastoma
CHP-212. Las c¢lulas fueron expuestas al compuesto durante 24h a diferentes
concentraciones: 0.1, 1, 10 and 100 pg/ml.

Con respecto al efecto del ligante secundario se presentan ejemplos en donde los
compuestos con acac son mas activos que los compuestos con glicina como en HelLa
(Clsp47dmfenacac= 1.4+0.1 pM, 47dmfengly= 5.5+0.7 pM) y en SiHa

(Clsp47dmfenacac= 0.96+0.09 puM, 47dmfengly= 5.5+0.8 pM), mientras que en otros

tejidos  tumorales como en  HCT-15  (Clsp47dmfenacac=  2.1+£0.19uM,
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47dmfengly=2.0+0.2 puM) o en MCF-7 (Clsp47dmfenacac= 4.9+0.6 uM,
47dmfengly=4.6+0.4 uM) las diferencias practicamente no existen.

Un efecto mas sutil pero que también esta presente es el que tiene la posicion de los
sustituyentes de la diimina, lo cual puede comprobarse analizando los resultados obtenidos
en las diferentes lineas tumorales. En algunos casos se tendra diferentes efectos citotoxicos
0.1 pM, 47dmfengly=3.4 +0.5 pM) y SiHa (Clsp47dmfenacac= 0.96+0.09 uM,
56dmfengly=1.7£0.2 uM) o tendran efectos citotoxicos similares como en MCF-7
(Clso47dmfenacac=  4.9+0.6 upuM, S6dmfengly=3.9+04 uM) y HCT-15
(Clso47dmfenacac= 2.1+0.19 uM, S6dmfengly= 1.9+0.3 uM).

Los resultados anteriores sugieren que la potencia de los compuestos de coordinacion para
inhibir la proliferacion celular depende de sus propiedades fisicoquimicas como del tejido
al que se esté administrando. Lo anterior permite sugerir un cierto grado de selectividad con
respecto al tejido tratado. Mas adelante continuaremos con la discusion de la selectividad
cuando se presenten los datos de citotoxicidad en macréfagos y linfocitos de sangre
periférica humana.

Una vez que se obtienen la Clsy a 24 horas, este valor se emplea para asegurar que existira
un efecto citotoxico en las células de neuroblastoma cuando se realicen los ensayos a
tiempos cortos de exposicion. La eleccion de los tiempos de exposicion se basd en los
resultados de expresion de caspasa 3 activa, una caspasa efectora que se expresa cuando
alguna de las dos vias apoptoticas se prenden, ya sea la via extrinseca (unidn a receptores
de muerte) o intrinseca (mitocondrial). Los detalles de esta cinética se pueden consultar en

la tesis de maestria de Anllely Lizett Gutiérrez.”**
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Para esta linea celular, la expresion de caspasa 3 se dio a las 2 horas de incubacion, tiempo
que fue definido para realizar las determinaciones de GSH intracelular, dafio mitocondrial y
generacion de especies reactivas de oxigeno.

La determinacion de GSH intracelular se llevo a cabo empleando el marcador fluorescente
monoclorobimano (MCB). El GSH intracelular cuantificado en células no tratadas se
considerd como el 100%, las lecturas se realizaron en un lector de placas de 96 pozos con
las longitudes de onda Ex/Em = 380nm/461nm.

Las células tratadas con cisplatino disminuyeron de manera importante la concentracion de
GSH intracelular (70%), mientras que la disminucién producida por las Casiopeinas tienen
los valores 47dmfengly= 35%, 47dmfenacac= 29% y 44dmbpyacac= 21%. Se ha
planteado que la disminuciéon de GSH por cisplatino es producto de la formacion de un

2 264
aducto entre ambos.?%% %

La formacion del aducto es catalizada por la enzima Glutation-S-
transferasa que se sabe se sobre-expresa en lineas tumorales humanas que presentan alta
agresividad como en los neuroblastomas.’**?*” Los aductos formados entre GSH y
medicamentos antitumorales pueden ser exportados de las cé€lulas a través de la bomba GS-
X o a la proteina asociada a la multi-resistencia de farmacos (MRP).*®

Las propuestas anteriores son soportadas fuertemente por los productos Pt-GSH aislados y
caracterizados.”®*”° El gran consumo de GSH intracelular y las altas dosis empleadas para
alcanzar la Cls con cisplatino son consistentes con la propuesta de que GSH actiia como un
importante mecanismo de desintoxicacion celular cuando se administra cisplatino y ayuda a
comprender la poca efectividad mostrada por este compuesto en el tratamiento.

Por otro lado, la menor disminuciéon de GSH cuando las células fueron tratadas con

Casiopeinas puede asociarse a la gran capacidad que tienen los compuestos de Cu(Il) para

participar en reacciones redox con tioles como GSH y cisteina como se mostrd en secciones
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anteriores de esta tesis.”’' Aunque una pequefia fraccion de GSH se queda interactuando de
manera covalente con las Casiopeinas generando un producto que la glutation reductasa
(GR) no puede reconocer y reducir nuevamente a GSH, sin embargo, la gran mayoria del
GSH es liberado en su forma de disulfuro GSSG una vez que se presenta la reaccion redox
autocatalizada para que GR lo reduzca nuevamente.

En este punto es importante recordar que los mecanismos de accion de las Casiopeinas y
del cisplatino son muy diferentes, mientras que el mecanismo principal del cisplatino es la
formacion de enlaces covalentes entre el Pt y las nucleobases, las Casiopeinas reaccionan
con GSH para generar especies reactivas de oxigeno como superdxido, perdxido de
hidrogeno y radical hidroxilo. Las reacciones propuestas para que se lleven a cabo tales
procesos se plantean en la figura 31.

Para las células tratadas con cisplatino (Figura 82) se encontrd un incremento de las
especies reactivas de oxigeno determinadas por citometria de flujo de 22% para H,O, y
35% para el superoxido, dicho incremento se asocia a la participacion de enzimas de la
familia NOX*"**"* ademas de la disminucién de GSH antes mencionado.

Las Casiopeinas presentan un incremento similar al de cisplatino con intervalos de 30 a
37% para superdxido y 15 a 27% para H,O, (Figura 82). Los potenciales redox de las tres
Casiopeinas estudiadas respecto a ENH son 47dmfengly= 0.147 V, 47dmfenacac= 0.139
V y 44dmbpyacac= 0.119V, valores que termodindmicamente favorecen la reaccion con
GSH intracelular, cuyo valor de potencial redox para el par GSSG/2GSH ha sido reportado
entre -0.240 V y -0.170 V*” para generar Cu(I) y GSSG. Una vez que se genera el Cu(l)
puede reaccionar con el oxigeno molecular para generar H>O, (Eozm202 = 0.281 V) y a su

vez el H,O, generado puede reaccionar con el Cu(l) para producir radicales hidroxilo
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(Emo2mo- = 0.380 V), tal como se habia descrito en la seccion de interaccion de

. . : 2
Casiopeinas con tioles en el esquema de mecanismo propuesto.*’®

A Control Cisplatin Cas ligly Cas lllia Cas liEa

SSC-H

53% 26.6% |:

g - 9 o - e , g " ™ 10°-*
0 10° 10" 10° 10° 10 0 10° 10' 102 10 10 ©0 10° 10' 10° 10° 10 o 10° 10" 10° 10° 10 0 10° 10' 10° 10° 10!

w

10! 10¢ 10* 104

10° 10°

SSC-H

.. 35.0% 33.6% o 30.2% 36.9%

1 - e - 0 -
0 200 400 600 800 200 400 600 800
FL2-H

800

35

==

' .
il

Control Cisplatin Cas ligly Cas lllia Cas lllEa

w
o
L

N
o
L

B Hydrogen peroxide
Superoxide

ROS generation (%)
BN
w (=]
L

[
o
L

wu
L

o

Figura 82. A) Especies reactivas de oxigeno generadas por el tratamiento con Casiopeinas.
La cuantificaciéon de H,O, (gris oscuro) y superoxido (gris claro) se realice empleado
AmplexRed® y MitoSox™ respectivamente por citometria de flujo en el canal FL2-H.
Todos los compuestos fueron expuestos durante dos horas a la Clsy determinada para cada
compuesto. Los controles positivos corresponden a células tratadas con radiacion UV
durante 3h.

Con todos estos resultados se explora cual era la via de muerte que se desencadena por la
administracion de Casiopeinas en estos tiempos cortos de exposicion y se realizé un ensayo
empleando Anexina V y yoduro de propidio como marcadores fluorescentes para

determinar si la apoptosis era inducida. En la figura 83 se muestran las diferentes

poblaciones celulares resultantes del tratamiento con Casiopeinas observadas por citometria
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de flujo. El panel inferior derecho corresponde en todos los casos a las células que
presentan un proceso apoptotico, las células que aparecen en el extremo superior izquierdo
son aquellas que presentan un proceso necrdtico, mientras que el cuadrante superior
derecho presenta células con el doble marcaje (anexina V/ yoduro de propidio) que puede
ser producto de un proceso apoptdtico que por el grado de dafio termind como un proceso
necrotico. Se puede apreciar que todos los compuestos generan una induccion de apoptosis
superior al 40%, mientras que la induccion de necrosis se encuentra entre el 1 y 3%, siendo

la via apoptodtica la principal ruta de muerte celular.
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Figura 83. Las Casiopeinas inducen apoptosis. A) Determinacion de muerte celular
determinado por citometria de flujo empleando Annexina V (canal FL1-H) y yoduro de
propidio (canal FL2-H). Las células de neuroblastoma fueron tratadas durante 2h con la
concentracion correspondiente a la Clsy de cada compuesto. (B) Las barras representan el
numero de eventos apoptoticos registrados (barras gris claro) y otro tipo de muerte celular
no programada (barras negras). El control positive son células irradiadas con UV durante
3h.
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Para diferenciar la ruta apoptdtica inducida se realizaron determinaciones de expresion de
caspasa 8, citocromo C, Bax y Bcl-2. Un resultado muy importante fue la ausencia de
expresion de caspasa 8, aunado con el incremento de la expresion de citocromo C y la
identificacion de caspasa 3. La liberacion de citocromo C de la mitocondria al citosol esta
asociado con un dafio provocado por agentes exdgenos en la estructura celular o en el flujo
de electrones en la cadena respiratoria. Una vez presente en el citosol, el citocromo C se
une al factor de activacion de la apoptosis (Apaf-1) para generar el apoptosoma y dar
comienzo a la via intrinseca. El apoptosoma interactua con la procaspasa 9 generando la
caspasa 9 activa que a su vez generara la caspasa 3 que es la ultima caspasa efectora de esta
ruta de muerte celular.”®’ El incremento de expresion de citocromo C y caspasa 3 ayudan a
comprobar que la via principal de muerte celular de las células de neuroblastoma tratadas

con Casiopeinas es la ruta mitocondrial (via intrinseca).
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Figura 84. La apoptosis es principalmente por via mitocondrial en células CHP-212
tratadas con Casiopeinas. Las células fueron tratadas durante 2 h con la Clsy de cada
compuesto P: cisplatino (68 pg/ml), G: 47dmfengly (14 pg/ml), I: 44dmbpycac (21 pg/ml)
y E: 47dmfenacac (8 pg/ml), C: células control. (A) Western blot obtenido con la fraccion
citosolica después de 2h de tratamiento para determinar la presencia de caspasa-3 activa,
caspasa-8 activa, citocormo C y B-tubulina como control. (B) Cada barra representa el
promedio de tres experimentos independientes y estd expresado en unidades relativas.
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Es importante hacer notar la presencia de la proteina pro-apoptdtica Bax y la anti-
apoptotica Bcl-2. De manera general se espera que en el proceso apoptotico, cuando Bax
incremente su expresion la expresion de Bcel-2 disminuya, constituyendo asi la relacion
Bax/Bcl-2 un excelente marcador de los procesos que se estan desarrollando en la célula.?*®
2% La relacion Bax/Bel-2 indica que el proceso apoptotico es predominante debido a la
incorporacion de Bax en el interior de la mitocondria identificado como la disminucion de
la expresion en el Western-Blot y la expresion constante de Bcel-2 (alrededor del 20%) en

cada muestra (Figura 84). Asi se puede afirmar que el proceso de muerte celular que

desencadena la administracion de Casiopeinas es la apoptosis por la via mitocondrial.

5.11 Citotoxicidad en células sanas

Para finalizar el trabajo se determind la citotoxicidad de tres Casiopeinas47dmfengly,
47dmfenacac y 44dmbpyacac en cé¢lulas sanas: linfocitos y macrofagos de sangre
periférica de humano. La figura 85 muestra los resultados obtenidos después de un
experimento donde se administraron las tres Casiopeinas a diferentes concentraciones 1, 10,
100 y 1000 uM Yy se realizaron determinaciones de viabilidad celular cada 12 horas durante
60 horas. De las graficas se observa que para todas las concentraciones el efecto mas
importante se presenta en las primeras 12 horas, registrandose un pequefio incremento en la
citotoxicidad con el paso del tiempo de exposicion. La disminucion de la poblacion celular
mas importante se presento en las concentraciones mas altas empleadas (1mM) llegando al
80, 75 y 72 % de viabilidad para 47dmfengly, 47dmfenacac y 44dmbpyacac,

respectivamente.
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Tabla 11. Viabilidad celular en cultivos de macréfagos de sangre periférica humana con
diferentes dosis de las Casiopeinas 44dmfengly, 47dmfenacac, 44dmbpyacac.

T 47dmfengly 47dmfenacac 44dmbpyacac
C 1uM | 10 100 1000 | C 1uM | 10 100 1000 | C 1 10 100 | 1000
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
0 100 | 100 100 100 100 100 | 100 100 100 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100
12 | 100 | 96.8 94.3 85.3 80.3 100 | 96.8 94.3 85.3 80.3 100 | 99.7 | 95.0 | 90.0 | 88.9
24 | 100 | 94.3 91.7 82.7 76.9 100 | 94.3 91.7 82.7 76.9 100 | 98.5 | 93.3 | 87.1 | 86.5
36 | 100 | 92.7 87.1 79.4 74.3 100 | 92.7 87.1 79.4 74.3 100 | 97.4 | 89.4 | 83.2 | 82.4
48 | 100 | 90.0 84.3 75.5 72.4 100 | 90.0 84.3 75.5 72.4 100 | 96.1 | 86.2 | 80.6 | 80.4
60 | 100 | 89.5 79.8 73.6 72.0 100 | 89.5 79.8 73.6 72.0 100 | 95.7 | 83.4 | 78.6 | 79.5
)
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Figura 85. Efecto de la administracion de Casiopeinas sobre la viabilidad celular
macrofagos de sangre periférica humana. a) 47dmfengly, b) 47dmfenacac y
44dmbpyacac administradas a diferentes concentraciones con un tiempo maximo
exposicion de 60h.
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Un comportamiento similar es observado en los linfocitos de sangre periférica tratados con
el mismo esquema como se puede observar en la figura 86. En este caso los porcentajes de
viabilidad celular son 86, 82 y 73 % cuando se administr6 ImM de 44dmbpyacac,
47dmfenacac y 47dmfengly, respectivamente. Es importante tener en cuenta que tanto en
los macrofagos como en los linfocitos la disminucion de viabilidad presenta cambios muy

pequefios con respecto al tiempo atin en la concentracion mas alta empleada

Tabla 12. Viabilidad celular en cultivos de linfocitos de sangre periférica humana con
diferentes dosis de las Casiopeinas 44dmfengly, 47dmfenacac, 44dmbpyacac.

T 47dmfengly 47dmfenacac 44dmbpyacac
C 1 10 100 1000 | C 1 10 100 1000 | C 1 10 100 1000
uM uM uM uM uM uM UM uM uM uM uM uM

0 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 | 100

12 | 100 | 98.6 | 95.8 | 92.3 | 89.6 | 100 99.2 | 98.2 | 953 | 904 | 100 | 99.4 | 98.7 | 95.8 | 92.8

24 | 100 | 96.0 | 94.3 | 90.1 | 84.3 | 100 98.7 | 975 | 93.9 | 889 | 100 | 99.2 | 97.9 | 943 | 90.1

36 | 100 | 949 | 92.3 | 85.1 | 80.1 | 100 98.1 | 963 | 90.4 | 86.5 | 100 | 98.7 | 97.33 | 92.3 | 89.2

48 | 100 | 92.3 | 89.6 | 82.5 | 76.4 | 100 97.5 | 95.1 | 86.1 | 84.3 | 100 | 98.2 | 96.7 90.2 | 87.2

60 | 100 | 90.8 | 86.2 | 80.1 | 73.7 | 100 96.8 | 945 | 85.6 | 82.2 | 100 | 97.8 | 95.9 89.6 | 86.0

La citotoxicidad que presentan las Casiopeinas en las diferentes lineas tumorales humanas
empleadas asi como en las células sanas es cuantificada a través de los valores de Clsy. El
intervalo de concentraciones encontrado para disminuir al 50% la poblacion celular en las
lineas tumorales discutidas en este trabajo es de 0.5 a 50 uM después de 24 h de
exposicion. Dichas concentraciones so6lo disminuyen en un 20% la poblacién de linfocitos y
macrofagos de sangre periférica humana después de 60 horas de exposicion. Lo anterior
permite concluir que las Casiopeinas presentan una mayor selectividad en inducir la muerte

celular en lineas tumorales humanas que en células sanas.
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Figura 86. Citotoxicidad en linfocitos aislados de sangre periférica humana debida a la
administracion de Casiopeinas. a) 47dmfengly, b) 47dmfenacac y c) 44dmbpyacac.
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6. Conclusiones
Los compuestos de coordinacién de Cu(Il) Casiopeinas adoptan una geometria de piramide

de base cuadrada ligeramente distorsionada tanto en disolucion como en estado solido.

El principal modulador de la cantidad de densidad electronica presente en el centro
metalico es el ligante primario (diimina aromadtica). Dicha densidad determinada
experimentalmente como el potencial redox y el comportamiento magnético presentan una

dependencia lineal con la capacidad donadora de las diiminas aromaticas (pK, ligante).

El ligante secundario presenta una contribuciéon menor en la modulaciéon de la densidad
electronica del compuesto de coordinacion. Dicha contribucion se midioé con el grado de
estabilizacion sobre la especie de Cu(Il) con respecto a la especie de Cu(I) presentando el
siguiente orden de estabilidad para cuando se mantiene fijo el ligante primario:

salal>acac>gly.

El potencial redox, los pardmetros de RPE, la naturaleza del enlace presente entre el ion
metalico y el atomo donador, asi como la participacion de los ligantes en interacciones de
retrodonaciéon se pueden explicarse empleando los descriptores electronicos momento
dipolar (uCu), momento cuadrupolar (Q(Cu)), el valor de densidad electronica de enlace
(p) vy el laplaciano de la densidad electronica de enlace (V>p) obtenidos de la quimica
computacional. Los valores tedricos pueden ser empleados como descriptores electronicos
en estudios de correlacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR), sustituyendo a otros

descriptores electronicos como el E»,.
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La distorsion angular es mayor en los sistemas en donde la participacion de los ligantes
secundarios en las interacciones de retrodonacion es es menor. Para los sistemas estudiados
la distorsion angular se presenta el orden siguiente: glicinato>acac>salal. Entre mayor
distorsion menor participacion de los ligantes en la retrodonaciéon y menor covalencia en

los enlaces, por lo tanto, menor estabilidad de los compuestos.

La estabilidad de los compuestos tiene un efecto inmediato en la reactividad de las
Casiopeinas frente a adenina, adenosina y 2-desoxiadenosin-5-monofosfato. Se encontraron
diferencias importantes entre los compuestos que contienen acetilacetonato en su esfera de
coordinacioén con respecto a los que presentan glicina. En el caso de los compuestos con
acetilacetonato se logrd obtener un compuesto en donde se evidencian las interacciones de
apilamiento entre los ligantes de la Casiopeina y las adeninas, mientras que en los
compuestos con glicina se logré obtener un cristal en donde se muestra la conectividad del

compuesto dinuclear formado producto de la sustitucion del ligante secundario.

Aun con las diferencias mencionadas, ambos tipos de compuestos generan los compuestos
di nucleares de Cu (II) después de 10 meses de preparada la disolucion. De estos estudios
también se establece la preferencia de reactividad del ion metéalico con los oxigenos del
grupo fosfato del 2-desoxiadenosin-5-monofosfato respecto a los nitrégenos capaces de

coordinarse presentes en este mismo ligante.

Respecto a la reactividad de las Casiopeinas frente a cisteina y glutation, se concluye que el
primer paso en la reaccion es la coordinacion del grupo tilo al centro metalico seguido por

la reduccion del Cu(Il) una vez que existe un exceso del agente reductor. En presencia de
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oxigeno molecular las Casiopeinas son capaces de generar superoxido, el cual en un medio
acuoso genera perdxido de hidrogeno que a su vez reaccionara con la especie de Cu(l).
Como producto final de todo este ciclo de reacciones se genera el radical hidroxilo
(identificado empleando RPE y un atrapador de radicales), al que se le atribuye la actividad
citotoxica que presentan estos compuestos.

La interaccion de las Casiopeinas con el ADN es importante y presenta valores, para la
constante de asociaciéon (Kp), en el intervalo de 1 a 10 x 10° M. Los valores de K se
modifican en funcién del tamafio del sistema aromatico involucrado y de la posicion de los
sustituyentes en los ligantes diimina aromatica. Cuando los sustituyentes son metilos, la
sustitucion en posiciones 3, 4, 7, 8 de la fenantrolina contribuye de manera negativa con la
asociacion del compuesto al ADN, mientras que la sustitucion en las posiciones 5 y 6 de la
fenantrolina favorece la interaccion. Por otro lado, los compuestos con acetilacetonato en su
esfera de coordinacidon siempre presentan valores de K, mds altos que sus analogos con
glicina, pero la cinética es mas lenta. Ademas conjuntando los resultados experimentales y
los resultados obtenidos con las dindmicas moleculares se plantea como primer sitio de
reconocimiento en la interaccion entre las Casiopeinas y el ADN al oxigeno del grupo

fosfato presente en el surco menor de la doble hélice.

La identificacion del surco menor como primer sitio de interaccién es muy importante para
explicar el que las Casiopeinas sean capaces de romper el ADN cuando en el medio de
reaccion se encuentra presente un agente reductor (glutation o B-mercaptoetanol) y oxigeno
molecular. La capacidad de las Casiopeinas para degradar el material genético se
incrementa de manera sustancial cuando en el sistema de reaccion se encuentra presente

H,0; y dicho efecto es disminuido cuando en al medio se le adiciona un atrapador de
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radicales como DMSO. Con todo lo anterior se concluye que las Casiopeinas son nucleasas
quimicas.

Todos los resultados encontrados de manera independiente ayudan a explicar que las
Casiopeinas son capaces de inducir la muerte de células tumorales humanas (neuroblastoma
CHP-212) a través de la induccion de apoptosis por la via mitocondrial. En estas células se
incrementa la concentracion de superoxido y peroxido de hidrogeno. Se disminuye de
manera importante la cantidad de glutation intracelular en tiempos cortos de exposicion lo
cual permite concluir que el desbalance redox provocado en la célula es parte fundamental
del mecanismo de muerte ejercido por estos compuestos de coordinacion. Estos estudios
permiten deducir que el efecto in vivo es provocado por la reduccion del Cu(Il) a Cu(I) via
reductores endogenos e interaccion de las Casiopeinas con ADN. Estos resultados en
conjunto con los del grupo de investigacion donde se ha reportado la induccion de
apoptosis como via principal de muerte celular permiten profundizar en el mecanismo de

los compuestos quelatos mixtos de Cu(Il) Casiopeinas.

Las Casiopeinas presentan un grado importante de selectividad. La citotoxicidad sobre
lineas tumorales humanas es mucho mayor (Clsy de 50uM en las lineas evaluadas mas
resistentes) con respecto a la citotoxicidad observada en linfocitos y macréfagos de sangre
periférica humana (1 mM, 20% de disminucion de viabilidad celular). Estos resultados
apoyan el uso de estos compuestos como una alternativa terapéutica para el tratamiento de

cancer.
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Con todos estos resultados se propone un nuevo mecanismo de reaccion para las

Casiopeinas:

. £ e d

Caslllia

Casiopeina
Cu(ll)
ADN
GSH . mitocondrial
HO 0
H,0, nuclear
Cu(Il)-GSH
o 2H+ Degradacion de material genético
2
GSH
O Induccién de apoptésis
GSSG Cu(l)
Casiopeina

Mecanismo de accioén de Casiopeinas. En la parte superior se presenta el primer sitio de
reconocimiento en la interaccion de Casiopeinas con ADN. En el diagrama de la parte
inferior se presenta el ciclo catalitico propuesto para la formacion de radicales hidroxilo
que por su interaccion con ADN inducen apoptosis en células tumorales humanas.
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7.0 Seccion experimental

7.1 Sintesis de compuestos ternarios de Cu(II)

A continuacién se menciona de manera general el procedimiento empleado para la sintesis
de los compuestos siguiendo la patente X. 1 equivalente de la diimina correspondiente (X-
2,2’-bipiridina o X-1,10-fenantrolina) a 1 equivalente de Cu(NO3),*5H,0 disuelto en agua.
Una vez finalizada dicha adicion se agrega 1 equivalente del ligante secundario
correspondiente  (aminoacidato, acetilacetonato o salicilaldehidato). Se obtienen
disoluciones de diversas tonalidades de azul cuando los ligantes secundarios son
aminoacidatos o acetilacetonato o disoluciones de tonalidades verde esmeralda cuando el
ligante secundario es salicilaldehidato. Algunos compuestos precipitan durante los 20
minutos de agitacion, estos compuestos se filtran y se lavan con etanol. Los solidos
obtenidos después de este paso son los que se caracterizan y de los cuales se presentan los

datos de caracterizacidn en la seccion de resultados.

7.2 Caracterizacion de los compuestos de coordinacion

El andlisis elemental se realizO en un analizador Fissons EA 1108 (USAI). Para la
determinacion de los espectros electronicos se empled un espectrofotometro Hewlett-
Packard de arreglo de diodos usando disoluciones en metanol cuyas concentraciones finales
estan en el intervalo de 0.5 a 4 mM. Las determinaciones de conductividad se realizaron
empleando un conductimetro marca Jenway 4330. La susceptibilidad magnética se

determin6 empleando una balanza magnética Sherwood Scientific MK-1 Magnetic
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Susceptibility Balance. La determinaciones electroquimicas se realizaron en un
potenciostato/galvanostato PAR modelo 263A. Los espectros de RPE se adquirieron en un
equipo Jeol-TE300 operando en banda X a 77K a partir de una disoluciéon de metanol. Las
determinaciones de difraccion de rayos X de monocristal se llevaron a cabo en un equipo

de difraccion Oxford Gemini-Atlas.

7.2.1 Difraccion de rayos X de monocristal

Los datos de difraccion se obtuvieron usando radiacion monocromatica de Mo (A=
0.71073). El equipo de difraccion Oxford Gemini A cuenta con un detector de area. Se
emplearon los programas CrysAlis Pro y CrysAlis RED para la adquisicion y
procesamiento de los datos. ** La resolucion de la estructura y el refinamiento se realizaron
empleando los programas SHELXS97 y SHELXL97.**' Todos los 4tomos diferentes a
hidrégeno fueron refinados de forma anisotropica. Los atomos de hidrégeno de las
moléculas de agua y del grupo amino fueron localizados con los mapas de diferencia y
refinados de manera isotropica Ujso(H)= 1.5 y 1.2U,q para (O) y (N) respectivamente. Los
hidrégenos enlazados a 4tomos de carbono fueron colocados a partir de una geometria
idealizada y refinados con respecto a sus atomos de enlace con valores C-H=0.93-0.99 A y
Uiso

(H)=1.2U¢q (C), 0 1.5Ucy(C) para los grupos aromaticos, grupos metilo y metilenos. Los

detalles experimentales de coleccion se presentan en la tabla 13.

Datos de coleccion de las estructuras de rayos X de compuestos ternarios de Cu(Il)

199



Tabla 13. Resumen de datos de coleccion y refinamiento de las estructuras de rayos X.

5mfengly fenacac bpygly 3478tmfengly 56dmfengly
Férmula Ci5Hi6Cu N4 Og C34 H34Cu; Ng Oy Ciy His Cu Ny Og Cig Hyy Cu Ny Og Ci6H1sCuUN,4O¢
Peso molecular 411.86 877.75 373.81 453.93 425.88
Temperatura 130(2) K 130(2) K 130(2) K 130(2) K 130(2) K
Longitud de onda 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico Monoclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo especial P2y/n C2/c P2y, P2y, P2y
Dimensiones de la celda | a=13.847(2) A a=25.350(4) A a=10.0189(3) A a=17.7591(12) A a=7.1436(2) A

o=90°. o= 90° o= 90° a=90° o= 90°

b =6.7530(14) A

b =8.3428(6) A

b=6.7627(2) A

b =5.4165(3) A

b=12.7947(3) A

B=105.020(10)°

B=119.120(17)°

B=102.701(3)°

B=105.112(7)°

B=96.229(3)°

c=18.336(3) A

c=19.461(2) A

c=21.7224(7) A

c=19.9745(13) A

c=18.0961(5) A

vy =90° vy =90° vy =90° vy =90° vy =90°
Volumen 1656.0(5) A3 3595.6(9) A3 1435.78(8) A3 1854.9(2) A3 1644.22(8) A3
z 4 4 4 4 4
Densidad (calculada) 1.652 Mg/m3 1.621 Mg/m3 1.729 Mg/m3 1.625 Mg/m3 1.720 Mg/m3
Coeficiente de absorcién | 1 361 mm-1 1.262 mm1 1.560 mm1 1.224 mm1 1.374 mm1
F(000) 844 1800 764 940 876
Barrido de teta 99.6 % 99.8 % 99.8 % 99.8 % 99.8 %
Método de refinamiento | Matriz completa de | Matriz completa de | Matriz completa de | Matriz completa de | Matriz completa de
cuadrados minimos cuadrados minimos cuadrados minimos cuadrados minimos cuadrados minimos
Ajuste sobre F2 1.016 1.032 1.053 1.046 1.039
indices Final R finales | R1 = 0.0665, wR2 = | R1 = 0.0361, wR2 = | R1 = 0.0363, wR2 = | R1 = 0.0403, wR2 = | R1 = 0.0251, wR2 =
[I>2sigmal(l)] 0.1540 0.0804 0.0982 0.0818 0.0631
indices R (todos los | R1 = 0.1160, wR2 = | R1 = 0.0494, wR2 = | R1 = 0.0385, wR2 = | R1 = 0.0612, wR2 = | R1 = 0.0298, wR2 =
datos) 0.1804 0.0883 0.1003 0.0935 0.0657

Diferencias mas grandes
picos y hoyos

0.913 and -0.911 e.A-3

0.365 and -0.387 e.A-3

0.668 and -0.505 e.A-3

0.395 and -0.378 e.A-3

0.341 and -0.279 e.A
3
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Tabla 13. Continuacion.

47dmfenacacPFg 47dmfenacacBF4 47dmfenser 55dmbpyacac 55dmbpysalal
Formula C,1H5,CuFgN5;0,P C,1H,,BCuF,;N;0, C35H15Cu,NgO47 C17Hy5 Cu N3 Og CioH17 Cu N3 Og
Peso molecular 556.93 498.77 979.89 462.94 430.90
Temperatura 130(2) K 130(2) K 130(2) K 130(2) K 130(2) K
Longitud de onda 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A
Sistema cristalino Triclinico Monoclinico Triclinico Monoclinico Triclinico
Grupo especial P-1 P-1 P-1 P2y, P-1
Dimensiones de la celda | a=8.118(2) A a=9.8921(8) A a=7.2306(6) A a=21.7507(9) A a=9.2430(5) A

o=71.810(10)° Bl= 80.167(8)° a=101.577(7)° a=90° o=96.488(4)°

b=11.558(2) A

b = 10.5574(10) A

b =10.9714(9) A

b =14.5099(6) A

b =9.9860(4) A

B=74.350(10)°

B= 66.349(8)°

B=100.655(7)°

B=105.807(5)°

B=108.330(4)°

c=14.178(2) A

c=11.5912(10) A

c=13.2944(12) A

c =13.4460(6) A

c=10.4260(5) A

y = 70.04(2)° y = 87.325(8)° y =90.614(7)° y =90° vy =96.573(4)°
Volumen 1167.9(4) A3 1092.24(17) A3 1014.12(15) A3 4083.1(3) A3 896.09(7) A3
z 2 2 1 8 2
Densidad (calculada) 1.584 Mg/m3 1.517 Mg/m3 1.604 Mg/m3 1.506 Mg/m3 1.597 Mg/m3
Coeficiente de absorcién | 1 975 mm-1 1.057 mm1 1.134 mm1 1.119 mm1 1.257 mm1
F(000) 566 510 508 1928 442
Barrido de teta 100.0 % 98.9 % 99.5% 99.7 % 99.7 %
Método de refinamiento | Matriz completa de | Matriz completa de | Matriz completa de | Matriz completa de | Matriz completa de
cuadrados minimos cuadrados minimos cuadrados minimos cuadrados minimos cuadrados minimos
Ajuste sobre F2 1.087 1.130 1.069 1.022 1.074
indices Final R finales | R1 = 0.0840, wR2 = | R1 = 0.0598, wR2 = | Rl = 0.0656, wR2 = | R1 = 0.0432, wR2 = | Rl = 0.0308, wR2 =
[1>2sigma(l)] 0.2411 0.1687 0.1342 0.0833 0.0766
fndices R (todos los | R1 = 0.1204, wR2 = | R1 = 0.0770, wR2 = | R1 = 0.0992, wR2 = | Rl = 0.0739, wR2 = | R1 = 0.0367, wR2 =
datos) 0.2818 0.2058 0.1528 0.0959 0.0805

Diferencias mas grandes
picos y hoyos

0.880 and -1.858 e.A-3

0.862 and -1.096 e.A-3

0.923 and -0.545 e.A-3

0.545 and -0.369 e.A-3

0.427 and -0.257 e.A"
3




Tabla 13. Continuacion.

55dmbpygly 44dmbpyacac 47dmfenleu 47d¢pfenval 47d¢pfenacac

Férmula Cs¢H76 Cuy N16 Oy Ci7H,5 CuN; Og CyoH,5CuF¢N;05P C33H;35CuN4O4 Cy Hys CuN; O

Peso molecular 1643.49 462.94 563.94 663.19 575.06

Temperatura 130(2) K 1302) K 293(2) K 293(2) K 130(2) K

Longitud de onda 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A

Sistema cristalino Triclinico Triclinico Monoclinico Monoclinico Triclinico

Grupo especial P-1 P-1 P2, P2 P-1

Dimensiones de la celda | a=7.4340(3) A a=28.0039(3) A a=11.7034(10) A a=17.09(5) A a=10.426(7) A
o=91.254(4)° o= 76.343(5)° o= 90° o= 90° o= 67.89°
b=10.0615(5) A b=11.1682(6) A b =6.9630(3) A b=28.10(7) A b=10.504(3) A
B=96.848(4)° p=84.610(4)° B=100.287(4)° p=102.64(4)° B=89.66(6)°
c=22.7602(11) A c=11.5397(7) A c=14.4071(5) A c=20.519(1) A c=13.091(10) A
vy =101.963(4)° v = 89.379(4)° y =90° v =90° y = 78.55°

Volumen 1651.64(13) A3 997.86(9) A3 1155.17(12) A3 2774.8 A3 1298.1(8) A3

Z 1 2 2 4 2

Densidad (calculada) 1.652 Mg/m3 1.541 Mg/m3 1.621 Mg/m3 1.588 Mg/m3 1.471 Mg/m3

Coeficiente de absorcion | 1.367 mm'! 1.144 mm’! 1.091 mm! 0.849 mm'! 0.891 mm'!

F(000) 848 482 576 1384 594

Barrido de teta 99.7 % 99.7 % 99.7% 100% 97.3%

Método de refinamiento | Matriz completa de | Matriz completa de | Matriz completa de | Matriz  completa de | Matriz completa de
cuadrados minimos cuadrados minimos cuadrados minimos cuadrados minimos cuadrados minimos

Ajuste sobre F- 1.063 1.059 1.038 1.142 1.020

indices Final R finales | R1 = 0.0380, wR2 = | R1 = 0.0335, wR2 = | Rl = 0.0421, wR2 = | Rl = 0.0950, wR2 = | R1 = 0.0441, wR2 =

[1>2sigma(l)] 0.0896 0.0716 0.1073 0.2842 0.1103

indices R (todos los | R1 = 0.0475, wR2 = | R1 = 0.0416, wR2 = | R1 = 0.0471, wR2 = | R1 = 0.1137, wR2 = | R1 = 0.0647, wR2 =

datos) 0.0950 0.0762 0.1126 0.2998 0.1228

Diferencias mas grandes
picos y hoyos

0.578 and -0.865 e.A"3

0.330 and -0.299 e.A-3

0.453 and -0.414 e. A3

1.682 and -0.939 e.A

0.504 and -0.228 e.A-

3
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Tabla 13. Continuacion.

47dmval 44dmbpygly 44dmbpysalal Bpysalal 47dmfenAMP
Férmula Ci9H24CuN4Og C14H50CuN,4O4 Cy9H17CuN305 C34H36CuNgO19 CagHsgCu;N1401,P,
Peso molecular 467.96 419.88 430.90 805.69 1292.10
Temperatura 130(2) K 130(2) K 298(2) K 293(2) K 130(2) K
Longitud de onda 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A 0.71073 A
Sistema cristalino Ortorrombico Triclinico Triclinico Triclinico Monoclinico
Grupo especial P2,2,2 P-1 P-1 P-1 P2,
Dimensiones de la celda | a =6.8645(4) A a=7.5105(8) A a=8.4540(13) A a=8.4870(8) A a=10.8309(4) A
oa=90° o=77.263(9)° o= 72.401(12)° o= 76.951(10)° a=90°
b =10.6608(4) A b =9.8970(12) A b =10.923(2) A b =9.6870(8) A b=21.9118(7) A
B=90° B=85.386(8)° B=68.728(11)° B=68.358(10)° B=109.67(4)°
c=27.3165(14) A c=12.2543(13) A ¢ =11.0090(16) A ¢ =10.8470(15) A c=12.7858(5) A
y =90° y=75.870(8)° y =79.730(12)° y = 82.440(7)° y =90°
Volumen 1999.05(17) A3 861.24(17) A’ 900.3 A3 806.35(15) A3 2857.32(18) A3
Z 4 2 2 1 2
Densidad (calculada) 1.555 Mg/m3 1.619 g/cm’ 1.590 Mg/m3 1.659 Mg/m3 1.502 Mg/m3
Barrido de teta 99.8% 99.8% 99.3% 97.9% 99.7%
Método de refinamiento | Matriz completa de | Matriz completa de | Matriz completa de | Matriz completa de | Matriz completa de
cuadrados minimos cuadrados minimos cuadrados minimos cuadrados minimos cuadrados minimos
Ajuste sobre FZ 1.053 1.021 1.0.32 1.038 1.286
indices Final R finales | R1 = 0.0355, wR2 = R, =0.0316 R1 = 0.0354, wR2 = | R1 = 0.0385, wR2 = | Rl = 0.0432, wR2 =
[1>2sigma(l)] 0.0783 WR, = 0.0880 0.0982 0.1017 0.0932
indices R (todos los | R1 = 0.0428, wR2 = | R,=0.0320 R1 = 0.0405, wR2 = | Rl = 0.0451, wR2 = |R1 = 0.0484, wR2 =
datos) 0.0821 WR, = 0.0884 0.1010 0.1076 0.0955

Diferencias mas grandes
picos y hoyos

0.341 and -0.344 e.A-3

0.439 and -0.416 e.A-3

0.439 and -0.416 e.A-3

0.792 and -0.391 e.A-3

0.849 and -0.878 e.A"
3




7.2.2 Estudio electroquimico
Todas las determinaciones electroquimicas se llevaron a cabo en metanol con
hexafluorofosfato de tetrabultilamonio como electrolito soporte a una concentracién 0.1M.
Los compuestos de coordinacion se estudiaron con una concentraciéon final 1 mM con un
arreglo clasico de tres electrodos: carbon vitreo o platino como electrodo de trabajo, electrodo
de platino como electrodo auxiliar y electrodo de plata como pseudo-referencia. Todos los
valores de potencial se reportan respecto al par Fc|[Fc" de acuerdo a las recomendaciones de la
IUPAC.* Los voltamperogramas se inician en potencial de circuito abierto en ambas
direcciones, anddica y catddica a diferentes velocidades de barrido 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5,

0.6,0.7,0.8,09y1 Vs™.

7.2.3 Espectroscopia RPE.

Los espectros RPE se adquirieron a 77 K con una frecuencia de modulacion de 100 KHz y la
cavidad cilindrica en el modo TEy;;. La calibracién del campo magnético externo se realizo
con un gaussimetro de precision Jeol ES-FC5 y un contador de frecuencia 5350B-HP. Las
condiciones para la adquisicion de todos los espectros fueron las siguientes: Centro del campo
294.5 mT, potencia de la microonda 1mW, frecuencia de la microonda 9.10GHz, ancho de
barrido 40 mT, modulacion de anchura 0.032 mT, constante de tiempo 0.1s, amplitud 160,
tiempo de barrido 120s, acumulacion 1 scan. Las simulaciones se realizaron en el programa
ESPRIT-382 v1.916. Los espectros en donde se emplean atrapadores de radicales y ADN se
adquiere a temperatura ambiente empleando una celda plana en lugar de los tubos de cuarzo

de 3 mm de diametro.



7.2.4 Quimica Computacional
Las estructuras de rayos X fueron empleadas como punto de partida para la optimizacién
realizada a un nivel de teoria M05-2X/6-31++g(d,p)"”' con un modelo de polarizacion
continua (PCM) de disolvente, agua para este trabajo empleando Gaussian 09.'°* Los
funcionales M05-2X han sido empleados de manera exitosa para describir interacciones
débiles’” y compuestos de cobre.'” Las propiedades atomicas fueron calculadas usando el
programa AIMAIL"™" La mejor correlaciéon multiparamétrica entre propiedades
experimentales y las propiedades tedricas fueron obtenidas con Codessa 3°™ usando las

propiedades atdmicas como descriptores.

7.3 Interaccion de Casiopeinas con adenina, adenosina y 2-desoxiadenosin-5-
monofosfato

El estudio de espectrofotometria UV-Vis se realizd usando el método de las
variaciones continuas. Se parte de disoluciones con una concentracion 10mM para
Casiopeinas, adenina, adenosina y 2-desoxiadenosin-5-monofosfato. La mezcla de reaccion
tuvo un volumen final de SmL. Los espectros se obtuvieron en una celda de cuarzo en un
intervalo de 200 a 800 nm a temperatura ambiente. En la primera etapa se realizaron
determinaciones de absorbancia diariamente. Después de dos semanas las determinaciones se
realizaron cada semana. Después de dos meses las determinaciones de absorbancia se
realizaron cada 15 dias hasta los 4 meses en donde se da la transformacion de los compuestos
con glicina como ligante secundario y hasta 10 meses que es cuando se alcanza la
transformacion total para los compuestos con aetilacetonato como ligante secundario. Las

mismas disoluciones fueron empleadas para las determinaciones de RPE, pero para realizar
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dichos experimentos las disoluciones se diluyeron con metanol para alcanzar una proporcion

de disolventes 3:1v/v (H20:MeOH).

7.4 Interaccion de Casiopeinas con ADN-TB

Las disoluciones de ADN-TB fueron preparadas en un amortiguador que contenia 100 mM de
NaCl y 50 mM de Tris-HCl (pH= 7.2). Para la disolucion preparada la relacion de
absorbancias a 260 y 280 nm (Axe/Azso) fue de 1.84, lo que indica que el ADN esta lo
suficientemente libre de proteina para poder realizar los estudios de interaccion con las
Casiopeinas.”®® La concentracién de ADN en cada experimento fue determinada empleando la
absorbancia a 260 nm con un coeficiente de absortividad molar e= 6600 M'ecm™. >’ Las
disoluciones de ADN preparadas se guardaron a 4°C y no se usaron después de 4 dias de
preparadas. Las disoluciones de los compuestos de coordinacion fueron preparadas con el

mismo amortiguador que el empleado para preparar las disoluciones de ADN.

7.5 Actividad nucleasa

Para la obtencion del plasmido pRSET-B se trabajaron con células de Escherichia coli DH5a
de acuerdo al siguiente procedimiento:

7.5.1 Obtencion de células competentes
1. Estriar las células de Escherichia coli DH5a en una caja Petri con medio PSI-a (PSI a:

Extracto de levadura 5g/1, Triptona 20 g/1, MgSO4 5¢g/l, Ajustar el pH a 7,6 con KOH. Afadir 14

g/l de agar. Esterilizar en autoclave). Almacenar a temperatura ambiente PSI-a e incubar toda la

noche a 37°C.

206



2. Inocular 5 ml de medio PSI-b (PSIb= medio PSla sin agar) con una colonia aislada (utilizar
un matraz de 125 ml) e incubar a 37°C hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0,3 a 550 nm.

3. Inocular, con el cultivo anterior, 100 ml de medio PSI-b en un matraz de 1 litro
precalentado a 37°C. Incubar a 37°C hasta alcanzar una densidad optica de 0,48 a 550 nm.

4. Enfriar el matraz del paso anterior durante 5 minutos en hielo y posteriormente recoger las
células por centrifugacion a 6000 rpm, 5 minutos a 4°C.

5. Resuspender el pellet en 40 ml de TFB-1 (TBF-1= Acetato potasico 30 mM, KCI1 100 mM,
CaCl, 10 mM, MnCl, 50 mM, Glicerol 15% v/v, Ajustar el pH a 5,8 con 4cido acético 0,2 M.
Esterilizar por filtracion. Almacenar en frio) frio. Mantener 5 minutos en hielo.

6. Recoger las células por centrifugacion a 6000 rpm 5 minutos a 4°C.

7. Resuspender las células en 4 ml de TFB-2 (TFB-2= MOPS 10 mM, CaCl, 75 mM,

KCI1 10 mM, GlicROSI 15% v/v, Ajustar el pH a 6,5 con KOH. Esterilizar por filtracion.
Almacenar en frio). Mantener en hielo durante 15 minutos.

8. Separar en alicuotas las células y congelar a —80°C o en nitrogeno liquido.

7.5.2 Transformacion de células competentes
1. Descongelar las células en hielo. Inmediatamente después, anadir 1/10 de B-mercaptoetanol
1,8% v/v. Para ello anadir 15 pl de B-mercaptoetanol 1,8% a 150 ul de células.
2. Mantener 10 minutos en hielo. Enfriar las muestras que contienen las ligaciones del inserto
de DNA vy el vector pPRSET-B en hielo durante este tiempo.
3. Anadir 50 pl de células a cada ligacion. Mantener en hielo durante 30 minutos.
4. Someter las células a un choque térmico de 3 minutos a 37°C en un bafio termostatizado.

5. Enfriar en hielo durante 2 minutos.
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6. Anadir 500 pl de medio de cultivo LB (Medio LB= Extracto de levadura 5g/l, Triptona 10
g/l, NaCl 5g/l. Esterilizar en autoclave. Almacenar en frio). Incubar 1 hora a 37°C en
agitacion.

7. Transferir todo el volumen a placas LB/ampicilina/IPTG/X-Galn. (placas de cultivo= Medio

de cultivo LB, Agar 1,6%, Ampicilina 100 pug/ml, IPTG 500 uM, X-Gal 40 pg/ml)

8. Incubar toda la noche a 37°C.
Una vez transformadas las células pueden ser almacenadas a -80°C y cultivarse en medio LB

para expandir el cultivo. La extraccion y purificacion del plasmido se realizd6 empleando

PureLink® Genomic DNA de Invitrogen.

Para conocer la capacidad de interaccion que tienen estos compuestos con ADN se empled
como modelo el ADN plasmidico pRSET-B y pBSK II BlueScript (Stratagene) del cual se
empled de 250 a 500 ng en cada sistema evaluado. Una vez purificado el plasmido se llevo a
un volumen final de 20 pL de una disolucion amortiguada a pH= 7.4 con HEPES 0.1 M. Las
relaciones estequiométricas Casiopeinas: ADN de acuerdo a la relacion r; = mol
Casiopeina/mol ADN (pares de bases) fueron 1,5, 10, 20, 50 y 100. El estudio se realizé en
presencia y ausencia de agentes reductores como acido ascorbico (I mM) y B-mercaptoetanol
(ImM), asi como en presencia de DMSO (4%) como atrapador de radicales y las
concentraciones correspondientes de las Casiopeinas a evaluar. Todas las disoluciones fueron
incubadas a 37° durante 24 horas en el caso de la adiciéon de Casiopeinas, mientras que en los
sistemas con agente reductor o DMSO el tiempo de incubacion es de 30 minutos. Las
disoluciones incubadas se colocaron en geles de agarosa al 1% para analizar el efecto de los

compuestos de coordinacion sobre el ADN a través de electroforesis horizontal. Los geles
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fueron tefiidos con bromuro de etidio y las intensidades analizadas empleando el programa

ImageTool 3.0 (IMG).

7.6 Viabilidad de células tumorales

Las células de neuroblastoma humano CHP-212 (ATCC, Rockville, Maryland, USA) se
mantuvieron en medio de cultivo Dulbecco’s Eagle con medio F-12 (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Missouri, USA). Las células se cultivaron en presencia de diferentes concentraciones
(0.1, 1, 10 y 100 pg/ml) del compuesto a evaluar (cisplatino, 47dmfengly, 47dmfenacac y
44dmbpyacac). Dos diferentes observadores determinaron la viabilidad celular empleando el
colorante Azul tripano. Se realizaron tres experimentos por triplicado. La determinacion de la
Clso fue determinada a partir de las curvas obtenidas de la viabilidad de las diferentes
concentraciones empleadas. La Clso fue usada para las determinaciones a tiempos cortos de
exposicion (2h) de acuerdo a la cinética de expresion de caspasa 3. Dicho tiempo también fue
empleado para las determinaciones de especies reactivas de oxigeno y determinacion del tipo
de muerte celular.

La presencia de perdxido de hidrégeno y radical superoxido se determind empleando los
marcadores fluorescentes AmplexRed (Invitrogen) y MitoSox (Molecular Probes Inc.),
respectivamente. AmplexRed es un sustrato incoloro que al reaccionar estequiometricamente
con H,0O, genera resorufina que puede ser detectada por citometria de flujo. Células con y sin
tratamiento (1.5 x 10* células) fueron lavadas con la disolucién amortiguadora de Krebs-
Ringer (Merck-Millipore) y después fueron incubadas por 30 minutos con la mezcla de
reaccion S0mM AmplexRed mas 0.1U/ml de perdoxidasa de rabano picante (HRP) en ausencia

de luz. La fluorescencia de cada muestra fue analizada en un citometro de flujo FACScan
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(Becton Dickinson Biosciences) empleando el canal FL2-H. Se emplearon células irradiadas
con UV por 3 horas como control positivo.

Para la determinacion de superdxido se emplearon 250 pL. de Mitosox diluido en DMSO
(disolucidn inicial 5 mM) los cuales fueron agregados a las células y se incubaron durante 10
minutos a 37°C. Los productos de la oxidacion se registraron en el canal FH2-L del citometro
de flujo FACScan. Se emplearon células irradiadas con UV por 3 horas como control positivo.
La determinacion de GSH intracelular se llevd a cabo empleando el kit de monoclorobimano
(Calbiochem, California, USA). El monoclorobimano (MCB) forma un aducto con GSH
mediado por la accién de la glutation-S-transferasa (GST). El agregado celular fue
resuspendido en amortiguador celular de lisis en presencia de 25 uM de MCB y 50 U/ml de
GST. El GSH cuantificado en células no tratadas fue considerado el 100%, mientras que el
control negativo fueron células sin tratamiento con MCB en amortiguador celular de lisis.
Todas las muestras fueron incubadas por 30 minutos a 37 °C. Después de dicho tiempo se
determind la fluorescencia en un lector de placas con méximos de absorcion/ emision en 380/
460 nm.

La expresion de proteinas apoptoticas en la porcion citoplasmatica fue determinada empleando
Western Blot (WB) después del fraccionamiento celular empleando el kit de fraccionamiento
cito sol/mitocondria de Calbiochem (Calbiochem, California, USA). Las células se mezclaron
con el amortiguador de extraccion de citosol en presencia de 1 mM de ditiotreitol (DTT) y la
mezcla de inhibidores de proteasas (ambos de BioRad, California, USA). Las muestras que
contenian 10 ug/ml de proteina y amortiguador de carga SDS-PAGEcon 5% de BME fueron
calentadas hasta ebullicion durante 5 minutos y después colocadas en un gel de poliacrilamida.
La transferencia electroforética a membranas de nitrocelulosa se realizd6 por

inmunotransferencia empleando Caspasa 3 (cat. Sc-1224), caspasa 8 (cat. Sc-5263), cyt C
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(cat. Sc-8385), Bcl-2 (cat. Sc-7382), Bax (cat. Sc-7480) y b-tubulina (cat. Sc-9104), seguido
de la hibridacidon con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (todos de Santa
Cruz Biotechnology, California, USA). Las intensidades de cada banda fueron determinadas
por quimioluminiscencia empleando SuperSignal West Dura Extended Duration Sustrate kit
(Thermo Scientific) y cuantificado con el programa ImagelJ version 1.41e.

Las alteraciones en membrana citoplasmatica fueron identificadas empleando Anexina V del
kit Annexin V-FITC Apoptosis Detection kit (Sigma Chemical Co. Sant Louis, Missouri,
USA) como un método de determinar el tipo de muerte celular. Las células (1 x 10°) son
incubadas por 10 minutos a 37 °C en oscuridad en presencia de 5 uL. de Anexina V y 5 puL de
yoduro de propidio (Merck Millipore). Se expusieron células a 50 pg/ml de estaurosporina
(ENZO Life Science) por 18 horas como control positivo de apoptosis. La fluorescencia d
cada especie se determin6 empleando un citémetro de flujo FACScan usando el canal FLH-1
para Anexina 5 y FL2-H para yoduro de propidio. Como control de necrosis se usaron células

en presencia de Tween 20 al 15% (Merck Millipore).

7.7 Cultivo de linfocitos y macrofagos de sangre periférica humana

A partir de 10 muestras de sangre de diferentes individuos sanos, se aislaron células
mononucleares utilizando un gradiente de Ficoll Histopaque (GE Healthcare, E.U.A).
Brevemente, se diluyen 15 ml de sangre periférica humana con anticuagulante en 15 ml de
PBS, posteriormente se colocan sobre 10 ml de Ficoll. Se centrifuga el tubo a 400 g por 20
min, procedimiento que genera cuatro estratos en el tubo y con una micropipeta se retira el
tercer estrato de abajo hacia arriba que es el que contiene las células mononucleares. Las

células aisladas se lavan 3 veces resuspendiendo en 5 ml de PBS y centrifugando a 100 g por
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10 min. Finalmente, se sembraron 1x10° células/ml RPMI 1640 suplementado con 10% de
suero autélogo, 1% gentamicina, y 1% de 2-mercaptoetanol, en cajas de cultivo de 50 ml con
recubrimiento para células adherentes. Después de 2h de incubacion a 37°C/ y 5% de CO,, las
células no adherentes (linfocitos) fueron removidas lavando 2 veces con PBS. Los linfocitos se
siembran en 50 ml de medio RPMI, se pusieron a proliferar y de ahi se toma la cantidad de
células para los ensayos de citotoxicidad. Los monocitos se dejaron madurar durante 6 dias
realizando cambios de medio cada 48h. Una vez diferenciados a macrofagos, se colocan las
células durante 10 min sobre hielo para desprenderlas, se toman alicuotas de 10 pl que se tifien
con azul tripano para asegurar la viabilidad y conocer el nimero de células. Para confirmar la
diferenciacion de monocitos a macrofagos se utilizé el anticuerpo especifico F4/80 marcado

con fluorescencia y se analizaron alicuotas de 1x10° células por citometria de flujo.
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CAPITULC 1

COMPUESTOS INORGANICOS EN EL TRATAMIENTO DEL
CANCER

Juan Carlos Garcia Ramos,® Lena Ruiz Azuara | Virludas

Moreno™*

Masultad de Quimica, Universidad Nacional Autinome de Méxica

® Facultad de [uirmica, ! Inversitat de HSamelnna

Resumen

En este capitde sc desenben los compucstos inorganicos que son
actualmente wilzadcs en el tratamiento del cancer, el estaco de |3
nvestigacicn sobre posibles nuevos “armacos, una breve higlona de
los descubnnmentos s relevanles, los mecanesinos mplicacos en
la zccian anficancerigens v as pergpectivas que se abren 2n este

Campo.

ralabras Cfave: cancer, actvidad anfitumora, actvidad crtotoxica,
metales de transicion, metales representativos, cisplating; m-zrencs

de iulerio, compuesios de gaho, complejus ce obios nelaes
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INTRODUCCION

FI prmfasor Bamett RQosenberg (1926-2010), bicfizizo en la
Michigan State University, no podia imagnar cuando publice sus
scrprendertes resultades en la revista Mature en 1265 [1], la
lepereusion gque lendiian sus descubrmienlos en lz invesbgacion
anticancerigena postetdor a nivel mundial. B cdsplatno, cis-
diclorodiamminoplatnadll), producia una nhibicion en el crecimiento
de un culive da Freehenchia Colly ponia 2n marcha la nueva erz de
loe farmacos anfitumerales basados en compusstos inorganizos [2].
Este compuesto, ademas, rcalizé una sorprendenic camera en cl
tiempo para pasar a uso clinico oficial mundial en pacientes en
1973. El platino se convertla asl en el primer elemanty metalico
CLV0S complejos eran capaces de alcanzar la diana nuclear que
disparaha lns mecanismos de muere celular por spoptosis el ADN
Heoy diz, pasadas ya mas de cuatro decadas, e cigp alino sa sigue
uthzande con cato on el tratamicnto quinictersplutice dc muches
tumores. Se han estudiade exhaustivamerts los mzcanismos
quimicos v biogquimicos dz su actuacion, sus efectos secundarios, |3
adquisicton de resistencia por pare de lineas celulares que

nicizlmente fusron sensibles 2 s0accion Se han sintetizado vanas
genaraciones de compusesitos ds platire siempre en buscuada de
una mayer clicaca en los tratamientos, owvitardo ciccles
secundanos y tratando de dingir los compuestos especificamente a
s velulas wmordles en vehiculos disziiades con diversas
estratzgias. S0lo unos pocos compuesios de platine han liegado al
nsn en pacientes Mientras tantc, compuestos de obros ones
matalicos han o apareciendc an el horizonte de loz posibles
farmaces antitumerales: ol gabo, ol rutcnio, ol ttanio, ol cstano, cl

hiermo, el cobre, el ora. [l chietvo de este capitulo es dar a conccer

1
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la actuahdad de la mvestgacion de posbles farmaces morgan cos
anbilumwales y los rasgos mas imporilantes de la acluacion y
mecanismos de estos compuestos.

CLCMONTOS RCPRCSCHTATIVOS
1. Gallo

1.1 Fl galio como agente antitnmeral

Aungue la invesbgacion en la actwdad medicira dz los
compuesios dz galic se emonta 2 las decadas de mediados cel
sigic XX (1931-19%2), Ins objetvns fuernn antonces =l tratamiento
de enfermedades come la sifilis ¢ infeceiones on las quc habia
mushado cerla aclividad beeelioosa Bl segummenly de [
distrbucion def galio en tepdes, pnncipalmerte ejpco cseo, higadc v
rifion, pude realizarse por ol radicisétopo "Ga que se acumulaba
prncipdlmente en lumoes Oseos. De abi sugio la pomesa
investigacion de la posible zcoion del “5a =obre los tumores
metaststicos en huesos. Sin emoarge, la ublizacion de galo no
radiactiva con fines terapeubicos no se inicio hasta la décadz de los
70. A su actividad de inhib.con de la resorcion mineral 2n nuesos
asociada con hipercalecemias, nakbria que anadir la de zu actrdad
mmunologica selecthva y su eficacia en el tratamiento de infecacnes
ariginacas por organismos infracslulares, vy soore todo &
descubnmisnte de gque algunos compuestos de galie har mostrado

ser inhibidores de |a proliferacion reoplasica [3).

Actualments sdlo un compussto de galio el nitrato-citrato de
Gahioflll), ha sida apmbado para uso terapaubco 2n Estados Linidos

de Amenca (Figura 1). Otros compuesios de galio que 3¢ hallan en

a
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pruskas clinicas son &l cloruro de galio, sl maltolato de galie v el B-

quindlinato de gaio.
GacCl,
O ol o *
: 0 + I I v
Ga™ || N o o
L oo
Mitrato da galic Citratao

Hgura 1. Compuestos de galo con acovdad anttumara.

1.2 Mecanismos de fransporte y actuacion

El galic(lil) hene un radic muy parecide al del Fe{lll) (Figura 2)
y ha mushadu ser capd: de wmrse a @ barslenima en & siio de la
protcina que cnlaza cl hicrmo de forma copecifica. La ocupacion dol
sito de enlace de I3 proteing por Fe(lll) o Ga(lll) inducz un cambio

con‘ormaciensl icentiec respecto a la ape-proleina.

Fe™ Ga™ Mg™* Ca®

In"

RS n.he n.rz nes .74

Flgura 2. Comparacidn del radio del Ga™ con el de otros onss
Tetalicos.
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La transfemina de galio es asi igualmentz reconocida por e
receplur er la nembrana celular v ce esla fooma el galio se
internalza por endocitcsis en el ctoplasma y e dinge hacia los

rismos cornpongiles nbEcelalaes gue el lisno.

En el pasode lafese G1 a a G2 atraves de lafase S del ade
celilar g1 imaras hematologicns, se prodice 1NR expresinn meaynr
del receptor de la transferrina y 3 ha observado que la adquisicior
el gahin aumenta FlGa(lll) poede reemplazar al Anill) en proteinas
de la matnz 3sea, en la colagenasa, er metaloproteinasas y en s
ATP-asa vacuolar responsable del paso de H que acidifics |z
sececion mplcada en la achadad osledlilica de los osleoclasios
El galio{lll) sc¢ ha visio que irhibe este ATP aza.

En & enzima ribonucledtido reductasa R2, (Figura 3) el centro
acirva de Fe(lll), es suaceplible d= ser desplazado por Ga(lll).

(I [T

Figura 3. Centro activo del enzima Ribonucleotdo reductasa donde

el Fe® puede ser desplazado por el Ca™.
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La firoeina estabiliza el sitw active caando tens Fellll) enlazado,
nern ciando se infroduce Ga(llll se desestabiliza v el arzima plerds
su aciivdac. La inhibicicn de la accidn de ese enzima se ha
pensado que puede ser uno de los modos de acluacion del (za(lll)
como antilumoral [4].

Oto posible mecanismo de acdluacicn es =l blogques de la
solimenzacién de la tubulina. La polimenzacion de la fubuina incide
2n la formacion de los micretdbules que interviencn entre la profasc

¥ metafzse de ls mitesis (Figura 4.

FI ion Mg™ es necesann narz que se produzea a
solimenzacion, pero el Ga(lll) puede competr con € y como
consecuencia  mhibir @ tormacidon de los rucrotibulos
nterrumpizndo el oroceso de la mitasis [5).

MITO313
Frafaas
Se duiicar] AN i sihis IOy i il B Foimerzecon de (8 Tatuise
Barram pj inmpis prane Fmerren o bures e —iben Indde @r la fo-mnechkds < lsa
sarin 4 mizrotibedos ue  inkervenn
i N O | afilin & profie ) el alids o8
. :urul_.- _.-ﬂ' ldr-n-.g: E:"m itk
i
. N —c— i ol h-,n-
* Dkl
E-\.-cn.l -
e e, "‘ -I-:-r-'\.i':l:
-
i, i .
ElGallll' pecco tampetir
g f card Mgy como
i canssLuercialmpedinla
. i pnlimarizarido e |
o !
Fateai g .f,f I rmTasnan tuhulina
Loa T sirus ey cE ks
by . 4 it TR
e i T | e B I"'i{‘
[ o e
WI:;!!II:‘IH

Figura 4. Incidencia del Ga™ en el ciclo celular.
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El nitrure de galio{ll}-dtralo, GCN (Ganite™), fue aprobado en
JS5A para usos lerapeuticos en hipercalcemias relacionadas con
aljunos canceres. El galio se encuentra en forma de complejo con
2l ctrmaty, soluble, yectable. Se ubliza en  proccses do
tipercalcemia porque inhibe la resorcion ostzocastca de los
nuesos. No entra en la red del hidroxiapatito pero se ceposita en la
supeficie dz2 los huesos como ‘nsfatn de galin Ha mostradn
tambien actvidad immuno-meduladora debide a |z activacion y
srolferacion de algunas czlulas T y a la inhibizion de la secrecion

nllarmalona de ciloguines.

El cloruo de qalio{lll), GaCl, se encuertra en fase de
nnigbas clinicas v es unn da los eomouesios con potencial nsn
terapéuticc. Es actvo en turmcres en fase de crecimiento rapido
aungue ha demostrade mayor efizcacia en ausencia de procesos de
melaslasis. Pusse gran venlap al ser adonisbable pon via oval y no
oresentar efectos toxicos considerables salve los reacionados con
al simve descensn del magnesin v d= la hemogiobma Fr lns
cnsayos rcalzacos sc ha observade una iwportanic accion

sotenciadora del csplatino en tratamientos ce cancar de pulman [G].

1.3 Complejos de Gallo[lll)

El prmer compleje de galio que entro en fase clinica fue el
maltclato ce Ga(l'll), Tng((2-hidrox-2metl-dB-piran-4-anato) de galia
[y, GM [Figura 5).
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o GHy :-.\,,HI f':;f’": Ha
L“"aﬁ":rf“’ IK‘»

bs

Figura 5. Maltclato de Gallll), en fase de estudios clinicos.

Es un corrpueslo dclivo gque se sunminsba orghnene v es
moderadamente soluble en agua y en lipidos. Ha demostado
actividad en cancer de pdslata, meloma, nforma vy canees de
vejiga. Tiene aglicacion an procesos irflamalones, y contribuye
considerzblements a la reducadn de la degradacion de los huesos

an |3 ariritis reumatoide.

Un complejo de estructura similar, 2| ris-(8-quinolinaio) de
gale{lll}, GC, (Figura 6} entro cn pruckas clincas humanas en 2004
v presenta elavada biodisponibilidad en el tratamientc del cancer
por via oral. Inhiba la preliferscion de células de adenccarcinoma
numanc de pulmdn v se han observado tambign efectos de

descansa del calcio an hipercakcemias.

@,

# i

I:l::"_hf:‘_{; - -"'-,‘I
o N,

_{; !-hl. }- '{:

DWW,
.qﬁ .I'I-I

Figura 6. Otro compleje de Gallll), 3-oxiquinelinats de galio, en fase

clirrea.
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Ente vlos complkpes de Gallll) gue eslén er esludio, el
[GaiZ-Am4Et):JND: (2-Am4Et = *N- dimetil-tosemicarbazona de 2-
acelilpridina), ha dado vzlores de |G de orden nanomolar en
ensayns anfipolferatizos con lineas umorales de cancer de ovano
(41M), de mama (SK-BR-3) y de colon SW-480). Sin embargo, los
valores ontenidns para &l ligando son de orden similar v por tanio =5
necesano compietar la investigacion del papel del galic como

introcuctor del compuoestn 2n cdulas cancerigenas

Finalments, el conjugade de doxorrubicina con trarsferrma a
la que el Ga(lll) puede enlaza=se (Figurz 7) ha mostrado poseer una
actividad contra sl cancer de mama 100 veces supenior a la de la
doxorrubicira sola y 10 veces supericr a la de lz coxormubicina
conjugada con transfemina potadora da Fe(lll).

|
I O e R |

Hals

GHy

...H
_c—(K J"‘K-ﬂ\ vl\;c’\jl /J\r:,,,
Flgura 7. Conjugado de doxomubicina, tansporador de Ga(lil).

Como conclusion, el galio(lll) fue el s=gundo metal que mostré
actividad confra tumeores malignos en humanos, despues de |a
incorpoeracion de los famacos de platine en la pracica rutinana

clinica Tiene la exclusividad de inhibir el crecimiento de tumor=s

L]
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CONmo un simple Gaion, pImapEmene a causd Ue su SEngdizd
eon &l Fe(lll) A pezar de sinircapacdad nara cambiar de estadn de
oxdacion, como hace ¢l Fe{ll) a Fe(ll), interfere scnamentz en la
adguisicion celula de henro er g os4angre por su nilerEccion
compafitva mon 3 fransfemng v s capackdad de ser reconocda la
Tfgalo por el receptor. La nhibicion de la polimenzacion de la
tubulina s un hecho importante por bloguear €l ciclo celular e
impedir |a reproduccicn celular. En esla case compita con el Mg(ll).
Los complejos de Galio pueden superar los mconvenientes de las
sales simples de gaho. La investigacon sobre los mecanismos de
acluacidn que no estin sufcientemente cxploracos hasta o

presenle constluye an ampolante relo

2. Estano

Desde que 2n 1972 se mostd que el acetato de rifenilesiato &l
cloruro no tiene efecto) provocaba un retarde en el crecmierto
tumoral en ~atones una sene de compuestos de estafio han sido
sintetzadcs v evaluados en modelos i witio e i wvo ] S5e ha
sugendo que on disolucion los compuestos tn organcesiano pucden
sultr und despropucioneeion ssponlanes 4 los conespondienlzs
demadns d-nmgancestann v feira-amanoestain mientras oue n
vivo se pucde procucir la perdida de una unidad alquile o anlo per la
iIntervencion de enaimas como |3 aromatasa [3] Considerando lo
anterior pcdamos decir que los compusstos di-organcestaio son los
agentes ciotéxcos finales y que la mayor actvidad observada para
los compuestos tr-orgaroestancs puede ser asociada 3 sU

compotamierte cinético.

L1
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| 2 mfotowicidad de los organcestafios se debe a la mhihicion de
la sintesis de macromoléculzs, la intervencion en el metabolismo
enargstico mitocondnial, la reduccion de la sintesiz da ADN, |a
mtcraccon directa con la membrana celular (ncremento de la
concentacion de Ca™* citesdlica) y la promoecion de daiio omdativo
al ADN [9]. En celulas tratadas con organoestahos el dafo oxidativo
v el incremento de Ca®' intracelular provoca una inducddn de
apoptosis en una gran parie de la poblacion celular. Aungue los
compuestos de Sn{l\V) pueden inducir apoptosis =l mecanismo
eomplzin por el que llevan a eaha la achvidad anthimoral aiin no ha
sido elucidado. Se ha sugendo cus la aclividad artiprolferstive se
da por |a union a grupes to de diferentes proteinas, mecanismo
muy diferente al encontrado para ofros compuestos meialicos.

Un ejemplo de la activdad de los compuestos de estano es el
hidrogeno fumarate de (upunilsulfurc) tn-r-butl Sn (V) ((ST-T5 35)
cuyd ssbiuclura se muesba en la gwa 8, whibe el cecimenlo
tumoral en 2 lineas P383 de leucemia mislomonochica y melanoma
B16-F10 mplantados de manera subcutanea en ratones EUF]1 con
una recuccion tumoral del 96% al onceavo dia después de la

administracion de una snla dosis infravennsa

Figura 8. Estructura del compucsto de estaie hidrogenc fumarato
de (lupunilsulfure) Tr-n-butl S (V) (IST-T'S 25).
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Una revisidn bastante comoleta acerca de compuesios de
estaio que fienen actwdad anttumoral ha sdoe publizada
recientemente por S.K. | ladjikakou & N. | ladjikadis [10].

ELEMENTOS DE LA MRIMERA SERIE DE TRANSICION
3. Titanlo

3.1 Diclorstitanoceno y budotitano

Despues de corfimarse lz actwdad del aspatino en deos
modelns  animales, sk comeno a3 ewploracion d=a  drerenfes
compucstes inorganices que presontaran actividad  edotosica on
células tumcrales. Los ormeros avances e5 e5e campo san
reportados en 1979 por Képf v Kopf-Maer quienes estudiaror la
actividad citotosica del compuesto organometalico  diclorooisin™-
pentadiend) fitamn (V) (diclorofifanorenn, [(Cpeliiz]) en celilas

aaciticas ce Ehrich y otras lineas eelulares [11]

La razon prndpal para evalusr [z actividad de &ste compuesio
fue que, al igua que el cisplatine, €l ttanoceno contaba con dos
cloruros en una disposkion espacial ois ¥ 2@ un compuesto neutro.
| a5 caracteristicas estnicturales menconadas, asi oomo B
ausancia cde nefrotoxicidad vy mielotosicidad (efectoa que s
presentaban compuestos andlcgos con Mo, WV oy Wb hicieron que el
compuasto [(Cpl:TiCl;] fuera skegide como el pnmer compuesio
organico diferente al plafino en entrar en estud os de fase climca |
[12].

E diclorotitanccene puede oblenerse al hacer reaccionar la aal
de scdio cel ciclopentadiendo (Cp) con TiClk emoleando THF como

medic de reaccion, de |a cual se cbtisre el compussto rojo brllants

1y
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[ICE):TiClL] cuye esquems se presenta an la figura 9. La estabilidad
del compuesto en disolucidn acudsa no amartiguada es relativa va
que pierdz el prmer doruro de la =sfera de coordinacion gue es
sisttodn por A meléniia de ajua generandn el denvado
mornoacue en un penodo largo de tempo, mientras gue la perdida
del segundo cloruro cs mucho mas rapida (.84 {+ 0.14) h™ con t, —
50 minutes. De |2 misma forma, en medios no amortiguadcs se
presenta |2 perdida de ambos grupes Cp, probablemente por la
desprotonacion de ciclopertadieniio. la constante de velooidad para

la paidida del pramer grupe Cp es b— 64 (£ 0.1 107 0" con L, -
108 h.

Figura 3. Reaccion de obtencon de [[CplTiCl).

Kopf-Maier empleancn tna modificaciin A 2 tBenica de
microscopia elecironica de transmesion (TCM) pudo cemostrar que
el itano proveniente dzl compuesio [[Cp), TICL] s concentraba er
los  mockeos de  celulas  Wwmovales hunengs  meadas
subcutancamente on ratorcs Cado gque o compueste imhibe 1z
sintesis de ADN, sz sugirio que el diclrotitanoceno o sus productos

de biotrans‘ormacion atacan al ADN genomico.

E comouesto une a la doble hebra de ADN de timo de
hewinn con 1na constanta de asnciacion de 2 61 (+008) x 1F M "y
hegy ura mokecula del compuesto aganomelahice por cada cuabo

pares de bases del ADM en discluciones saturadss de compuestc
14
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[13]. ©Oires  esiudioz  empleands  espectroscopia UVovis v
fluorescencia  sugieren que a concentraciones  bajes  de
diclurotitanuceno ka mleaccion con & ADN eslé dominada pon la
coordinacicn ccn el oxigeno de los grupos fosfalo, mientras que a
concentracones mas elevadas tanto el oxigeno de los fosfatos
como los nitrogenos de las bases puricas y primidicas se coorcinan
al titanio [14]. Ademas de unirze al ADN se ha probade que el
compiestn (CplaTiCl:] inferaccionz eon proteinas comn A
transtermna ¢ la albdmena Fara la pnmera proteina, sadler y su
grupo muestran gue & compuesto pierde rapidamente los ligandos
Cp v =2 une a los lobulos Z y N de |la transfernnz produciendo
camblos conformacionaks similsres a los que induce & Fe(lll),
siempre y cuando se encuente presente el iGn carbonatc en el
modio [13]. Para la scgunda pretcina, el grupo de Valentinz sugicre
que lz undn a albimina puede ser una de las vias para el
transporte del compuesto ya qus se pueden unir hasta 20 moeéculas
del ttanocczno a diferentes siios de la proteina, asi miame, la
interaccion con albimina provera que los lgandos Cp sean mas
resistentes a perderse por hidrolisis [1€]. Sin embargo, aurque la
umion 4 la proteing lunciona como protecton del compaeste enle a
loz procesos de hidrohsie, el destmo final del acucto =s

desconocido.

Los resullades obtenides con [(Cpl, TICL] motvaron a Keppler y
su grupn de trahao a estudiar compuestas de TiVY eon higandos -
dizetona, unc de estos, el cis-dietoxabis|1-fenilbusan-1,3-dionata) T
(V) [Ti{beach(ELO)], después conovido comu budolilane, moshd
una gran achvidsd ciiotoxica en diversas lineas umoraes, pero
pancipalmentz en la de colon [17]. El budotitane puede cbtznerse al

hacer reaccionar la p-dicetora con Iy en etanol. Bl protan
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involucrado en el equilibno ceto-enal del ligando B-dicetona 25 acdo
y puade sar faclmente removide (pKa ~ 9). El Ti{lV) al ser un acdo
durg, facilta la desprotonacon del efancl coordinade para obioncr
finalmenrte doa etoxidos en la esfera de coordinacion del metal. Un
aspecho interzsantz de la reacciin es gus solo se produce el
msCrneno cis-eloxde. La gwa 10 nuesba el equilibno celo-encl del
hgando QB-dicetona v la reaccion general para la obtencion de
Fudatitann

- s o
o i g e ]
T P ] -|-:5 T =i "*1"1*1' o,
o a boa N
konir Hbrac krm:
s wraol
EOH

FHrre # TiCa

- [Ti freany jOEL: | - 4ECI

Figura 10. Equiliono ceto-end del ligando B-dicetona y reaccion de
abicnaion de budetitane.

El budctitaro tamixén alcanzo la fase clinica | de esludio. Una
de lzs grandes dificulizdes para emplzar este compuesto en lerapia
fue la poca estalalidad que presenta en disolucion. Con la finaicad
de imaemeila la eslabilidad del compuesto, Keppler y su giupo
buscaron difersntes scluciones para obtener una formulacion
esiable. Uno de los intentos fue disolver el budotitanc en un medio
quz contenia, 1.2-propllenghccl, etanol y el polimero
ghrenipolictlenglicolencincleain (CremophorF! ) v postennmentes
evaporar todo el deolvente para gererar un co-precpitado. El co-
precpitasde era redisusllo en agua y se formaban micelas cue
cncapsulaban al compucsio de titanic y on pancipio o protegian de

la hidrolisis, sin embargo, la deazemposicion seguia teniendo lugar.
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Lo estudios de [{CplTiClg] v budottanc han llevado a3 concluir
que aungque los compuesios presentaban una mayer toxicadad
frente a calulas tumorales que el cisplatino, son muy inestzbles para
ima tormulacnn que pieda smplearse en climcz . Aunque los
cstudios de fase cliniza para ambos compuestos sc han cancelade,
la Dusgueda de nueves compoestos de llanio sigue siendo ung

prometedora area de investigacion.

3.2 Nuevos compuestos de titanio

El trabajo de Mcmowan para obtener compuestos iGnicos con
gnipns catonens coma sustituventes da anilln siclapantadirnin
para resolver el problama de la sousiidad en agua vy la poca
estabilidad dio un nuevc Impulso al estudio de los compuesios de
titanio empleados como antitumorales. Los compuestos obtenidos
por este métode presertaron una muy buena acividad ciotdwca
frentz a la linea celular de cancer ovanco A2780 vy cervicc-utenno
FelLa vy en particular en la linea AZTE0cis que presenta resistencia a
risnlafinn

Se han deearrollado nusves metedos de zintesis para obtensr
una sustiucion directa de los adopentadienilos de los ttanoccenos.
Empleando una dimerizacion reductiva con TiCh, la carboliiacion o
hidrelitizcion da fulvence y la pestenior tranzmetalacion con TiCH, e
pueden obiener compuestos del tize ansatitanccenos, titanccencs
sustituidos con grupos bencilo o uncionalizados con grupos 6-N.N'-
fimafilaminn que puaden ser qursles o aquirales conoon

rendmicrto superor o igual al €5%.

Uro de lbs compuestos obtenides empleandc fulvenos como

matenal ce parida es el dicloro bis (p-metoxizencilcidopentacienilo)

1r
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fitanie (V) conocdo como titanoceno Y (igura 11) O ttancceno Y
presenta muy buena actividad frente a la linea LLC-PK (linea de
celulas de rifion de cerdo con un periodo muy largo de vica) con
una concentracion inhibtona media (IC) gual a 21 pM. Para la

misma ‘inea [(CpkTiCly] presenta una Cls; de 2000 pM mientras
que el valor de 1G5, de cisplatino de 3.3 pll. La linea _LLGPK fue
scloccionada para evaluar la actividad de los nueves compucstos
de titanio al consderar los resultados obleridos en los estudics de
fases climcas | y |l del compuesto [(CpleTIC;]). Cn esos estudios las
celuilas de cancer renzl fueron identificadas como uno de Ins
blancos principales. A pesar de que la IC;; del ttanoceno Y era
mucho mayor que cl saler presentado por of csplatine en esa linca
celular, el ncremento de |a toxicidad en des ordenes ce magnitud
respecte al compuesto [(Cp):TiCly] representd un avance muy
importante para el desamollo de los compuestos de titanio con
actvidad antineoplasica.
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Hgura 11. Compuestos de |itanio con muy buena actradac
mhibitona frente 2 la linea LLC-PK. a) Titanccenc Y, 1Cs= 21 pM; b)
denvadoa fluorado en el carbono 2 del fenilo, 1C;4= & pM; ¢) denvado

tluorado en el carbono 3, producto insoluble; d) denvado
triflucrometosa, 1Cse= 7.3 uM.
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La carbolitiacién 25 oro método importante dara la obtencién de
denvados de itanoccnos sustiudos, on cste casc =c hace
reaccionar un anl o haternanl o eon BN N-dimetiaminetulveno v
la postenor transmetalackdn produce comouestos con una afa
actividad citotoxica. Loz compuestos oblenidos por el método de
cal bulilac an gue presenban la mayor actividad okabatonz enle 4 la
linca LLC FK son aqudles que poscen anillos hotcrociclicos come
sustituyenies del N, N-dimetizminofilvenc. El denvado N-metiipirol
presenta wuna ICg de L5 uM el compuesto con M N-
dimetilaminometfilindel cucnta con una 1C,; igual a 8.8 uM, micntras
i las sushiwyentes Nemehl-f-azandnd vy 2NN N-
dirnelammomeilimmdasol presentan valoes de ICpd= 88 utMy 5.4
pM respechvaments.

Una forma mas de mncrementar la actnidad citotdxica de los
compueslos de Ulanio es sustiluyendo los durmos por olio gropoo
LUn eoemple de lo sntenor es el compusste  bisip-
metoxibencilciclopentzdienil! oxalato titanio(lV) tambi2n conocido
como exalHitanoceno Y. El compuesio pueds oblenerse con muy
hiizn rendimiantn A hacer reaccinnar el fitanocenn ¥ eon oxalatn de
plata anhidro en TN, Ol preductc =5 soluble en uta mezcla de
OMSOisolucidn salina v presenta wna impresionarte  actividad
citotoxica frentz a la [Inea LLC-PK (ICs, = 1.6 ulM).

Otros procedimientcs para tralar de incrementar la eslasilidad v
la citctovicidzd de los compuestos de titanio es ewitar la inferaceion
con proeings come @ banslenma o la abdmire. Paia ello,
Molerdez v su grupe [13) sintebizaron un compuesto tetranuclear
empleando como ligando el 3-hdrox-Z-metil-4-pirona  conocido

b L]

267



comunmenie comc matol, cuya fomula =3 [Tiima)s(m-0)s). El
maEllol s un compuesio que presenl=E und may bapd logicidad v ue
aprobado para su empleo como acitivo de pasteles panes. cerveza
y ofras bebidas a las que les proporacna sl particular sabor 3 malta.
[Cn esiado sdlidc el compuesto posee un color naranja bnllante y en
disolucion a oH neutro es establz durante 10 dias. La acivdad de
&ste compuesto cusndo se administra en celulas tumoralas de colon
| T-29 es aceptable (IC5; ~ 107 M) en tratamientos de 96 horas de
duracion.

Harding y sus colaboradores ancapsularon al [[Cp):TCl;] en una
estructura lipo barrl llamada curcubitfnjurilo [19]. Estaz moléculas
tienen entre 3 v 10 unidaces de glucourilos conectados por grupos
metilenos eon didmetros entre 7 v 13 A Al encapaular al [{(Cp)TiCL)
cn curcubidt] Munle, el compuesto sc cstabliza, =c bloguea la
posibiickad de gue se polune e grupe oclopentadienlo o que o
hace una muy buena aproximacion para una formulacion que pueda
emplearse on clinica. Estos son gjemplos del esfusrzo cus =3 ha
realizadz en =l desamolle de rusvos compuestos artineoplasices de
titanio

4, Hicrro

4.1 Derivados de ferrcceno

Las pnmeras cescrpeiones del empleo dzl femocene v sus
denvados como agentes antitumorales aparcecn en los dltmes
aios de la cecada de lus 700 Al ygual gue sucedio con los

compuestos de tifanio son lcs trabajos de Harimrut Kopt v Petra
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Aopf-Maier los que mpulsan el estudo del ferrocero v sus
derivados como posibles antitumcrales al descubrr las prop edades
antiprolferatvas de las sales de femaric en las celulas asciticas de
Fhrlich [20)] Anraae la dosis ers moy alta para ohservar efecta (260
mgKyg an tumoras implantados er raton) y e fameceno mo mostraba
actridad estos trabajos dieron pautz a proponer gue los denvados
ferroceniccs podian oxidarse in vivo y cu2 tanto el ferrcinio como
05 CoOmpuestos que contuvieran ‘emocenc podrian manfesiar

afartns citotoxicns

El fermoceno s2 incorpora a polimaros solubles en agua, unido a
molaculas que se intercalan en el ADN, con grupos fosfino, umido a
sephdos, vitanmira D1 y a otras biomoléculas, comouesios
diferocénices, formmando parte de los ligandos de compuesios de
coordinacion v una vanedad de moleculas pequenzs en donde el
ferocenn forma parte de la estnichira Fno muchns de esins
astudios s ha sugendo que la foxicdad esta elacionads a la

sroduceion de radicalzs [bres y al dafic provocade al ADN [21 22].

Muchos Upos de cancer son dependientes de homonzs o
scbrereexdpresan receptores dz2 hormonas, en 2 caso de los
wumores de mama v prostata representan dos tercios de 03 casos
descrtos. La proliferacion de células fumorales es induada por
aetradiel  (E.), testestcrona (el metabolilo acive oo la
dihidrotestosterona) o por xenobidtices sinteticos come el bifenol A
Los tumores de mama se clasifican de acuerde a a stuacién de sus
eceplores de esirdogenc: tumores dependientes de hormona
rreceptor 5 estrogeno sostive, ER4) v fumorzs independienies de
normona (rccepltor a cstrogenc negativo, ER ). Generalmente los
pacient=s a los que se lea ha diagneosticade tumores dependienies
de hormong ecben ung lerapa consslenle en anb-eshogernos,

21
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nhibidores de aromatasz o ant androgenes. gencralmenie sc
amolea el modulador seectivo no esteroidal de recepiores de
astroganc (SERM, por sus siglas en inglég) tamoxifeno (Tam) vy
mlulanmda |, Mulamda o bicslulamda g umoies de proslala bpo
AR+ (receptores da androgero pestive). Sin embargo, les tumeres
ienden & desamollar resistencia a  estos  medicamentos,
alcanzandose resultados favorables sdlo en un terco da los
pavieniles dlados en un peniodo lamge de Lzlaniznlo (5 anos),
ademas de que Tam esta asociado a dzfos colalerales como un
altc grado de n=zsgo para desamollar cancer del endomatno uterine

v |la formacion de coagulos en los pulmones

En un wlerlo de moenenla la adividad  alolosica  del
tamoxdfeno, Jacuen y su grupo [23] sintetizaron vanos compuestos
=n donde una unicad de femoceno forma parte de la estruciura del
metahnlito acfivn del famoerenn, el hidrotamoxtenn (OH-1Tam) Tos
compuesios resultanies corocidos comeo hidrowferrocifencs se
muiastran en Ia figura 17 v fueron ds=hiadns pars combinar s
sropiedades antrestrogenas del tamoxifene con las potenciales
nmopiedaces otofnocas del fermcenn | a reaccion de acoplamiento
cruzado de McMurry es una ruta de zintesis muy eficiente para
obtzner este tipd d2 comouestics. que en algunos cascs pueden ser
separados por cnstalizacon  fraccionada (n—2) o por placa

cromasografica (n=h.
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Figura 17. Sinesis oe Ins hidmxifemocifenns

Dos tinos de cfectos cstan asecades a los hidrowferrocifenos,
el primarn a5 2l afectn anfi-estirogenicrn eome /l de 0H-Tam an Ins
LR y la ulctomadad zsociada al ferreceno. Lo antenor se comprobo
al tratar células con una cantdad practizaments nula de ERe y muy
baja de EHE IMDA-MB-231) en donde @ M5 de los
hidroxitamoxifencs llegaba a 0.5 pb, mientras que OH-Tam y
fermmroceno no prezentaban aciividad. El efecio afoloxce de la unidac
terracénica es evdenciada cuando se eliming o sustiuye la cadenz
N MN-dimellamimo. En e pmmer casu se oblene el cormpueslo
moncfencl ¢ en €l ssgundo cuando el sustituyperte sz phidroxico se
abtiene &l fdifennl Ambos nresantan na actividad cifoioxiea miy
mipilante en kB linea MCOF-T oon 1C; de 49 v 07 pV
reaspeciivaments, sin embargo, an esta linea todavia se puede
pensar en una actvidad anti-estrogenica y |3 citctoxicidad de
ferroceno actuando jurtos, puss MCI-7 cuenta con los receptaores
de estrbgenc. Para eliminar cualquer dudz respecto a Iz

i3
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cilvlogicidae de la undad Tenocenica se 2mpl2o nuevamenle |4
linea MCA-MB-231, en donde el compuesto dfendico presenio una
ICsp de 0406 uM, muy paecda s la que se enconiro para el
hidroxiferacifzne con tres carboncs en la cadena con 0.5 M,
rmentras gue & compuesto monofendlice bene un valor de |Gy d=

113 uM en 2sta misma linea

Ll gupo fenol tambien es un factor importante para la
ciotoxicidac presentada por los compuesins. Fara evauar que tan
crucial o5 su papel sc sintctizaron una scne de compucstos eon uno
o dos grupos hidrexilo en las posicionss mefa- v para- [24). El
resultado de [a evaluacion de la citotoxicicad de eslos compuesios
mestro que os grupos hidroxilo en posicion mesta- fenian una mener
actradad (IGg; ente 2 F v 35 0l) que Ins que se encontrab@n en
pusicr s pare- (1Cg ~ 1 M), asi misiu, nchar una seguinda urndad
terocenica disminira 3 ctotmacicdad  del  eommuizsta 1Tos
compuestos mas aetives con ur grupe fenle en la posicon pare-
pueder presentar una actividad mayor al adicicnar un segundoa
grupo fenile para alcanzar 1C,; de 0.6 uM.

Aln con la gran actividad citotdxice mostrada por esios
compuestos, |z alta hidrofobicidad gue presentan hace necasano
yue &2 desandle un sisl2ma dz baispole y ibsraadn. Jiw de los
prmerns intentns e I3 nchmon en [{ oclodeddninas metladas (C1)
con laz cuales les hidroxiferroedenes formaban un compueste 1:1
solube en agua. La citotoxicidad de los compuesios evaluados en
la linea ceular MOA-MB-231 encapsulados er CD es practicament=
la musma gue e suserca del agenle guxla para solubihizar el
compiesto Lna esirategia mas hie el encapsular al compuestn en
nanocapsulas lipidicas, que resultaron muy efectivas frenle a

celulzs d= gloma mostrando una actividad muy  similar al
24
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compiesto no encapsuladn (ICg= 05 (M) Fr eshidins m vvn se
demaostrd que con la acministracion de una solz dozis de 2.5 mol/kg
dal compuesto ncluido en las nanocapsulas lipidicas sl tumor crecia

tres veces mas onto con respecto al control,

En oro esiudic los compuestos son incorporados en
nancesferas v nanocapsulas de polichlenghcol y acido polilactico
(PEG/PLA). Cuando células de la linea MCF-7 fueron incubadas
con las nanocapsulas y las rancesferas que contenian les
coinpueslos, las celulas deluvieron su cicle celula 2n la Tase Sy
hubc nduccidn ce zpoptosis. Se registrd una disminucion en la
actividad amdiprolilerativa cuando se agreqo tocoferol en el medio de
reaccion, suginenco que |a produccion de ROS puede estar
involucrada 2n el macanismo de crotoxicidad.

La incorporacon de uridades fermocenizas 1 compuesios que
=2 emplean para el tratamientn de cancer de prostata oomo la
nilitarmida ha tenda resaliades moy sabsfaciones . Aongque el
anclaje del ferroceno en el grupo amino libre de la nilutaruda no
tuvo tsn buenos resultados como se ssperaba la sushiticicn en el
carbono & dd arille hdartcinico tanto con unz unidad ‘emreccno
como con 4 ciano 3 fluoromctiferilo da ecomo resultado  un
compuesto muy volumnoso y tambien bastante aclivo frente a la
linea LNCaP can una 1Tsp de 5.4 WM. Asl mismo fue sintetizado un
compuesto con fines de comparadon en donde la unidad ‘ermoceno
es sustivida por un grupo anisilo, el comouestd resultante tambien
presertz una gran achvidad chotcxca en la linea LNCaP con una
IC.; de 56 pM. El efeclo cictdxice no fue disminuido al agregar
dihidrotestosterona, por lo que se sugisre gue el efecio cictdxco de

les compucstos no ceta asociado a los receptorce androgénizes.
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Chramente &) ‘aroceno es un sustiluyenle muy inleresanle
rehidn A s1R caratterishicas ertre las que se pueden destacar si
tamafio compacio, la aromaticidad, cs lipofiiee ademas de quc
puede ser un agene redox estable en medios biddgicos. Todas

estas propiedades pueden v seran smolzadas en nueves campos

de aplicacion, pero soxre todo en terapia.

4.2 Bleomicina

La bleomicina (BLM) cuya estructura =e presenta en la higuara 13,
cs un btipc de antibiotico glicopeptidico aclade de Sreptomyces
Verbwilus  empleade en combinaagon con obos agenles
nqumistrranaiticos para el tatamierto de eancer de cabera v
cuello, ciertos tipos de linfomas y cancer fesficular. Aungue la
blecmicina fue aislaca como un compuesto de coordinacion de
Cu(lly, el comouesico se adminstra libre de metales Ls
determinacion de gue metal &5 resporsable de la aclividad de CLWV
en el orgarisma (Fe(ll) ¢ Cull)) es una tarea muy comphcada,
aunquc las evidencias sugiersn que o5 muche mas orobakle quc

sed el Fe(ll) racin por B cual se ncluve en esla secadn.
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Figura 13. E=tructura de la bleomizina (BLM )

La citotoxicidad de la bleomicina esta asociadz a2l dafic
producide al ADN por ruptura cadatva en prezencia de hierc
(tambuwen es actva con cobre), (3 v agertes reductores | a especte
activa se genera cuandc la oleomicing coordinada a meta
intaracida con el oxigano melecu ar y este dltimo ccupa 3 pesicor
de coordinacion vacane del metal Lina vez formada esta especie
se produce un dafc oxidatvo en el ADN gus siemprs invalucra la
eliminacion del hidrogeno da C-4° de la unidad desoximbosa por las
especies redclivas de2 oxigeno generadas por & compueslo. Z
prnczipal s de corte an & ADM generado per el compussto a2 o
nuclkedsido pirimidinico de Iz secusncia 3-G2yr-3

La cantidad de cortes producidos sobre la doble hilice del ADM
es muchc menor que loe producidos sobre la hebra sencilla, air
embargy, el curle en la duble hebra es el gue se asoua @ |
citotoxicidad del compucste 3_M Fe. Ademas del dane a ADM sc
ha encontrado gue el dano oxidatvo al ARN tamben contribuve a I3
citotowicidad dal compuestc as' como su cspacdad en s

hpaperoxidacion de lipidos.
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La estruciura dnica v la gran capacidad para dafar el ADN
cuardo se encuentra en la forma BLM-Fe han hecho que distintos
grupos lo hayar estudiado durante los ultimes 40 afios [25,26], sin
embargo aun con toda esta investigacon zlrededor de ELM, no se
han resuseto completamentz algunos puntos clave como 13
verdadera especie activa de DLM, la unon y €l reconocimente al

ADNN v &l macanisma da [a niphra de la doble hélics

4.3 Compuestos quelatantes de hiermo

Una estrategia que se ha empleado recentemente para el
tratamiento del cancer ez el de privar a lzs células tumorales del
hierro quz les es necasano para su desarollo. Muchoes estudics han
demmosbiade gue las celuas lumorales son muchio mas sensibles a
la pnvacion de hierro que las calulas nomales daco que muchas
proteinas que contienen Fe realizan funciones clave en el
mielabolismo enzigeice y en B sinlesis de ADN. De hecho, el paso
limitante en |z sindesis de ADN esia catalizado por una snzima qus
contiene hierro, la nbonucledtide reductasa. Ademas de ello, se ha
enliicado gue las celulas lwinorales poseen allos mveles de
rbonuclectide reductasa y del receptor de transfarnna ' (TFR1) para
faciltar la rapida reproduccior que caracteriza a este tipo de
celubas.

Los compuestos quelatantes de Fe de tipo dipncilestona
icsemcarbazona (HDpT) han mostrado una polernte actvidad
antitumoral ademas dc sclectiva en ensayes in vitra ¢ in vive [27].
Empleando modelos de fumor humano xznotransplantado en raton
se encontrd que la dipiridilcetona 4 4-dimetil-3-tiosemicarbazona
(HDpd44mT) con dos= de 0.4 0.75 mgMg inhibia ¢l crecimizcnto del
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tumeor sin inducir la diaminucion de Fe en todo el cuepo como
succde con ofros gquclatantes de Fe como la desfomoxamina
(DFO).

La generacion dz unz especie redox nirzcelulzar que puede
ongnar espaecies reactvas de oxigeno es el mecanismo de accion
sugendn para la etotoxicidad mnstrada por estos eompuestos |1 a
citofodicidad asi como a2 actvidad  redor pued= modilarse
rndificandn Ins snsthiyentes del andlo zremaficn como sucsce con
los compuestos de las familias 2-benzeilpindintiosemicarbazona
(HBpT) v 2-(3-mitrobenzail)-pndin-iosemicarbazona  (HNBpT).
Ambas famlias cuentan con 2l mismo fipo de atomos donadorzs (N.
N, 5) v forman compuesios de coordinacion en unzs proporcion 21
ligandn metal Ambas famiias presentan [Cgp entre 0 002 v 4 66 pM
al tratar células de neuroepitelioma SK-N-MC: en fodos los casos
los dervados de astas familias presentan una mayor actividad que

sus homdlogos de la familia HDpT.

3. Cobre

Une gren vanedad de comouestos d= ccbre 3e han probade en
modclos in vitre ¢ ' vivo. Entre las pimecras aporlacioncs se
encucnira ol compucsto [Cul(dimctigloxma),] (figura 14) que
mostrd una bucra actvidad en lincas tumerales munnas como cl
tumer ascitico de Ehrlich y lz linea S130, sin embargo, las pruebas
i vivie resultsron desalertadoras. Entre 1955 y 1968 varos estudios
i wie e m wvwo empleande el compuesto [Cu(3-
slonoxbutiradehido-biz(icsemicarbazonal]  tambien  conooido
como [Cu(KTS)] (fgura 14) mestraban su buena actwdad

citotoxiea v lo nostulaban come un excelente candidato para

9
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alcanzar la fase climea 28] Se propuso que el compuesto mhihia A
biozintesis de ADN por la disminucion en la fomracion ce
nucledtidas de pinmidina. Aungue no sz continuaror bos estudios
con [Cu(KT3);], esta aponacion fue preambulo para la investigacicn

de eomrpuestnos de eobre con finsemicarthazonas (TSC) een

actvidad antincoplasica

llay dos puntos imporlantzs a wratar =lacionados con los
compuestos de Culll) con TSC, uno es B baja solublidad que
presentzn s eomrpuestos en aguz v el sequndn, 3 altz oecidad
que presenian 2n madoles i vive. La solubiicad de los compuestos
se incrementa 100 veces caande & grupo 2pndina de las TCS
clasicas es reemplazado por el grupo 1.2-C12Zina. perc con ura
dieminueion en la citotexicidad en un factor de 0. Sin embarge, si
se reemplara el grupo amine terminal e amine secundane por un
QIupo 4mine leraanio, s2 ncemnenld ma cadamente o cilooxicidad
de los compuestos v se mantene unzg buena solubnlidad en agua.
Los hallazogos antenores llevaron 3 a3 sintesie ¢ evaluzcion ce
derivados de TSC con un grupo N™-aza [322] nonano bicico
manteniendo el grupo 1.2-diazina, Los ligendos Dor i mismos
presentan una actvidad ctotéwca mporante con 105, de 0011-
222 uM en células de adenocarcinoma de colon HT-29, mieniras
que los compuestos d=2 coordnacion de cobre muestran un
incremeantn en la citntomeidad en oun facker de 3 en bz misma linea
celular con ICp de 0.004-1.51 pM. Las estructuras generzles ce

eslus compueslos se presenlan en ka hgua 14
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Figura 14. Compliesins de enhre cnn artvadad antimmroral, de
izquerca & derecha: 'Culdimetlghoxima):], [CulKTS):] v les

denvados de tiosemicarbazona con N*-aza[3.2.2 Jnonancbiciclo.

Otros compucstos de cobre gue han mostrade actvidad
citotdxica son aquellos que tienen basas de Schiff en su esfera ce
coordinacion. Madhye y 3u grupe emplearon bases de Schfl
denvadas de l2 mmesubda v evaluarnon su acthvidad citolosca en las
lineas de tumor de pancreas OxPC-3 (cicloomgenasa -2{COX-2)
positiva) y MiaPaCa (CDOX-2 negabvz) mesfrando una gran
capdcidad paa nhibn el cecmento celula con valores de 155, Je
3 26 uM para la linca 3xPC 3 y 5 9 uM para la linca MaPaCa, ura
efectradad mucho mayor que la reporfada para la nmesinida, para
la cuzl se bene ura 1Csp de 35 oM s | linea gue expresa COX-2
y = 100 pM pzra agucla que no cxpresa csta profcina. El
mecanizmo propuesio para explicar [3 actividad bioldgica de los
compuestes involucra la inhbicion de VECF (siglas en inglés para
tartor de crecimientn vasculn-endot=2hzl) asi como la desreguilacion
de2 las proleings anli-apoplolcas Bol-2 y BokXL. Los compuesios ce
Culll) eon la base de Schff obtenida con denvados de isatina,
sinlelradus pur el yrupy de Cerclimo [29] presentan eguilionos
celo-eno y una alta establidad. Los cerivacos ce izatina con 1,3-

diaminopropano v 2-(2-aminoetd) pindina inducen anoptosis a raveés

1
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de kb via mitccondnsl con mecansmes  dependiontes e
independizntes de pE£3, presentando una comelacion de Induccion
de apoptcais con la canidad de cobre asmiado por la celula Dor
elln s sgere que asns compiiestng son capacas rz transporar al
cobre al mernor ce la célula con a consecuerte produccion de
cspecies rcactivas de oxigeno. Por otme lade, concidcrando |z
estnictura ce eslos comrpusstos, podrian comporarse  oomo
cationes lipoflices deslocalzades, cuye blance prncpa es la
mitccondna. La estruciura de estos compuesios =2 muestra en |z
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Figura 15. Fsinichira de rompuesios de cobre con hases da Shifl,

d) derrvadus de nimesulida, b) v o) denvados de salina.

F estudin ce Ins cenvadons midazahees comenza con la gran
actividad qu= presertabz & compuesto  fens-bis{acetato)
bis{midazal) Cu(ll) (igura 16) franta 3 la linea de melaroma munnz
Blb. Saczewski v colaboradcres prepararon ligandcs bidentados
denivados de Dbencimdazel, 2-(4 5-dihidro-1H-midazol-2-1-1H-
bencimidazol itigura 16) con una muy potente acivdac fipo SO0
con una 1Cs, de 0.09 uM comparable con las concentraciones mas

bajas de compuestos mimslicos Cu,Zn-300 de bajpe oesc
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maolecular. Al evaluar su potencal ctotoxico trente a siete difierartes
lineas tumorales humanas mosirg una actividad inhibitoria de [a
profiferacion moverada. siendo la linea lurmoal de higado A-427 la

mas sensible a este compuesto conuna IC5 entre 4.76 y 1012 M.
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Figura 15. Compucstes de ccordinacion de cobre con denvades

imidazal v benzimidazal.

Denvados de  {2<clorobenclamino)punna v G-{3-
clerobencilaminojpurina  (figura 16) descntes por Travnyeck vy
colaboradores fusron probados frente a difsrentez ineas celulares
humanas momn melaroma GAR1, sammoma ostrogenico HOS v
aderocarcinoma de mama MCF-7. en los cuales los ligandos
presentasan actividad que se incremertaba cuando se formaba el
compuestos de coordinacidn dz ccbre (I1), aungue Iz citotoxicidad

era rezlmente moderada con [Csg entr2 20 y 83 uM.

Zhou vy cclaboradores descnbieron que el compuesio
[Cu(pher )"t donda phen es 1,10-fenantrolina (figura 17), induce
apoptesis 2n ka fase 1 del ciclo celular en la linea celilar de
carcinoma de higado Bel-7402. Cail v su grupo demostraron cue |a
via apoptotica de las células Bel-7402 traadas con [Cu{phen ]’
pusce ser iniciada por el exceso de cobre dentro de las células
transportado por el hgando hpcfilco fenanirolina. Ol compuesto

puccc partcisar también como catalizador de rcacciones redox quc
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producen especies reachvas de oxigeno y disminuyen la relacion
G3ll [ G35G exsterte en la c2lula. Cste mismo compuesto
prasenta una gran actividad citotdxica frente a las Iineas tumcrales
humanas de leucemriz HLBO v estomacal SGL-M901 con una
inhibicion mayor al $0%.

e B A K -t Tf”"*.]
T e <
*,:j "‘{f ,1;3"' “‘?I e fiir.“a'

e - .\__'l

[Cxphen*2 [C& cp=e pheni [Zu bl

Figura 17. Compuesios de cobre con ferantrolina con activicad

anttumoral.

FPalanandiavar vy su gmupo han =zirtetizado una sene de
compuesios de Cu(ll] von hgandos bidenlados que nicluyzn phen,
bipy (2,2 -bipindna) v dpq (dipinde-[3 2-d 2", 3 -fl-quinoxal na) (figura
1/). Los compuestos de dpg v ohen estan imwvolucrados er una
intercalacién parcizl con e surco menor ce ADN. Tocos los
compuesios reampan el ADN en presencia de acido ascorbico como
agent= reducter. Uno de los compuesios sintetizacos por este grupo
[Cufldpy(rnp)]CI0y presenla larlo una pubne union a ADN curmo
una poore actividad nuceasa sin embargo, oresenta la actividad
antifumoral mas alta trente a la linea tumcral MET8U (carcincma
epidemoide cenvical) incliso eomparado cen el osplatinn v la
miterricina © gque zen los medicamantos que se emplean an sl

tratamientc de est= ipo de cancer.
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Otos compuastos mixtos de cobra(ll) que mvoucran s las
dirmnas fenartroiiras y  bipndinas v igandos  adentados
homodonacores o donacores mivtns han sdo reqistradns
patentados bajp el rombre de Casopeinas™ [30,31]. Esios
compuestos presentan fomulas generzles [CulMN-MN-OINCG: v
[CulN-N){D-O)NO; dond= N-N = fenartrolinas (phen) o bipindinas
byl que pueden estar susthdas o nop N-O) = e-aminnacidato o
pephdos v C-0 = acetlacetonato (acac) o =sabcilaldehidate [salal)
(kigura 18) | as avaluacinnes realizadas an mod=ins i vt e n
vi/o muestran que los  compuestos pressntan  actvidad
antip-cliferativa, ciloldxica, genctdxica v antiumoral [32.33]). De
acucrdo a ectudios cuanttativos do corrclacion estructura actividad,
la presencia del anillc central de la ‘enantralina es ur factor
impotante en 2l incremerto de (a actridad antiproliferativa respactn
a los compuestos con bipindina en su estructura, asi misma, exste
una relacion importante antre A g v &l potencial redox de ins
compuestos de  coordinacicn, siendo mas  actives  aquellos
rompiestns que son newdantes mas dehiles Fnoel mismo traban
tambien se pude conatztar que la influencia del ligande 3ecundano
fiene una menor influenciz en B actividad biologica que una

modificacion cn ol igando dimina

Aungque e mecansmo de acddn no ha sido elucidado
completamente, ocuste evideneia que sugiete que csios compucsios
s0N capaces de inducir maere celuar de manera dosis dependignte
induciende spoptosis en drerentes modelos tumerales humanos
como Teduleblastomsz, | ICT-1L v ghoma C5 munno. La apopiosis
sf  resencadzana  nvolucrandn mecansmos  fdependientas e
independizntzs de ‘a actvacion de caspasas que puecen ser

resuliadn de  dwersas sshalracionss que hensn comn
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consecusncia |z musrts colular pregramads. Estias seiiales pusder
sar mediadas por a generacidn de especies reactivas dz cxigeno,
por el dafio miocoencna o por ambos procesos, aciuande de

marera ndzpandiente n cnaperatvamente
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Figura 18, Estructuras genera ez de la tamilia de compuestos
Casiooendgs. Lus hgardos dimina pusden eslar susbiludos con
grupos clectrodoradores o electroatractores. El igando bidentado

(300 rambien puede sa- zalicilaldehidatn

Por ofra parte, en alguroe estudios =z ha obsarvado que Iz
inhibizidn de la oraliferacion v la degracacion cel ADN en presencis
de agertes reduciores se presentan de manera simultan=a z |z
generacion de especies reacivas de oxigena. Sz ha observado
hpoperoxdaconr v urd dismiowcion de GSH despues de &
administraccn de Casiopcinas. Loz efectos andes  doscrtos
sugieren que |3 oxidacior de ACN y ctros component2s c2luares
puede ser la sefial que desencadene el preceso apoptotco.
lambien exista la nosihiided de que =stos compuestos nteractier
directamenie con el ADN nuclear o mitocondrial & traves de
interacciones de intercalacion o semi ntercalacion a fraves de |z
parte plana que e oonfiera el ligandn dimina Como 23 pos ble
abservar, los blancos celdares pusden szr ofros ademas de |z

mitccondnz o el ADM.
6
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Dentrc de los derivados de fenantrolina se han estudiado
compuestos  dinuclzarzs. Reciertemente & grupo de Deveraax
repoile ko soless del compuesio [Cus(e-oda ) phen) JICIOy ), dunde
H.cda = acudo octancdicico [3]. La actvidsd citoléxca de este
compuesio  alcanesd valores de [Dgp de2l oden nanomoka y
picominlar desplas de Y5 horas de exposicion en lineas tumoralas
humanas en estadics pregresivos de cancer colo-rectal HT29,
SW4a0 y SWe2D, con la ventaja adicional de la alta sclubilidad &n

agua

b. Zinc

Los compuestcs de Zn con ligandos 1-hidroxipmidin-2-tiona
inhizen 2l crecimiento tumoral de celulas de las Ineas de higade
AS49 y de orostata PGS en modelos xenofransplantades er ratén
Los perfiles de expresion genica de culivos de A4S tratados con
ectos comrpuestos revelar achivacicn de vias de respucstia a cstras
bajo el conbrol del facknr de bansaipeon dependiente de melal 1
(MTF-1), facior de franscnpeion induchle a hipexa 1 (HF-1) v

factores de ranscapadn por chogue termico.

Hemientemente, el gnipn de Wang [4h] ha reportadn un
compueste de coormdinacion de zine con el ligande
terraazamacrociclo  3.6.9,15-tetraazabiciclo[9. 3.1)pznadeca-1(15)
11, 13+4neno-3,E 9-inmetinaftsleno, cuya estructura so muestrz an
[ Mgura 19 vue presenls ung muy busng dclividad aloldxica en la
lireas tumoralzs humanas Hela {(csrax), MCF-T (mama) y MCI-
H157 (pulmon) con valoes de Gy de 67 48 v 7.0 1M

rezpectivamente. Se propone que & dafio en la celula es provocado
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por a ruptura d=l ADMN a traves de un mecanismo hidrolitico
induciendo la muerte par apoptosis [4b).

AN elaYs
= Y
st L\J«EJ -
| O

Figura 19. Macmeiclo de Zn (Il) eon actividad antiiimioeal

ELEMENTOS DE LA SEGUNDA Y TERCERA SERIE DE
TRANSICION

f. Rutenlc
7.1 Caracieristicas de los complejos de rutenlo

Lus compuesios de Ru(ll} y Ru(lll) se corsideran busgnos
candidalos parz 2l disefo de [Amecos alilumoales por vanos

maotivos:

* La geomefria octa2edrica tipica del ign ruteno, en ambos estados
de oidacion, ampla lcs modos de union a otras pozbles dianas
terapeuticas respecto a la geometriz plano cuadrada del Fi(ll1). Por
otro lade, al igual que este, el rutenio presenta buena afiridad por
higandos ntrmoenadns v sulfurades Fnoon sktema bioldgien, solo la

presencia de agenles reductores coma ghitabdr, asenrhato o de

E3i
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clertas oroteinas, pusden raducir el Ru(lll), mientras que el oxigeno
molecular o la citocromo oxidasa oxidan facilmene el Ru(ll). Las
especes de Ru(ll) unicamante pamanacen inertes a la cadacion
del aire en presencia de buenos igandos m-acepiores en la esfzra
ce coordinacion del metsl. Ello hace que el patencial redox de lcs
compuestos de rutenio tambieén pueda ser explotado para mejorar

su eficacia en tejidos hipdxicos o er ambientes recuckores.

* La cmdtica de intercambio de ligandos en les complajos de nutenio
(Ml y W) es similar a la de los complejos de PYll), sendo los
compleos dz HWl) genszramenie mas nertes a la susttucon de
ligandos que las comespondientes especies de Rulll). Lss
regeciones  de  mlercambne  de  lgandos  son oun impor aEnke
reterminante de 1a actnacad hinlogica, al estar  direcfamenta
rzlacioradas con la cstabildad del complzjo vy con les procoses do

scivacion, dessclivacion y deloxilicacion del @insco.

* La kabilidad col rutenio de aciuar comeo mimétice del hierro cn b
unidn 2 moléculas biol3gicas tales como |as protzinas del susmo
(albdmina y fransfermna) contrboye a la reduccion de los niveles de
toicidad de los farmacos de rutemio. Estas dos proteinas son
utilizadas por los mamiferos para solubilizar fransporas v eliminar
ctroe metales como el hiemo. La fransfermna  nomalmrente
transporta el Fe{lll) en la sangre, pero solo 13 esta ocupada per
dicho metal. por lo que hay vacantes disponibles para la union a
Ru(lll’. E= irterzsanie destacar que laz células tumorales, al
ruliplicarse rapicamente, presentan una demanda de hiermo
supenor a las celulas sanas. por lo cue multiplican &l nimero de
raceplores de transfernna en la superfizis celular con el fin do

secuesirar mas hienro.
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7.2 Comple]os de nnenlo antitumorales

Clarge tie el prmern que descithng en les anns £l que
algurnos complejes de Ru(lll) possian propizdades anttumoraes.
Las prnmeras nvestgaciones llevaron a persar que la dianz
biolégica de estos compuestos era también e ADM. Sin embargo,
las prucbas de las fzses clinices no llegaron a culminar
sabistactonamente debido 3 las propiecades mutagenicas de estos
compuesios v & ld faaldad de sostlucion de os lgandos gue Baciz

muy versstiles las uniones a las bases del ADN [37].

Ol complega de Rulllll llamade NAMI-A,  (Iml )[trans-
RuCL{DMSC-Si(im)], (Im=imidazol, DMSO-S=dimetilcufoxdo
enldeade oo el dome de 3) es el promer compues.e anliluimoral de
rulcnio que ha complotedo sabsfactonameonte las prucbas clinizas
en Fasza | (Figura 20).

{.::_13"1.._5 " &
Clh | e N
-:r‘"'lm"‘ Cl

Y

Figura 20 NAMI A primer compuesto de Ru(lll) en astidins

clinicos.
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Hremanta 1na notable actwidad confra vetasizss de pulion
dz tumores sdidos pero es neficaz en |a reduccion de tumores
pnmanos. Los compuestos con estructurz sirilar (ImH)| frans-
RuCly{Im)s], KF41D, y el analogoe d= indazel, KP1013, sor farmacos
premetederes en el tratamientc de cancer de colon, sern sin
embaigo. no presenlan aclhvidad arlnelaslalica. A pesa de la
relevancia farmacoogica de estos compuaestos no se ha podido
justificar hasta ahora la notsble diferencia de su actividad Se han
estudiado los posibles pocascs de hidrelieis de los compuesios
MNAMI-A v KP4 78 en ambos estados dz oxidacion Ru(ll) v Rufl'l). La
reslidad =5 gue af NAMI-A conduce a una sete de reaccionas da
intercambio dz ligandos en & medio fisiodgico que complica mucho
el estudio.

Se estudia la unidn A [As amfeinas llamadas integrinas,
locahzadas en la membrana celular gue son la dizna probable ded
NAMIA v que desencadenan el proresn ce acthadad
anficancerigena [28]. Se ha comprebado le poaibildad d=
irteraccion sfectva del MAMIA con las ntegrinas, proteinas que
presenlaEn ung cadena peolidice adecuadd pard enlazan & complejo
dz Ru

7.3 Areno complejos da Ru(ll)

Los complojes organometalcos de Rulll), de cstructura gencral
[(nG-areno)Ru(X)(Y)(Z)] (Figura 21), scn una famiia de complejos
dz gran cstabiidad quimica y versatlidad sindéhiea, que ofrece un
ampio espectro de posibilidades =2n el diseno de biosensores,

agentes fcrapéuticos y de diagnosis del canecr.
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Figuiar 21, Extructura de s currpoestos onganon elalioos de
rutermio(ll) con potzncial actvidad anttumoral.

Loe arenc complejos de Ru{ll] adeplan una esfruciura pseudo-
gctaedrca en la que el ligando areno ecupa tres de las posiciones
de coordinacidn posibles v 2stabiliza el estado de oxidacion (+2) del
wn nitanio, miertras que krs fres estantes son ocupadas por on
ligando que actuasa como grupo sabente (£), y por des ligandos
motodentados (X)) o uno bidentado (X-Y), formando lo que se
denomina una estructura de banquets de piano (piano sioof) [39]. A
traves del dAmenn racional de Ins lgancns &= posible controlar
ademas de |a estructurs global de los complajos, las caractersticas

cnéticaz y termodinamicas del aistema.

74 Nisero de arenn complejos de Rulll): Fleceion de Ins

ligandos y relacion estructura actividad

El hyzrdo aeno se coording al alemo mekEko de ukemo
como n°-dadoer y m-aceptor, conirendc estabiidad al estado de
omidacion (). Su naturaleza apolar proporciona wna  cara
hidrofdbica que puede faclitar el transporte del complep a través de
la memorana celular, contribuyendo a2s' a k& citplodicidad del
complejo.

Se ha observado, ademas, un incrementa de la actwdad

biolégice en complejos con ligandos areno que contiener dos o mas

a
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anillos aromaticos capaces de intercalarse entre los pares dz bases
el ANN No nhsrante, 1n exeesin mimern de anllos pede afectar
a otras propicdades impotartes come la solubilidad o lz capaadad
de interaccion con profeinas, por le gue este aspecto debe
modularse junto al resta de ligardos. E ligando areno tambén esta
relaconado con la resistencia frente al farmaco, va que se ha
comprobade que los complgjes formedos por un dneo anille
aromalico son elimirades mas rapidament= que los que tenen dos
0 res anillos. Por cotra parte, todos ellos son expulsadcs por
masansmns ofersntes a los de reparaciHin por escosion de
nucledidos habituales de los complejos de olatino, lo que pena de
maniiesio as difzrencias en leas modos de actuascion ce los
complejos de rutenio frente a los dz platino

| a naturalera del gipn saliende s ot aspecio mportante
debido 3 su imol cacicn an los procesos de actvaadn. En genaral,
se conaidera que los areno complejos d= Ruill) son estables y no
presentan actividad biclégica hasta gue son activados mediante
algun proceso fisico-quaimico v, por esle motvo, tamben son
corsiderades pro-farmacos. En esle senftido, la activacion de
complejos de formula general [(nG-areno)Ru(X)Y)Z)] donde Z es
un grupo saliente proclive a la sustitucion, tiene lugar a raves de la
hidrohsis del enlace Hu-£. de manera similar a lo que ocume &l
cieplating, generandose una posicion vacante para la coordinacion a
biomolaculas. La wvelocidad de hidrclizis guarda una estrecha
relacdn con sy actividad anlibumoal, sizndo generalmenle maya
en complejos con ligando labiles como cloruros v nula en aguelios
gque no son capaces de dar este tipe de procesoz come, por
ejemzlo, pndinas.

Lia nalinalesa (eslenc y electdnica) y las propiedades de los
omros ligandos presentes tambian influyen sobre |3 estabilidad global

a
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del complzp v solie B capacidad de modular s propiedades
elecironicss del cantro metslizo. Asi, |a incorporacion de higandos
bdentados quelalos en s estiuchurz de los compejos con‘iens i
mayoer estabiidad 3 Iz molecula y permite confrolar I3 cinetica da
hidrélisis de gripo saliente.

La cleceion de los ligandos coordinantes, ol grusoe saliende y ¢l
areno, determina |2 carga global del complejo, que es otro factor
impertante en el disefio y en la prediceion de les propiedades v el
comportamiento 21 e madio fisinlogico d= estos compuestos. 52 ha
postulade gque o3 compuestos con carga positiva, pueden ser
atraidos =lectrostaticameante hacia los grupos fosfato negativos del
ADN, le que incramentaria su afinidad por dicha molecula.

Asi pues, [ estructura de banqueta de piaro en este tipo da
complejos organometalicos ofrece una gran versatilidad en el
digzfio de nuevas maléculaz, ya que pequenas modificacianes en el
tamaro o en la naturaleza de los susttuyentes del arene o de los
hgandos XY Z, permiten modular propiadades farmacocnélicas
relevanles como la acumulacion ¢ dishr bucion celular del complejo,
|z interaceion con biomolaculas, los efectos sscundanes v los
mecanismos de detoxificacidn. De esta manera los  areno
complejos de Ru(ll) s¢ har converido en la familia mas numcresa
dez compuestos de rutenic con actividad anttumora, con resultados
muy promctedorcs, 1 @ve ¢ n vire, on un amplio cspectro do
fumorzs, incluyezndo cancerss resistenies al tratamienio con
cisplating.

La mayor pane de estos complkejos fueron desamcllados, en
su Iricle, por loa grupes de invesligacon del Mrof. Dyaon y del Pro”.
madles v achiamente represenfan dos de as tariias prncipales dea
areno complejoz de [Rull) con aciridad antitumoral (TRu-RAPTA y
[(nb-Aarenn)Hu(en )X |, respeciivamente ) [40-4)

i1
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Come sa pueds obsarvar en Ia figura 22, ambas familias
tienen caracteristicas comunes (@renc Y gQrupo saiente) perc
presentan diferencias significatvas en la naturaleza del resto de
hgandes (damina quelanta vs tostna cichiea) | a taruia HAF 1A s&
caracteriza por el ligando moncdentado PTA (1.3 -nara-7-
fosfainciclo[3.2.1 1]cccano), una fosfina ciclica faal de funcionalizar,
relativamente compaclia vy poco  impedids  eslericaments,
considerada covo la responaable apsrentz de la selectwvidad de
esta tarilia de compuestos, a fraves de ur mecanismo dependents
ded pH, haay celulas cancerigeras v no hacia celulas sands -ve que
las pnmeras exhiben, gene~almentz, un pH mas bao debide =

alteracionas 2n su metabalismo.
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Figura 22. a) Oifcrentes hgandos areno de complejos de Ru(ll) tipo
|inb-arzna )=l en)l]; b)) Complejo ipo [(nt-arenoHu XY )], con

XY sezllacelonzlo, o) Aluunos spmphos de complejos de Roill) de

la familia RAPTA.
5

D{:}

293



La segunda familia mendonada incorpora unm ligando
bidentade quelarte corstituide en su micie por uns diamina, que
permite contrclar las caracteristicas cinéticas y la actividad biclégica
ce los complejos. Desde los inicios de 2stas investigaciones hasia
la actualidad, s= han desarrolade una gran vanedad de denvados
cuye esludio exdaustivo ha penmilide eslablecer, en algunos casus,
LA certa relamnn astnichira acmadad

Mzi, por cjemplo, la prezencia de un ligando bidertade X Y
pusde ayudar @ conolar la estabildad v @ onelica de nlercanbo
e Igandns, mentras que @ natrzlera dal arenn poede mejoar el
proceso de recenocimicnito meolecular ¢ el fransperie a fravés de b
membrana celular. Guande el ligando guelato es efilendiamina v el
grupo saliente es cloruro, la aclividad citotoxica frerte a células
AZ730 de caéncer de ovanc mejera al sumentar el tamafio dzl areno
coordinade. Mo cbstante, 2l reemplazar dicho ligando quelarte por
un higanco snidnico C, O-quelato bipo acelilacetonato la cinstica de
hidrol=is se incrementa significabivamente

For otro lado, la susttucion del quelarte por dos ligandcs
monodentados relativamente |abiles, llava a |z obencion da
complejos d= menor citotoxicidad, especialmente con acetonitnlo e
isonicotinamida coma ligandos. Los valores de Wosn obtenidcs
superan on mas de 10 veces el valor cbtendo para el complejo con
etilendiamina, probablemente debido a su alla reactvidad, que
impide que el comolejo permanezca inalterado antes de llegar a la
dizna. Al iguzl que en &l caso de cigplatno, en compuestos eon
tloruro comw igende &Ebil, la ididisis a pH Isiologice (pH 7.4) se
procuce con una cnetca dependiente de |2 concertracion de iones
cleruro del medio (Figura 23).
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Figura 23. Mecarismo de activacion de areno complejos de Ru(ll)

por hidrclisis ce enlace NMu-2

1.5 Mecanismos de acluacion

De esta manera, en el interior dz 1as celulas. ([Cl] - 22.7 mi
citoplzsma, 4 mM 1cleo) se produara a activacicn del complejo v
la formazcion de las especes hidrolzadas (Ru-HQ0H) que pueden
coordinarse a biomoldculas como el ADN, e ARMN o proteinss.
Como ya 3e ha comentado, la actrvidad citotoxica de arenc
conmplzjos de k& fammla RAPTA depends Jd pH. En un micio se
consicderd que la activacion del complejo transcurrlz a parir de |z
protonacion del ligando PTA & valores de pH proximos a los ce
medio hswologico; sin embargo, estudics postenores relzconados
con la dependencia del oH 2n 3 union 2l ADN, han revelado que |z
activazien cc complejo depandz de la hidroliss del enlace Ru Cl.

De la mizma mportancia que la velocidad de hidrblisis, es e
pka de |z molecula d= agua coordinada a |z espece achivada, yz
gue delenminin silas especies gcivas conbenen la ko mas o
(Fu-H;2) o la sspecie hidroxo menos sctiva (Fu-UH). Los valores
de pKa en |@ mayoria de los areno complejos de Hu 52 encuentrar
alrededor de B, nor lo que a pH ~7 predominan las especies Rii-
H-Cv. En cuanto a su mecanismo d2 accion, los areno compejpos de
ruicnie{l}) han sdo disciiades baje la hipolesis casica quc

considera €l ADN como su diana prncapal, halvéndose demostrado
a7
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la tormarian de aductos oo modzing de AN de cadena sencilla v
doble, que muestran una ‘uerte preferencia por el N7 d= las
guaninas. Sin embargeo, estcs complejos, ofrecen un modo de
intersccion con la doble nelice de ADN mas elsborads que la simple
coondin=cin d las bases, siendu habilugl la conbiibuadcn de olro lipo
de mieracciones como la intercalacion del areno entre los pares de
bases o la formacion de enlaces de hidrégeno entre alguno de los
hgandns y el AN, pudiendn esta Oifima confmbir a 13 que [a onan
sclechive a las nucleobases. Por cjomple, en el casoe de complejos
[(nE-ar=nc)Ru(zn X CI]. |areno bifenilo, dihidroantracena,
te'rahidroartrazeno, bencanc o p-cimeno), se ha cheervado cus la
union al ACN combina la coordinacion preferente a N7 con
interscciones hidrofobicas no covaentes entre 2 areno v el ADN,
que incluyen la infercalazin [ro en el caso del p<imeo) v la unidn

al surco mayor (Figura 4.

A B

H, i'H J H'. |I'H
p-‘g M R o) .
=i ) i repulcicn

H:H...'_'.p— eniace \H‘I-.EEI:T - ;-i-':'-leiuH %‘
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Y T .
"glﬁim hi T"’J
Fu-HTE] Re-rT 181 Ra-kdyhs

Figura 24_A) Interaccion de enlace de hidrogeno entre 2l grupo
Nl |; de la etilendiamina y e oxigeno =xccicico de la guanina; B
Hepulsinn antre el grupn NHz del igandn v los gnipos aminn de

adenina.

La solectivicad hacia & N7 de la guanins parsce deborse sl
giupe NHs del igando guslalo, 21 cual [ime erlaces de hdrdgenoe
con el oxigeno del grupo carbonilo de dicha nudeobase, mientras

4
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que ez repelido por los grupos aTine execiclicos de las ofras
nucleobases. P.J. 3adler ha estudiado |as relacicnes estructurs
actvidad d= estcs compuestos [43]. Asi, al susttur & ligando H-
dadnr ehlendiamina por el H-aceptor acehtareinnatn, 13 selectiadan
hacia las nuclecbas=s cambie, observandose la union prefersnte 2
adenmnas a traves de los N1y N7

Sin embargo. 2l ADN no es [a unica diana ni la cetermiranie
en todes los cases de |a acividad de los arenc complejos de [u(ll)
e ha descnic la unicn de areno complejos ce Hu(ll) apo HRAHIA 2
erernEs rvolucrados en la progesion (Uoredona reducldsa y
catepeina B) y desamelo (glutation S-ransferaza) dsl cancer
inhibizndc su funcidn mediante |2 unidn especifca cel complejo er
los residucs de cisteina o selenocisieing del centro active del
enzima [44].

Aurmque lodavia hay pucos compueslos de rulemo en lase
clinica, la i1nwvestgacion basca csta avarzande mucho y los
resultados realizados in wiro e in vivo en distinias lineas caluares
tumorales dan resultados opbmeos que hacen p2nsar en que en e
futurc b curcterapia con compusstos de nuterio cueda desp azar
a la del platino por la menor incidencia =n los orcanismcs con
cfectes scoundaros menos agresivos quc los de los compucstos de
platinn For ofra pate, sk confindan investiganndn ins  distirtos
blarcos de actuacion de los complejes de nutenic, tanto ambos
acidos nucléicos ADN v ARN como muchas proleinas presentes er
la sargre, bansfzirne albanma, oomo diversos eneimess o
protcinas mvolucradas cn el ciclo coular. El volumen do articules
snbre complesins de niterio con potential actvdad antfumaoral
sUs mecanismos d= aciuacion ha aumentado espectacularmente en

les ulimos cinco anos.

Lo
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3. Paladio

Los procesos de hidrdlisis e intercambio de ligandos en los
complejos plano cuadrados de Po(ll) son 107 veces mas rapides
gue s oxrespordientes de PUI. Esla es la causa de gue los
compuestos ce paladia sean mucho mas wowicos y con una
actividad anttumoral mas baja que el csplating. Csla propiedad de
Ins compleps de paladio es impide alcanFar Ins hlancns hinibgicns,
como el ADN, ya gue reaccionan pre‘erentemente con otras
hinmalertlas del nrganimmn o cial /s fambién A cansa oe si alita
towicidad. Mo obstante, alguncs ligandos S- y M- dadorzs han dado
resuliados diferentes. Das v Livingstone [45] habian propuesio que
loz=  ligandos  quelantes S N-  podrian  presentar achividades
anlilumorales. A veces bay un eleclo simégico con el cenbio
metalico ce Pd(ll)

8.1 Liganmdos S-dadores
Ligandos Twosemicarbazonas

Ura sene de moleculas con atcmes de S5 dadores come las
hosemicarharonas v ofrms igandos se han uhlizado para abtzner
complejos de Pdill) con prepiedades antiturrorales. Se presentan

na sana fde igandns enn esfas caractanishras er 13 hgura h
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Flgura 23. Ligancos v complejes S-dadores de Paladio(ll).

Otraz ligandos con atomos de S- dadores

El pnmeor complgge de Pd(ll) active frenic al carcincma
cpidémico de nasofannge humano fuc of de la forma anionica dz a
basc de Schif do acctona de € mchidibocarbazate (ssme) ce
formule [Pd{asmcz),]. Este comglgo y [Pd{asbz),] donde asbz o5 a
forma amionica de la base de Schiff de S-benciditiocarbazato 3cn
activos frente a células de leucemia linfoplastca con valores de 1G5
dz 25y 29 uM respectivamenle, siendo imporlante observar gue
b conespondientes comolepes de PUI son machvos renke a las

mismas celulas leucemicas. Complejos de Pd(ll) con lhgandos
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mixtos, dichldticcarbamato (ddtc) y higandes bidentados arematices
como 110 lenenbielng v 2.2 -biprdia son amben aclives benls
a céfulas leucemicas. Ue la misma forma compleos de Pdill) con
diiocarbamate, tomorfolina, pipendna vy morfolina, sus
comespondentes esleres meticos y los comespondizntes tluram-
disulfuros mostrarcn una intensa actvidad trente a células <3,
L1210 y P283. Lee complejos de la sene [Pd{M>H ;X)X donce X es
Cl o Br y MPI1 es C-mercaptopindina, son aclivos frente a linzas
celutares tumoralzs FI10 (Fibridoma) Fobn (carcinoma de nnon).

LeVe (carcinoma humsane de celon), Hala v 375.

Les complejos d= [dll) con ligandos mixlos cis-
didorometioning,  Z-mercaptopirimidina v Z-aminopirimiding
resutaron actvos in vito frente a lineas ceulares Hela y CHO.
Finamenie, complejoa del tipe I'd(L-L)iSR)Cl donde L-L ea una
difosfina v R5H glutation, L-cistelna o N-acetil-L-cistelna mostraron
aciradad frente a lineas celulares L7210 y CH1 (carcinoma humano
de ovano). Todes cles podrian scr susecplibles de suministrarse en
terapias combinadas con fammacos ya establecidos como el cis-
platino.

8. 2 Ligandus N-deduies
Urganopaladaios

Lee complejos ciclopaladatos de derivades de imidazolina

(Imd) [PaCly(Gel lsCl oG ENg)z] v [PACHSCL NGl L-Call5-Nako]
presentan uns actividac cilotoxica importante frente a HL-60 con
valores de Cly; infenores a los del ligando libre. La etotosacidad

mejcra al coordinarze al paladio.
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ALrmino compleios

Los complejos dimeros de Pdill) con putrescina (put)
[Pda(putiaCls] v [putHy[ldCly, y  =spermina  (soemm)
[Pdz{spermiCls] v [PACl:(sperm):][PdZL] fueron ensayados m wito
para orobar la actividad antproliferativa frente 3 las lireas czlu ares
cancerigenas MDA ME468 (cancer de mama) y HL 60 (leucemia
himana) | o enmpejes e potrescing dizsron valres de Clg

inferior=s al del cisplatino, aunque no los gue contienzn espermina.
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Figura 26. Lga wos v complejos amirados Je Pdill).

Sin  embargo, los compuestos de espermidna (sper)
[PdisoerHR)[PACl] v [(PdCL)(sper ] resullaon ser muy aclivos
frente a la linea MOA MB46E cor valorez smiares al cel cisplatine

(Figura 2€).

For ofra parle, as propiedades anttumoraes frenle =
fibroblzstoma de murno 1929, K562 {leucemiz humanz mielogena)
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y Hela de comolejo znantométczmente purc frans-2PdCL[(R)-
bunmulaminol  resullaron ser @r@logds a las del  cisplatin,

carboplating y exaliplating.

Loz complejos con ligandos mixtos [Fdidach){3-Hmetilorot]] v
[Pd{dach)5flucro-orol)] presentar  actvidad frente a  lineas
relilares de =sarmoma 130 Fs nieresante  citar que  ns
comrespondizntzs complzjos de pletine son inazlivos. Este hecho ze
explca por la lenta anghea dz a3 hidrmlsis de los complens de

paladio en este caso vy la nula hidrolisis de los de platiro.

Muches ctros complejos mixtos de Pd{ll) coen lgandos
bidentados v diverscs tpos de aminas alifalicas v aromaticas han
sido cotudiados. Alguros de cllos han dado valorss osara of Cly, dol

mismo orden ques el del cisplatiro. Hasta el presente. ningun
compueste de Nd(ll) ha alcanzado los estudics en fase clinca [46].

3. Plating
9.1 Cisplatino. Mecanismos de actuacion

E desscubnimiento de las propiedades anficancerigenas dsl

ciaplatine fue el comienzo d= una rusva =tapa en la qumiot=rapia
del marcer Al disenn de Ins farrarns procedentes de 2 quinmica
organica, se uniz enfonces el nuevo alicienie para los quimicos
inorganicos: el del diseno de compleps de platno |47, Una vez
conocido el blanco de actuacior y los mecanismoes mplicacos, el
esfusrzo == centrd en el disefio v sintesis de nuevos compuestos ce
plaling que meuaar @s propiedaces mosbadas por la sencla
mclécula neutra cis-[PtC;[MH;);]. El carboplatne fus el segunco
compuesto apobado para su usc en hospitales. Siguiendo |25

5i
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reglas estructura ez que sc esfablecieron al pnircipio del cambio ce
uno o des hgandos en la esfera de coordinacion del platine, fuercn
sustituidos los dos cloruros en posicion ofs por un §ganco
bidantado. ur acido d carboxilico, en este caso el acido cclobutaro
dicarboxilico. La ecinchiea scriz diforente pore ol mefabolito
resultanie. apto para ccordinarse al ADNM, era el mismo que para =l
ciEplatino [Figura £1).
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Figwia 27. Conpueslus de plaling anllumorales.

El meplating, que mantiens su derbidad moleculzr en 2l
torrentz sanguince debico a la elevada concentracion de ion CFF,
Hewa a la celula y abaviesa la membrarag celuka [beawdoss en =
citopiasma acuoso donds la corcentracion de U1 es inferior. Es
entonces cuande e iImplica an ura sene de equilibnos de acuacicn
(Figura 28) que onginan especes cafionicas reactivas apias para

enlazarse a compcnentes celulares que engan sitios nuclectlicos.
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Figura £4. bqunbnos de acuacion o idrohsis del cisplatino en el

citoplasma celular.

El ADN y el ARN ofreccn posiciones nuclcoflas en les N de las
gases, pincipahmenl: el NT de las guanminas. Aungue en el medio
celular hay muchas otras moleculas presentes. proteinas.
forfnlipidns de Ia mambrara, memblamentos ce cinrsmueleto o
moléeulas con grupes tiol como las metalotienainas o el glutation,
3e acepta que la diana para los complejoz de platine es el ADN. Se
calcua gque ur 1% del osolabno summisbado enlaca @ ADN
orncipalmerte a raves de los atomos de NT que estan expuestos al
medio externo en e surco pancipal y que no esian mplicados en les
onlaces do hidrogenc entre pares de bases. Les aductes del
cisplatine-ADN bifuncionales pueden ser intra o intercateratos y se
nan descritc hasta seis posioles tipos de unidn: (Fiqura 293) 1,2-
niracalenano dizps) en guaninas adyacentes de la misma cadena;

1,2-intracatenaro cfApG) en adenina v guanina adyacentes de la
36
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misms cadena; inracaterane entre punas sepaadas por una o
mas bhasss; nlercaterann oon nniones a cadenas dterentes y

entrecruzamientos proteina—ADN.

Figura 23. Modos posioles de unidn del csplatino al ACN.

La propmoadn en gue se une del modo descole en puamen lugar es
bastarte supenor a los ofres modos, aungus no pueden

s Lan se.

Les mecansmos ioguimicos que se sucaden hasts produar
la muerle celular no eslan locavia compelzmente esclaecidos. Lus
datos obtenidos an diversos estudios en diferentes lineas calulares
parecen indicar cue & cambio estructural onginado por el cisplating
en sl ADN dafiado preduce una detencicn de cicle celular en la fase
32 v er ausencia de la reparacion adecuada, se abota el proceso
da la mitcsis y =& pana en marcha un mecameme apoptotico (Figura
30).
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Figura 30. Cico celular.

Sin embarge, como cons=scuencia de las nwestgaciones
realizadas en Ins ulimns Aanns se ha prgresaco miocon en g
conocimiernle de las causas de oouele celular Las promeras
hipctesis suporian quc el ecisplatno causaba la mhibizion de |z
sintesis dzl ADN. hoy se acepta que la muene =e produce por ur
proceso apoototico. La apoptosiz 23 un proceso active de muere
celular que s2 manifiesta por la perdida de contacto ertre células, |2
condersacion v Tagmenlacon Jde la gomalng, e reconocimeniu
por celulas fagocilicas, la degradacon del ADMN, percida de
rapacidac de sintesis de pmieinas, antre niros hechns [4F] 1o que
no =& conoce todavia lien e= el mecanismo especiico que pone er
marcha @ apopicss er respuesta al dano producido en el ADN por
el csplatinu. Bl daine cawsadoe por &l cesplaine onuinz un procesu de
mucric cclular por apoptosis en el gque so implican vanas orotcinas
como la pE3 v @ familia de 13s caspasas entre otras. El gen BAX
acelera la muarte pregramada al expresar una profeina que en |z
mermbrana mitccondnal provoca la saids dal citecrome-C. Come
consecuencia, s= produce la activacidbn de la caspasa-3 que

conduce a la mueric per apootosis. Por ofra parle, ‘a proleira PIDC
2
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codificada por un gen regulado por la p53 activa una caspasa que
provoca salida del factor inductor de la apoptosis AlF (Figura 31).
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Figura 31. Mecansmo dz induccion ce apoptosis por enlace del
cisplatino al ADN.

Se ha avanzado mucho en la idenfificacion y caracienzacion
de lzs proteinas que reconocen 2l dafo infenco al ACN por el
cisplatino  Las famila de proteinas mas importantes mplicadas en
estos procesos son la NER (proteinas de reparacion y escision de
nucledlidos), las MMR, proleings de repaaoin dz enaes, la
proteina quinasa dependiente del ADN y las G, grupo de
proteinas de alta moviidad. Las proteinas reparadoras reconocen el

dano causado en el ADN por |z union covalente del compleo de

59

307



pl=finc, esanden por ambos exdremos s wcledhidns de la 7ona
dafada y unza polimerasa restaura la secuznc a perdida. Ez una de

las causas de la resistencia a los famacos ds platino.

La tomadad decl cisplatine afecta pnncipalmente a celulas en
rapida drvision como las eélulas tumorales, aunque no de manera
especifica, por lo que c2lulas sanas como las de epielic mecula
Osed o nkeslne amber esdlan slecladas. Esle hecho consliluye
una de las principales Imitaciones del tratamiertc. Oircs
inconvenientes icualmante imporant2s son su 2levada loxicicad a
nivel renal, ya que la onna es uno de l[as prncipales vias de
elimnaciin del fammacn, 3 resistencia icherente o adounda que
ciertos tipos de tumores presenian y su escasa sclubilidad an agua,

quc dificultz la adminstracon oral del farmaco.

Estos factores han propiciedo el desarolo de denvadeos de
cisplatine en los se han ircorporado modificaciones racionales que
dciian subre gspeclos conw la veloocad de lndiGlises del [amaco,
para 25/ aumantar el tempo de permanencia del compu=sto en suU
forma nactiva v minmizar la interaccion con  omoleculas
(carboplafinn), megorande =0 disponihlidad  aral (safraplatin) o
mejorando su especificidad mediarte la conjugacion a setemas de

transporte sctivos o pasives (lipoplating).

Er la actuaicad, muchos compuesios de Pt se cncucntran on
proceso de evaluacicn. mientras que ofros han side descartados por
diferentes mofives, generalmente asociados a algin tpe de
towicidad o resistencia por lo que sigue siendo necesaro el
desarmolo ce nueyvDs agentes anicancerigenos que smpleen orcs
mecanismos de accon. La tomodad v 1a resistencia al asplatino
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han conducico al desamolio de nuevos compuestos basados en
plating capaces de superar estze imitaciones.

Durante muchos afios parzcla evidente que para gue un complejo
resultara achvo debia de cumplir una zene de requisitos minimos.
Cn 1973 Clears v |loeschele [49] postularon una sene de =glas
empincas que dehizn comphr los compoestos analngos al mzplating

para que exsiiera actvidad antitumeral:

1. Debian responder a la férmula gencral [PiLX] dendz el
platino tiene siempre estado de oxidacion +2, X es un ligando
szlisnte, facl de sustitur y L wun ligando inerte mono o
bidentado que permanece unido al platne

A los hgandns dehian disponerse en poscinn oS

3. Los higancos X debian ser ur grupo moncanionico de manera
que el compues:o fuese neutro. Ademas deblan de tener una
reactividad intermedia, como a ce los iones clorure o bramuro.
[spetizs mas reaclvas aumertarian la toxicidad  del
compussto, ruentras gue grupos menoes lables conducrian a
compuzstos nertes a la reaccidn con el DHNA

4. Los compJuestos Con grupos ireres  manoaminados
presentaban mejores sclividadss que los gue contenian
ligandos diaminades. Los compuestos con e ligandc amoniaco
erar  Ins e  presentaban meoras achvdades . —sata
comportamicrnte 3¢ asockd con la disminucion de la capacdad
de formar puentes de hidrdgeno en las aminas mas sustituidas.

=1
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9. 2 Nuevos compuestos de platine con accion antitumoral

Aunque nicalm=nts los compuesics ensavados respondian 2
estos esrquiemas, cnmenFamn a miroducrse nusvas ompuestios de
platino con estructuras que no == ajustaban a las prmeras norras.
Asi, prorte se mtrodujcron compuesctes de PtlV), como c
iproplating, (cfs.cis trarns-[PICl(inak(CH)]. que llegd a supetar las
fases preclincas Il y Il pero al 2er menos actve gue el caboplating
no fue advitdo para uso clinco. El tetraplatino (A, K-chaen )CL))
Nego o la fase | pewo los eecos seoundanus e el seslengs
neurclogice que s obsarvaron hicleron qua se descartara. Por ofrc
ladc., el compuesto JM2 €, (cis oS frans[Picha)ClaiNHz(DACK])
mas lipofilico, llega a la fase [l de las 2nsayos clinicos como agente
activo oral, pero astos fueron abzndonados cebido a la vanabilidac

e la absorcon d=l [Eanmeoo (Cywa 32).
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Figura 32. Compuesio ce PH{IV) JM216 en “asa cinica.

Tambien 3= han desamolado compuestos multnucleares.
Hara estns comouestos 3 actradad depende en gran medicda o= las
carectersticas del igando pusnte. Suelen ser actives & dosis mucho
menores quc 2l eisplatino. a pesar de elle la clevada texicidad que

presentan [os descarta como candidatos para estudios clinicos [50]
62
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D= todos los compuaestos polinudeares el mas imporianie por naber
alcanzadeo estudios on fase clinica es ol BER2464 [51] (Figura 33,
activo frente a umcres resistertes al cisplatino como  algunos
moeanemas y tumercs de pancreas y pulmon. La actividad de cste
compuesto se explica por su distinta interaccion frente al DNA. El
compuesto forma aductos infracatcnance “acimente roparables,
aductcs 1.2- v | 4-ntercatenaros. v en menor medida 16
nterestenanios. Estos aductes provecan una torsion de |z doble
elice de enbie 15-21° tacia & suwco principz! v oun desemolle de
anog 147 [5Z]. Estas lzsiones no son reconocidas per las proteinas
AMG pero lampoco son reparadas pur las proleinas NER, lo gue
srovoca que lbs aductos formados persistan en & tempo y
Sloguesn la iephcacion v e barscnpeon del DNAL

ol sl o, TS T T spn, | 4

RN T P

-

e e N i, ([ |

Flgura 33. Compussto multinuclear EBR3451 en fase clinica.

Se har myveshyado lambizn compuesios con geomelia frans.
Famell publicaba en 1989 los prmeros compuesios con geomet-ia
frans gue presentaban actividac in wiro [T3] A partr de ese
momenta v hasta |z acluabdad se han estudiado multitud de
compuestos cvon esla geomebia, mosbandose muchos de ellos
actvos, incluso con actividad supencr a los comespondientes
somzros crs [B4]. Los compuestos de platno con geomeiria trans
se raractenzan por prasentar un eapectm da arthadad diferente 3 12
del aspabine y suelen 3er actives en lineas celulares resistentes a
aste. El ransplatinc forma aductos monofunciorales con el DNA

B3
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que lentamente s2 convierten en aductas intercatenanos. La
ncficicnoa cliniea del famaceo sc relaciona con el largo penodo deo
tiempo en que &l acucty moncfuncional se mantiens como tal y con
su dlla reactividad henle @l glutabon. Pur ol pale, € bansplalino
no forma aductys . Z-ntracateratios, debido a3 restricciones
acténicas, sino que foma aduclos 1, 3-ntracalenznos  entre
guaninas separadas por una tercera basa, les cuales evolucicnan a
aductos intercatenznos con la N7 de una guanina y N2 de una
cllusimz cormplemerland. Esla chservacion pune de manibeslo gue
2| tipo de aducto formado entrz el DMA v los compuesios de platino
1o es deferminante en su citotoxicidad.

La presencia de bgancos voluminosos en la estructura de los
compuesios de M{ll] dificulta la inactivacicn de! platino dzbido a
egeciones wn lhonolecalas gue conlengan asulie, como el GSH o

as Metzlbioneinas.

Compuestos de coordinacion con ligandos biosctivos que
ticnzn una afinidad infrinseca por ol DHA también han side
nvestigades. [stos ligandos proporcionan al farmaco mayor
selectividad v especificidad en =u atagque a la biomolécula. Algunos
sjemples son los compuestos preparados por Lenny [55). en bs
que &l matal se enlaza a moléculas intercalzntes del ONA como las

anilincacridinas o las acndnocarboxamidas.

De los vanos miles de compusstos de plaino (1) sintelizados,
zclo unos 23 han llegadeo 3 entrar 2 ensayos clinicos y de ellos, solo
dos btenen aprobacion global v tres tienan mercado en diversos

Jaises.
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Ern |la Figura 3£ se pracenian los compuesios de plaino con

aprobacién de mercade para aplicacion en humanos, al menos en

Lna nacidn vy s4s estructuras.
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Figura 35 Compuestos ce plating aprobados (zquerda) y 2n

estudios clinicos (derecha).

Actualmentz sgue habiendo un interes creciene en la sinesis de
farmacos anfitumoralzs basados en platino. La diseccion del ciclo

celular, de los procesos de transduccion de la =sefial miogenica

desde la membrana al nicleo celular, de la reguiacion de la

by
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expreson genica, del proceso de apoptosis, v los concomientos
cada ves mayores sobre nnasvidad v angiogeneses penmlzn el
dicanio de nuevos farmaces mas dngdos que eslan aun por

explorar.

10, Dhro

En lus dbmus aios e eshodio de compueslos de oo con
posible actradad antitumoral se na desamcllade de forma crecierts
[F6] | as pericdardades de la quimica de este matal, en especial,
la alta =finidad a los grupos tioes y selenoles proporcienan un
abanico de opoiones debido a los nuevos blancos terapeuticos que
irvalug an iesiduus asleing v sskenecslein.

Los compuestos ce oro con actvicad anfitumoral puedsn
clasficarse, de acuerdd ccn @ coordinacion del metal. con sus
propiccades lipofilicas v zon la capacidad que tengan para llevar a
raho reacmnnes de ntercaminn de igandes oon hnles o selenoles,
en dos grupos: 1) compuestos neutros v lineales come el aurancfin
{itetraacetyl -0  teglucosa)itnfenilfesfina Au(l)} v 2 cabones
lipofilicos como el [Au(dppe)s]+ donde dppe = Ph.P/CH-)1LPFh;
(Figura 36). Marz ambos grupes, el blanco prncipal es la
mifoenncina ¥ 2 indiccon de apoplosis se da por 3 uptora del
balance redox de los toles.
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Figura 26. Estructura dz los compucstos de oro con actividac

antinenplasica con genmeairia ineal Auranohin y tetragdnen
[Au(dppe):]CL

10.1 Compuestos da Au (1)

La actividad de auranofin frente a células Hela fue descrita
por Lorber v su gupo en el afo 1979 v estucios postenorss
revelzron que incrementaba el iempo de sobrevida de ratonzs con
levcenie P383. Un esludio esthuclua-aclvidad de la aclividad
citotoxica e vitro y la achividad anttumeral m vive dec una senc de
compuestos Ineales de Au (1) de tipo LAuX (donde L =s
generamente, aungue no exclusivamente fosfina) mostc gque la
actinidad anfitumoral frente a leucemia H3d8 se optimiza para
compueslos cor ambos hgandos fosing o acica, modul@do [a
acividad antitumoral medificande los sushiuyentes de ka3 fosfina
Cesde entonces se han incrementadc los estudics de la actividad
citotoxica do ofros compuesics lircacs de Aull) que incorporan
ligandos &szJfradcs como  ficnuclzobases vy ditocarbamatos.
sulfamloropenoatos, wtamna K3 bicaciva, szacumarna v
naftalimida.

-3
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De |zs relaciones estructura-acividad obterudas para ligandos
difostina v los comespondientes compuzstos felraedncos de oro cel
fipo [Au(R.F[CH:},PR:):]CI s2 puede concluir gqus se presenia una
mayor actividad cuando los grupos R son fenilos v cuando n =2 3 0
ciz Cl I=Cl1. Cn general, la actvidad dsminuye drastcamente o se
pierde por completo cuando los sustituyentes R son diferentes a
fenilo. Mara los compuesios dinucleares de o lireales de tpo
[C Au{Ph,P(CH. nPh,P)2uCl] y XAu'dppelfuX P{ = CI, Br, OAc,
SMan, 3Glu, SGlulAc), SManf{Ac)] las relaciones estructura
artradar muestran que la actidad  anthioml de estos
compuestcs esta relacionada con =su capacidad parz formar las
especizs bisquelato [Au(P-P)" in wvo una vez que reacciona con
fioles.

El 2xludio clinico dz [Au{dppe)]” se deluvo cuzndo esludios en
pemos y conejos mosiraron que & fralamento producia una gran
foxiadac on corazon, higade y pulmon atrbuicos a uma dizfuncion
mitocondnal. El comportamiento de [Au(dpps)]” v compuestos
relacionados permite incluidos en & crupo de agentzs antitumorales
conccidns como catones lipofiizns desloealizados (1) G, por sus
siglas en inglés). cuya caracteristica es acumularse en las
mitocondnas de celulas tumorales, acamulacion promovida por el
alio potencizl de membrana que es una caracieristica de esfe tipo
de celulas.

La alta lipofila de [Au(dppe).]” trae como resultado una
acumulacion no selectva en la miocondna produciznde una
permeakilizacion ganaral da la membrana. Pars cisminuir la falta de
selecttadad, se modificd el compussto sustiuyendo los grupes
fenilo por grupos pindilo donde el nitrdgeno ozupa la posicion 2, 3o
4 del anilo zromatice gensrando la sene de compusstos con

=111
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formula general [Auldnpypek]Cl que son estructuralmente muy
parecidos a [Au(dppe).” v que presentan una modulacién del
caracter hidrotibco-hpofilico (bigqura 37). Un esiudio i1 wvo con 34
mwmaores de onlon 21 un modeln de rmton moestra que de Ins
compuestos ds la nusva familia, aguellos muy lipofilicos o los muy
adrofilices no preszntan un refarde signncaive en &l crecimiznto
del tumor, mientras Jue el compuesto 2-pirdina con una lipofilia
media prasenta una gran actividad antitumorz! que esta en funcion
de la alia eoncenfracion del eompuesio en nlasma y en tejido
tumoral. Se ha probade cus el compueste se  acumula

ar=ferencialmente en las mitocondrias de células tumorales.

Ty £
— : % Jv:-' T I"""* 4 ']
sTOM oo A
P A= ® T o
s S !
7 T < T
wf | | L i
I':l M |"--\'E' I ] 'J‘.I. l'-\-\-ll I, |
- e, - g i T
T
[k il [AUILyAEHT

Figura 37. Compuestos de Au(l) tetraddncos con achivicad

artitumoral.

En busca de una mayo modulacon de 4 ipoliiz-diofila 2n
&zte ipo de CcompLestas se sintetizd v evalud & derivado con un
ouente propdo que une a las ‘ostinas del igando con susttuyentes
2-piridina [Au(dpyppl:]’, el compuesto se disefia con |z intencan de
mantener la lpoflia mostrada por los compuestes tetasdncos v
mantener su acumulacion en la mtocondna asi como incrementar la

"eactividad fremte a proceinas con grupos tinles o selenokes

i)
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faciliando ¢l inlercambie dz lgandes como consceucncia del
ncremento en el tamafio dzl 2nillo. Estudios recientes muestran que
‘Auw{d.pypp):]” presenta foxizidad en calulas tumoralss da mama y
o preserld elecle en celulas nommales. s aourwla en la
mitocondna per el alto potencial de mambrana e induce speplosis
de manera seectiva en ceéulas tumorales d= mama vy no o Face en
celulas nomales. La actradac ds tioredoxina (Tre] y tioredoxina
educldass [TizR) son whibidas por [Au(dspyop)]” sendu mayorn |a
nhibicion en la linea tumaral comparada con lazs c2lulas normales,
ndicanco que la mitccondna y el sistema de toredoxinas son los
slancos princioales ascoados a la texicidad selectiva mostrada en
as lineas tumorales de mama. A las mismas concenfraciones
Auldppaz]” presenia una towacidad no sslectiva en ambas lineas

celulares causando necrosis y no apoplosis.
10.2 Compuestos de Au {Ill)

Moco después de los pimeros reportes de= la actvidad de los
rompiesing  de  =ZHll), muchos mveshgadores comenzamn a
nvestigar los compuestos del cation iseelecronico Au(lll}, 3in
amaargoe, a diferencia de los compuestos de Ptill] gue son estables
frente a la reduceion, la gran mayoria de los compuestos de Au(lll)
se meducen facilmene, en especial por grupos tioles. Por lo anterniar
muches grupos se dicron a la tarca ce estabilzar o cstade de
oxidacidn () del cro v asi evitar que muchcs compuestos con
sotancial antitumoral fusran reducidos rapicamente (probablements
2n sangre) v nc alcanzaran sus prindpales blancos moleculares en

sl intanor de la celula.
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Une de los pnmerce logres er la asstabilizzacn de los
compueastos dz Au(lll) fue 3 sintesis del compuesto Au(damp 2]
(donce damp ez 2-(cimetlaminoimetlfenile y X puede s=r CI
SGEN (A, ¥ nxslatn o ¥ malonata) por el gnipo de Fnckar en |2
sequnda mtad de la década de 1390, Dado cue el ligando damp se
coordira con ol metal con un erlace n' con cl anllo aromatico
(vease figura 36), 1a fuere donacion de densidad elecronica de
enlace o hace mas dificll la reduccion, cumplendo asi con |z
estabilzacion de Au (i) Un atractvo adicional de este compuesio
erd la presenca de dus grupos Bedmenle sustiluibles en posadn
ciz. Estos comouestos mostraron una buenz actudsd ciictoxics

frente a cancer de ovaro vy vejiga [200].
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Figura 3£. Algunos compuestos de Aufll') con activdad

antinecplasica.

Fregona y 2us colzboradores sintetizaren un intzresants grupe
de compuestos emoleando hgandos diiocarbamatos, Lno de los
cuakes es [Au(dimd 0G] donde dimdt ess N, N-dimetilditiocanbamalo
X s clorure o bromura. Al igual que an &l lgande damp, la donacior
e densidad elretdnica, 2n ese casn, por ons Atomos de arufre
gue forrmzn un anillo de cuabo miembios al coordinarse con 2l oo,

astabiliza el eslade de oxdacicn (Il Nusvaments se cuenia cor
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igandos facilmente sustibubles en posicion os  siguiende el
paradigma del cigplatino. Loz compuestes con diiocarbamato
maoatramn ser mas eficzces que & csplatinn en diferentes lineas
celulzres v se prcpone Jn mecanismo de accion diterente al que
presenla cisplatno, oues presentd ura gran sclividad ciloldxica en
lineas tumorales resistentes a este compuesto.

Che y su grupo sintstzaron el compuests [Au(TTPJ]CI con el
corocido ligando tefrafenilporfinra para incrementar la estabilidad
de Au(lll). El compuesto mostro una gran actividad anticancerigena
cor wdlares de Clgg en el inleivalu subimicionwla despues de 43
horas de incubacior con el compuesto, y muchoe mayor achwdad
qe la mostrada per csplatnn, 2n parbnulas en carcinoma
nasofaringeo. Este mismo grupo tambier ha descrnto compuestos
ciclometalados con formulz general [AuR(CNC)L]" im=1-3; n =
0-3; NCANACH = 2, E-difenilpincina) que conbiene vanos grupoes N o
higandos fosfina (L) que presentan una potenle actividac atotéxaca
frente a vanas lireas calulares inchivendn zlgunas esistentes a
cisplatino.  Los  compuestos  parecen  preseniar diterentes
mecanismos de accion dependientzs del liganco auxiliar oressnte
que influencia su afimidad para unirse con ADN. Las estructuras de
algunos de los compuestos reporiados por el guze de Che ze
presentan en b figura 38.

Messon v su giupe han desailo una sene de compueslos con
actividad citotdxica cn donde el potencial redox del metal ha
chisminisdn al emplear igandos poliarinens simples para formar Ins
compuestos [Aulznk]Ch . [Au(dien)CNCL,  AulbipyXOH)PF-.
[Aubpy™-ANCH|JPF; donde =2r= eflendiamina, dien =
dietilentiamina, bipy = 2, Z-bigindina v bipy™ = 541,1-
diretlbenzi }-2 2-bipindina. Otras aminas empleadss por el grupo
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de GGuo paa obtener compuestos de Au(lll) criotoxcos son la
aminoquinnling, 1.4 7-nazacilonnnana (TACN) v teqpindinas para
formar  Ins eorepondientes compuestos JAa{Qwnpy JCCL
[Au{TACN)CL]CI y [AufterpyiCIJCl., cuvas estructuras se muesiran

an |a figura 3C.
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Figura 39. Compuestos ciobducos de Au(lll) con palipindinas.

Fl m=acanismn de crotoacidad sugendn para el auranofin y ofros
compuestos ce Aull) con fosfinas (monodentadas o bidentadas) v
fosfoles se relacionan con |z inhibicon de |a tioredowna reductasa
TR, Se suponc gue la inhibicion os debida a la inleracien del Aull)
con c|l sitio actve de la protcina que posee un residuo
selenccizteina. Evidencia indirecta d= éste hecho es la obtencion de
unid esbuclura de rayos X de la migracadn del compuesie de Aull)
con la glutation redactzsa (GR) -a glutatibn reductass es una
proteina reladionada con TrxR pero que no cuenta con el residuo
selenocisteinz- en donde se constala la coordinacion 5-Au-5 e el
sitio actrvo de G
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La ciloomcidad mosbada por los conmpuesios de Aullll) Garibaérn
se relatnz con A mbibicion de A el mufocondnal v einsalicz
promevicnde la induccieon a apoplosis. Alguncs estudios de s
inhibicion de la TR aislada sugieren que hav un dafic oxidative
importanie en la enzma debido a la owidacn indiscnrinaca de
grupas tioles y selencles. Teniende en cuerta 'o anbenor, tampoco
Fay guae perder de vista el hecho de cue el metabolito 2ctivo ce los
compuestcs de Au(lll) pusden sar los compuestos de Au(l]
vblendos pur la educcdn n owivo. Recienlerente Bindoa y
rolaharadores siperen 1N macanisma que mvaliiera 12 infibician de
TreR citosdlica v mitocondrial para cxplicar la citotoxicidad de les
compoestos de Au(l) v Au(lll) en dorde 2o pimern lugen, s mduceion
ce apoptosie por partz del auranefn nvolucrz |z ocadacon de
peroxredoxina 3 y es regulado por la familia de proteinas Dek2 vy er
sequndo fugar, 1anto auranofin como compuestos de Au(lil) con
tocarbamates estimulan Iz via MAP-guinaza gue leva a la muaris
velular . Finzhmerle, d mecamsno propuessly pa los compussios
ron portinnas involucra 13 induccion de apopinsis por amhas viss
dependientes e incependienies d= caspasas incuyendo |z

2ctivacion de |a protelna quinasa p3s.
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Casiopeinas®™ are Cu (1) mixed chelate complexes that have shown cytotoxic, genotoxic and antineoplas-
tic activity. In order to understand the interaction of these complexes with biomolecules, we have studied
in this work the interaction of Casiopeina Ill-ia [CAS 223930-33-4] with adenine, cytosine, thymine and
guanine. X-ray diffraction analysis shown the melecular structure of an adduct {|Cufdmbipy)acac)(H:0)]
NOs(adenine); 2H,0} where dmbipy = 4,4'-dimethyl-2,2'-bhipyridyne and acac = acetylacetonate, which is
an example of intermolecular interaction between a ternary Cu (11 compound and adenine. Adduct is sta-
bilized by hydrogen bonds, which include water molecules and adenines, and by m—m and C-H. . .t inter-
actions between the ligands artached ro the copper ion and the adenines. DFT calculations shown charge
transfer between complex ligands and adenines being the former the acceptor and the latter the donor;
these results reproduce very well the weak interactions found in the crystalline structure. DFT results
shown the same behavior for thymine and guanine, meanwhile, cytosine has shown a direct coordination
to metal center.

@ 2011 Elsevier Lul. All rights reserved.

1. Introduction

The intermolecular interactions between aromartic rings play an
important role in chemical and biological recognition processes
such as the interaction between nucleic acid-protein, enzyme-
substrate, neurotransmitter—receptor, and many drugs with any
of the mentioned biological targets [1-4].

Lippard and collaborators have shown that Pt (II) complexes
with large heteroaromatic rings such as 1,10-phenanthroline
(phen) or 2,2-bipyridine (bipy) intercalate into DNA base pairs
[5-9] and other important biological molecules [10,11]. Yamauchi
and coworkers also studying Pt (Il} intercalator complexes with
mononucleotides observe an unexpected increase in the stahility
constant for the adducts. The authors suggests an electronic
density redistribution from the ligand to the Pt center, electron
withdrawing by Pt (II) making the electron density of the ligand
decrease, fact that further stabilizes the adduct favoring the charge
transfer (CT) interaction with the nucleobases [12,13].

The capacity of these diimines to participate in CT interactions
has been widely studied by many groups analyzing the

* Corresponding authors. Tel /fax: +52 55 56223529.
E-mail addresses: mores p@servidor.unam.my (R, Moreno-Esparza), ruizazuara®
gmail.com (L Ruiz-Azuara),

0277-5387(% - see front matter @ 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10,1016/, poly. 2011.07.022

intramolecular stacking interactions presented between copper
(II) compounds with phen or bipy as a primary ligand with
aromatic rings of diverse systems such as substituted aromatic
amino acids [14-16], nucleotides [17-20] and nucleotides deriva-
tives [21-23] completing the coordination sphere of the metal ion.

Ternary Cu (II) compounds with phen or hipy in their coordina-
tion spheres were also tested as anticancer compounds. The Cu {I1)
complexes of general formula [Cu{N-N){0-0)]NO; or [CufN-N){ O~
N)JNO; have been patented and registered under the name of
Casiopeinas® [24-26]. These compounds have shown promising
antineoplastic activity against cancer cells and tumors in in vitro
and in vivo assays, respectively [27-30]. The mode of action still
is not elucidated, but we suggest intercalating interactions with
DNA as one possible step, followed by a redox reaction which
produce some radical species, principally “OH, that promotes DNA
degradation and consequently cellular death, by apoptosis (ROS
generation) [31-34].

In this work we study the interaction between copper (1) mixed
chelate complex [Cu (4 4'-dimethyl-2,2'-bipyridine){acetylaceto-
nate){Hz0)]NOs (Caslll-ia) and adenine in order to understand
the nature of stacking interactions presented in the system. The
complex is stabilized by several hydrogen bonds, m-m and
C-H:. 7t interactions between acetylacetonate and 44'-dimethyl-
2,2'bipyridine coordinated to Cu (1) ion and adenine molecules.
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2. Materials and methods

2. 1. Synthesis of aqua (4,4 -dimethyl-2,2'-bipyridine)
{acetylacetonato) copper (II) nitrate {Casli-ia)

The compound was prepared following the reported patent
[24,25]. The complex was characterized by elemental analysis,
FTIR, UV-Vis spectroscopy, X-ray crystallography and EPR spec-
troscopy. Anal. Cale. for CuCy;He0sN3s-H20: C, 47.48; H, 5.07; N,
9.97. Found: C, 47.83; H, 4.96; N, 9.84%. IR (KBr, ifem™'): 1577,
1520, 3074, 1384 (NOs ), 822, 722, 635. EPR parameters
B= 225, g, =2.03, A” =185G,A; =8BG.

2.2, Syntheses of Cusiopeina-adenine adduct

The adduct was obtained mixing 1 mmol of Caslll-ia {0.427 g)
and a large excess of adenine (4 mmol, 0.54 g) with constant
stirring for 2 h. The solution was left for several weeks until blue
crystals suitable for X-ray determination were obtained. All at-
tempts to obtain crystals of the adducts with all the other bases
were unsuccessful.

2.3, X-ray structure determination

Diffraction data for the adduct was collected at 293 K on a Bruc-
ker 6000 CCD, using a monochromated MoKa radiation
{4=0.71073 A). The structure was solved by direct methods using
sHExs-97-2, least-squares refinement based on F* was carried out
by full-matrix method [35]. All non-hydrogen atoms were refined
with anisotropic thermal parameters. The hydrogen atoms for all
the reported structures were located in the difference map and
included in the refinement with an isotropic fixed thermal param-
eter using a “riding" model. Neutral atom scattering factors and
anomalous dispersion corrections were obtained from the Interna-
tional Tables for Crystallography vol. A [36]. Unit cell parameters

Table 1

Crystal data and structure refinement for adduct.
Identification code rmeds
Empirical formula CarHasCuNa0g
Formiila weight 733.22
T(K) 253(2)
Wavelength (A) 071073
Crystal system monoclinic
Space group P21in
Unit cell dimensions
ath) 13.015(2)
b(A) 12.803(3)
(A 20.158(4)
BLA) 91,03(5)
V(A% 3358.3(12)
Z 4
Deaie (mgfm?*) 1450
Absorption ceefficient (mm ') 0.718
A000) 1524
Crystal size {mm®) 042 %04 x 034
Theta range lor data collection (*) 1.85-26.03
Index ranges -16<h<16,-15<k<15,

18<i<24

Reflections collected 21464
Independent reflections 6550 [Ripy = 0.0349]
Completeness to 8= 26.03° 99.4%
Refinement methed Tull-matrix least-squares on F
Data/restraints/parameters 6540/6/464
Goedness-of-fit (GOF) on 7 1.052

Final R indices [i > 24(1)]

Rindices (all data)

Largest difference peak and hole
(eA %)

Ry = 0.0497, wil = 0.1416
Ry = 00690, wR, = 0.1535
0.420 and - 0.481

along with data collection and refinement details for these com-
plexes are listed in Table 1. All molecular structure drawings were
generated using the winex suite of crystallographic programs for
Windows [37].

3. Results and discussion
3.1. X-ray analysis

The structure of 1:2 adduct of Caslll-ia with adenine has been
determined. The asymmetric unit contains one [Cu{dmbipy){aca-
cJ{H,0)]* cation, two adenines, one NO;~ anion and two solvent
water molecules (dmbipy is 4,4"-dimethyl-2,2’-bipyridine and acac
is acetylacetonate) (Fig. 1). The Cu (I} ion adopts a square-pyrami-
dal geometry coordinated by two N of dmbipy, two O of acac and a
water molecule in the apical position in agreement with many
molecular structures previously reported [38-46]. The bond
lengths and angles around Cu (Il) are not significantly different
from the previously reported [47]. Table 2 enlist selected bond
lengths and angles of the adduct.

Stacking interactions are observed between adenine 2 and the
pseudo-aromatic ring conformed by the copper center and acac
moiety with a centroid-centroid distance of 3.624 A, the distance

Adenine 2

Fig. 1. ORTEP diagrams (50% probability level) of the contents of the unit cell of
adduct.

Table 2

Selected bond lengths (A) and angles () for adduct.
Cuf13-0(1) 1.907(2)
Cu(1)-0(2) 1.913(2)
Cuf1)-N(2) 1.988(3)
Cu(1)-MN(1) 1.959(3)
Cu(1)-0(3) 2.560(2)
O(1)-Cu(1)-0(2) 84.47(11)
0(1)-Cu(1)-N(2) 173.41(11)
0(2)-Cu{1)-N(2) 91.71(11)
O(1)-Cu(1)-N(1) 92.88(12)
0(2)-Cu(1)-N(1) 171.27(11)
N(2)-Cu(1}-N(1) 80.78(11)
0(1)-Cu{1)-0(3) 88.18(9)
0(2)-Cu(1)-0(3) 90.60(9)
N(2)-Cu(1)-0{3) 94.07(9)
N(1}-Cuf1}-0(3) 94.34(9)
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Adenine 1

Fig. 2. Different views of the adduct showing the C-H  m (A) and = & (B) interactions. A type interactions distance range of 3.258-3.524 AB ype 3.624 A

Ay
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Fig. 3. (a) View along crystallographic axis ¢ showing the adenine (A} and Caslll-ia (B} layers packing in the crystal, (b) and (c) hydrogen bonds formed with the involvement

of adenines, water moelecules and nitrate anions.

is in the range of 3.3 to 3.8 A found by Janiak [48] for a parallel dis-
placed m-stacking interaction. On the other side, adenines 1,3 and
bipyridine moiety presents a C-H:--n interaction with an H-cen-
troid distances between 3.258 and 3.524 A (Fig. 2). These distances
are comparable with those reported for typical stacking interac-
tions between organic systems |4].

The molecules adopts a laminar arrange aligned with b axis unit
cell. The unit cell contains two layers of Caslll-ia intercalated
between Lhree layers of adenine as shown in Fig. 3a. Distance
between adenine layers is a half of a cell axis dimension
{a=13.015(2) A); the same occurs with the distance between
Caslll-ia layers. In the laminar arrangement the adenines present
two kinds of interactions, hydrogen bonds with the involvement
of water molecules and nitrate anion (Fig. 3b), and hydrogen bonds
hetween two adenines (Fig. 3c).

In the former, two water molecules of different coordination
compounds interacts with N3 and the hydrogen of N9 of adenines;

deep green oxygen in Fig. 3b belongs to the upper layer coordina-
tion compound, the deep blue one belongs to the lower coordina-
tion complex. Two identical structures of the above description
communicate themselves with the participation of a particular
arrangement conformed by two nitrates and four water molecules,
two of these water molecules interacts directly with N1 of the
corresponding adenine and with one oxygen of the nitrate anion,
meanwhile, the remainder water molecules lock the ring with
the nitrate anions and also interact with water molecule caged
between adenines as shown Fig. 3b.

Hobza and Sponer [49] describe three kinds of hydrogen bond
arrangement between two adenine molecules AA-1, AA-2 and
AA-2 (Scheme 1). In AA-1, N1 and -NH; group are involved in
the hydrogen bond formation; for AA-2, hydrogen atoms of ami-
no group interacts with N1 of the first adenine and N7 of the sec-
ond, meanwhile for AA-3, N7 of the adenines form the hydrogen
bonds with the amino group. The total complexation energies of
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Scheme 1. AA-1, AA-2 and AA-3 hydrogen bond interactions between adenine molecules (adapted from Ref. [48]).

Table 3

Hydrogen bond geometry (A, )
D-H A d{D-H) diH A) d(D A)  <(DHA)
0(3)-H(31) 0O(4) 0.874(19)  1.92(2) 2792040 171(4)
0(3)-H(32) N(12) 0.878(19)  1.92(2) 2782(3)  166(4)
N(4}-H(4A) N(9)#1 0.86 2.02 2880(3) 1748
N(7)-H(7A) O(5) 0.86 1.97 2810(4) 1666
N(7)-H(7B} N(3)#2 0.86 214 2835(3) 1528
N(B)-H(8) O(3}43 0.66 1.90 2760(3) 1734
N{10}-H{10A) MN(G#4  0.86 2.24 3.042(3) 1553
M{10)-H(10B) N(5}#5  0.86 231 3128(3) 1587
Of4)-H(41) O(B)}#1 0.900(14)  1.94(2) 2803(5)  161(5)
O(4)-H(42)  O(7 )6 0.81(6) 1.98(6) 2784(4)  174(6)
0(5)-H(51) N(11}47 0.90(2) 1.94(2) 2836(4)  174(7)
0(5)-H(32) O(B)#2 0.89(2) 2.19(4) 2992(4)  149(7)
0(5)-H(52) O(3)2 0.89(2) 223(4) 3056(5)  153(7)
0(5)-H(52) N(13}#2 0.89(2) 2.53(2) 34184)  177(7)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:

H#1 =+ 12,y + 12, —z+32; #2 —x+ 1, =y, =2+ 2; #3 —x, =y, =2+ 2.
#Ax—12 —y+ 12 2-12; #5 —x+1f2,y - 1/2, ~2+3]2.
H#E6x—1/2, -y + 12,2+ 12, #7 x+ 12, -y + 1|2, 2+ 1j2.

the systems are —11.0, —10.3 and —9.4 kcal/mol, respectively.
Even when the AA-3 conformation presents the lower interaction
energy of the adenine arrangements above discussed, the ade-
nines in the crystal structure adopt this conformation (Fig. 3c),
probably due the hydrogen bonds formed between the water
molecules, anions and adenines forced the orientation of the ade-
nine molecules and favors the AA-3 conformation over the other
two possible forms of adenine dimmer. The hydrogen bonds ob-
served are listed in Table 3.

It is important to point out that efforts to obtain single-crystal
using the other three DNA bases (cytosine, thymine and guanine)
were unsuccessful. Guanine was completely insoluble in the
reaction media. Cytosine produced a color turn of the solution after
5 days, from blue to green, corresponding to direct pyrimidine
coordination to Cu (II) center. Mixtures of thymine-Casiopeina
llI-ia do not present any change in the electronic spectra of reac-
tion mixture, neither a suitable crystal for X-ray diffraction study
was obtained.

3.2, Computational study

In order to obtain the complete interactions presented in the
crystal, four adenine molecules, copper (11} coordination compound
and two water molecules were used in theoretical calculations. The
crystallographic structure was used as initial geometry to perform
a full optimization calculation at the M052x/LANL2DZ [50] theo-
retical level using caussian 09 program [51). Recently Jeanvoine
and Spezia [52] found that the role of nonlocal Hartree-Fock

Fig. 4. Molecular graph of the complex and the layer A, B and C

exchange is crucial to describe Cu (II) complexes where the M05-
2x hybrid functional has the better agreement with experiments
and CCSD(T) calculations. A single point energy calculation at
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water 1

-
acetylacetonate C‘_'>
Cu (1)
adenine 3

_—

adenine 1

water 2

R,

adenine 2

D 4,4’-dimethyl-2,2'-bipyridine

adenined

water 3

Fig. 5. Description of the charge transfer between the groups in the complex, indicated by orange arrows. (For interpretation of the references to colour in this figure legend,

the reader is referred to the web version of this article.)

MO52x/6-311++g(2d,2p) was carried out to obtain a wave function
with an all electron basis set. Isolated adenine, Caslll-ia and water
molecules were also optimized at the same theoretical level Lo
calculate energy and population changes. The wave functions
obtained from these calculations were used to calculate local and
integrated properties of the electron density using amaLL program
53]

The local and integrated properties of the electron density [54]
of the complex were calculated to understand the interactions be-
tween Casiopeina Ill-ia and the adenines, Fig. 4 presents the molec-
ular graph |54] of the complex and the three layers. In layer A, the
two N...H-0 and O-..H-N honds present a value of electron den-
sity at the bond critical point { pp.;) of 0.028 and 0.027 a.u. respec-
tively, typically for hydrogen bond. gy, of N--.H-N at layer C is
0.020 a.u. In the layer B, the density at the Cu-N and Cu-0 CPs
are 0.0888 and 0.9515 a.u. and Cu-0OH; has a pu is 0.023 a.u

There are 18 interactions between the three layers, 13 are
related with the bipy ligand and five with the acac. All of them

0.08
4,4-dimethyl-

0.06

0.04
0.02
AN 000
-0.02
-0.04 -

-0.08 -

water 1

adenine 1

can be classified as closed shell interactions where n-m, C-H. . .7t
and C-H---X (X = N, O) interactions are presented. The average va-
lue of ppop of the weak interactions is 0.0035 a.u. The more impor-
tant weak interactions are the w-m and C-H...7t between the
bipyridine and adjacent adenines with an average value of pno,
of 0.0057 a.u. The interactions of the acac moiety are weaker with
an average puep of 0.0035 a.u.

The atomic electronic populations of each group (N) in the com-
plex were compared with that of the isolated molecules as shown
in Fig. 6 and Eq. {1).

AN (group) = N (group@complex) — N (isolated group) (1)

Fig. 6 shows the electron transfer from the adenines to the li-
gands of Casiopeina lll-ia as is presented in Fig. 5. Cu atom
decreases its electron population by 0.02 whereas bipy and acac in-
crease hoth in 0.06 e. Water molecules 1, 2 and 3 wins 0.04, 0.03
and 0.04 e, respectively. On the other hand, adenines 1-4 loose
0.06, 0.06, 0.01 and 0.07 e, respectively, where it is possible to

|2,2.bypiridine acetylacetonate

water 3

adenine 3

adenine 2
adenine 4

Fig. 6. Change in the electronic population of groups in the complex taking the isolated melecules as reference.
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(a) (b)

(c) o =4

Fig. 7. Possible arrangements between Casiopeina lll-ia and DNA bases: (a) cytosine, (b) thymine and (¢ guanine.

observe that the electron transfer is grater for adenines stacked to
bipyridine. The adenine molecules transfer electrons to the defi-
cient ligands, compensating the electron donation to the Cu atom.
It is interesting to mention that the donated charge from adenines
it is not transferred to the metal center as suggest Yamauchi for the
platinum complexes [12,13]. Then the stacking mechanism
between adenine molecules and Casiopeina [ll-ia can be under-
stood as electron redistribution in the supramolecule which stabi-
lize the adenine adduct by —92.13 kcal/mol, as it is expected,
because energy is a functional of the electron density [55).

Also, it is useful to analyse the calculated electron density
around the copper ion employing the quadrupolar moment of both
systems, coordination compound and adenine adduct. The quadru-
polar moment was oriented respect to the plane formed by the
donor atoms of bipy and acac, for this reason, the value of ellipsoid
radii is directly related with the copper electron density deforma-
tion due the 7 interactions with the ligands. The ellipsoid radii
value for coordination compound is 2.6541, meanwhile, the value
for the adenine adduct is 2.0915, a 21.2% of decrease. This behavior
in the ellipsoid radii suggests a weaken participation in back-bond-
ing interaction when adenine is present.

In a previous theoretical work for [Cu {22 -bipyridine){ acetyl-
acetonato)]NOy, we found an affinity order to DNA bases:
G>C>A>T. But also we observed that the direct coordination of
G and C bases to Cu (II) center gives the most stable arrangement,
stacking interactions were observed only for A and T [56]. These
findings can explain the experimental problem to obtain adducts
with the other three DNA bases.

We calculated the possible arrangements between Casiopeina
Ill-ia and the other three DNA bases using the more stable config-
urations of each as found by Hobza [49] and presented in Fig. 7. The
interaction energies for the possible adducts for G, C and T are
-110.43, -99.22 and —87.88 kcalfmol, respectively. Cytosine does
not show a planar arrangement but perpendicular with oxygen
oriented to the metal center, coincident with the experimental
shift in absorption maxima. Thymine and guanine have better
disposition to stack with Casiopeina Ill-ia.

4. Conclusions

We studied the interaction between some promising antineo-
plastic agents with adenine as an on-going alttempt to elucidate
the action mechanism. The literature propose that the stacking is
formed by dmbipy or phen and adenine rings for intercalating
agents being the former the acceptor and the latter the donor enti-
ties with a fundamental participation of the metal center to favor
the CT interaction. X-ray and theoretical analysis of the studied
system in this work show that the stacking interaction is due to
several m-m and C-H...m interactions between the Casiopeina's
ligands and adenine molecules ohserving a charge transfer of

0.06 e from the adenines to the Casiopeina lll-ia with a slight par-
ticipation of the copper center. In the solid state, the framework is
stabilised by the network of hydrogen bonds hinding the adenines
with the water molecules that occupy the apical position of the
copper coordination compound. The affinity order of Casiopeina
Ill-ia to DNA bases has the follow order: G>C>A>T. Then the
stacking mechanism between adenine molecules and Casiopeina
Ill-ia can be understood as electron redistribution in the supramol-
ecule, which stabilize the adenine adduct.
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Abstract. Coordination compounds that bind to DNA have been an
active area of research since the discovery of cisplatin and the plati-
num based drugs. In this review we offer a general overview about
transition-metal compounds that binds DNA through several ways and
some examples are given to understand the role played by the different
factors that promotes it. such as the intercalant ligand and the nature
and position of the substituent over it. Several techniques to follow
metal-based drugs interactions with DNA are mentioned as well as a
brief description of computational technicues that can be used as a
powerful tool in order to reach a deep knowledge of the parameters
imvolved in the stabilization of coordination compound-DNA adduct.
Keywords: Coordination compounds, transition metals, DNA-interac-
tion, antitumoral, experimental methods, theoretical methods

Introduction

DNA is the library of life and all the knowledge encrypted
theremn becomes more accessible every day. [t has been 10 years
now since the Human Genome Project announced that the total
human genome was decoded providing us a huge quantity of
new specific therapeutic targets [1]. The knowledge of specific
targets in rational design of chemotherapeutics is a fundamental
factor, principally, for the design of molecules that can be used
in the treatment of oncologic diseases. Since the development
of cisplatin, DNA became one of the main biological targets for
the antitumor compounds |2, 3], even though some research-
ers consider that this strategy seems unproductive today for
the area of new drug development where the knowledge on
cancer genomics 1s suggesting the use of targets selectively
expressed, or over-expressed by cancer cells [4]. The intention
of this review is to provide several examples of coordination
compounds that possess an intercalating ligand in its coordina-
tion sphere in order to understand the influence of several fac-
tors such as the preferential geometry of the metal center, the
nature of the intercalating ligand and the nature. number and
position of the substituents over the intercalating ligand in the
capacity and selectivity of the coordination compounds to inter-
act with DNA. Also, experimental and theoretical approaches
to evaluate the metal-based drugs interactions with DNA are
discussed.

Resumen. Fl estudio de los compuestos de coordinacion que se unen
directamente al ADN ha sido un area activa de investigacion desde
el descubrimiento del cisplatino y compuestos relacionados con éste.
En esta revision se ofrece una visidn general sobre los compuestos de
metales de transicion que se une el ADN a través de varias formas y
damos algunos ejemplos para comprender el papel de los diferentes
factores que lo promueven, como el ligante intercalante asi como de la
naturaleza v la posicion del sustituyente sobre el mismo, Varias técni-
cas para seguir las interacciones compuesto de coordinacion-ADN son
mencionadas, asi como una breve descripaon de las tecmeas computa-
cionales que se pueden utilizar como una herramienta poderosa con el
fin de llegar a un conocimiento profundo de los parametros involucra-
dos en la estabilizacién del aducto compuesto de coordinacidén-ADN.
Palabras clave: Compuestos de coordinacion, metales de transicion,
interaceion con ADN, anticancer, métodos experimentales, métodos
tecricos.

DNA structure

A simple unit of DNA known as “nucleotide™ is constituted by
a five-membered carbohydrate deoxyribose bonded in its C1°
to a heterocyclic base that can be either adenine (A), guanine
(G), cytosine (C) or thymine (T), and on the other side of the
carbohydrate ring, at C5’. A phosphodiester linker bonds the
5’-end of one sugar and the 3’-end of the other. Accordingly,
the polymerization of nucleotides gives rise to long, single-
stranded polyanionic chains with a well-defined directionality
(traditionally described in the 5°- to 3°- direction) which essen-
tially constitutes the primary structure of the nucleic acid [5].
The first DNA structure was published in 1953 by James
Watson and Francis Crick [6] without the appropriate recogni-
tion to the Rosalind Franklin contributions. Franklin was the
first to discover that DNA fibers yield two different diffraction
patterns: the “crystalline” or A-form and the “wet” or B-form.
John Randall gave Franklin the A-form and Maurice Wilkins
the B-form, assigning them each the task of elucidating their
molecular structure. However, it was a titanic job due that the
samples contain both structures and provided “muddy”™ dif-
fraction patterns that were near impossible to interpret. After
discovering the existence of the A and B forms of DNA, Ro-
salind Franklin also succeeded in developing an ingenious and
laborious method to separate the two forms, providing the first
DNA crystals pure enough to yield interpretable diffraction
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patterns. She then went on to obtain excellent 2ray diffraction
patterns of crystalline B-fortn DHA and, using a combination
of crysallographic theory and chemical reasoming, discovered
itnporant basic facts about its structure. She discovered that the
sugar-shosphate backbone of DA lies on the outade of the
tnolecule, not the inside az was previously thought. She also
discovered that the helical stracture of DA has two strands,
not three az proposed in competing theories. She gave gquan-
titatiwe dotails about the shape and size of the double hclis,
but the missing piece of the puzzle, how the base paired on
the inade of the heliz, and thus the secret of heredity 1tself,
was the patt provided by Watson and Crick to complete the
fatnouly structural model [7]. DMA adopts a double-stranded
atrangement as their secondary structure. The two strands ofthe
duplex are held together by hydrogen bonding between bazes
on opposte strands: the most common “base-painng” scheme
(often called “Watson-Crick base pairing™ inwolves G-C and
AT ponne-pyriridine inter-strand pairs. The overall stability
of the double-helical armngement is further supported by T
interactions between the stacked hydrophobic aromatic rings
of adjacent bases on the polynucleotide chains. This structure
forms two distinct grooves labeled major and minor, the major
groove ig narrow and deep, while the minor groove is wide and
shallow [3, 9].

Conformations

DA 15 ahle to adopt a vanety of different confonmations
that are influenced by environmental factors (hydration and
iomc strength) and the primary structure (base sequence) of
the polymiclectide [10] and are clazafiedaz A- B-, C-, D-and
Z-forrn [11]. Howeser, under physiological conditions, the B -
formm of DA iz predominant. A-form i3 a dght-handed heliz
that consists of 11 basze resdues per full torn wath a closer
distance (225 A) between the hases and a heliz diameter of
23 A 4-DMNA is also characterized by a 20° tiling of the base

Juan Carlos Gareia-Rawos ef al

pairs and their net migration away from the central az:as. This
produces a more compacted structure with a hollow core. On
the other hand, the base pairs of the right-handed B-DMNA are
stacked 34 A apart with ten and a half base pairs residues per
fill rofation of the helix and a heliz diameter of 20 A, The
minor aroove in this stacture iz 4 8 A while the major groove
i5 10.5 A wide (Figure 1.

A thind (C-DIMNAY and fourth (D-DHAY allomorphs, both
B -likc in structurc but with reduced risc por rosduc (331 and
305 A, respectively) and increased helical twists (386400
and 450°, respectively), are obained wath Li and Ma ions
under low hydration conditions, which is when the salt content
15 betwreen the A- or B-DMNA states Alternating punne and
pramidine sequences also produces D-DNA form [11].

Tre Z-DMA confonmation 12 adopted at gh salt con-
centration and iz characterized by the adoption of left-handed
geomety. The heliz in this form is elongated and slender (di-
ameter of 18 A and can be induced by the covalent hindings
of various metal complexes. It has twelwe base pairs per turn
with the sugar phosphate adopling a migzag shape. The otienta-
tion of the carbohydrates groups alterrates every second unit,
revealing a departure from the standard monomicl eotide repeat-
ing unit of B-DIHA in favor of a dinucleotide motif The minor
groove in this arrangement 12 deeper than that obzerved 1n the
B-Dia extending all the way down to the &z of the molecule,
thus, the tmajor groove ig absent here (Figure 1),

DHA can alzo adopt other conformations such as hairmpin,
taplex (H-DINAY, cruciformm, or tetraples { G-quadriples and i-
motif). In order to form those structures, DMNA strands should
be folded in a different manner from B-DMA or make unustal
baze pairs such az Hoogsteen base pairs that are the unizual
pairs of hydrogen bonding among micleic bases compared
with Watson-Crick hase pairs. Selfcorplementary sections of
dngle strand DA can form hairpin stroctures or cruciform
structures, where two opposite hairpits are interacting [12].
Hatrpin structures hawve been identified in genordec DNA and

a) i-motif

Fig. 1. Different confonnations adopted by DHA.
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are considered potential sites for controlling gene expression,
S0, drugs that can target haimpin and cracifonn sractures in
promoter regions way be able to modify tanscription and con-
trol gene expression [13-16]. Guanine (G)-rich sequences can
form G-guadriplex sttuctures consisting of n-m stacking of
planar G-4etrads, cyclically bound to each other through eight
hydrogen bonds according to the Hoogsteen base patrs [17-
19]. G-rich sequences are observed frequently in the promoter
rogion of oncogone and human tolomeric DHA [20-22]. The
i-moti? structure iz formned from a cytosine (CY+ich strand at
slightly acidic pH or even neutral pH [23]. It 1z known that
C-rich sequenices are present in or near the regulatory regions
of =4[% ofall genes, espectally in the promoter region of on-
cogene and huran telomenc DA [24]. The imotif structure
consiss of two parallel-stranded C: C+ hemd protorated baze-
paired duplexes that are irdercalated in an antiparallel manner,
The i-notif structures are significartly affected by the nurdher
of cytosine bases [25], loop length [26], enwironmental condi-
tion [27, 28], and attached or interacting material with the DA
strands [28-30].

Diouble stranded DA canalzo bind to a third strand under
acidic conditions to form a tnple heliz, alzo known as H-DINA
[31-3Z]. The bases of the third strand bind to the existing base
pairs wia Hoogsten base paining, where T binds to A ina nowvel
fashion and protonated C bindsto G, forming thetriplets T=AT
andg OG0 complementary sequence. Triple helices are not as
stable as duplex, and are thought to relieve torsional stress
caused by supercotling,

Modes of hinding of hicinorganic structures to DNA

A search using the Mucleic Acids database [34] produces 247
crystal and NMVE stnictures of DINA wath warious types of bind-
erz, from which ondy a handfil relates to any kind of bioinor-
ganic or metal-containing drg. Some examples of expenmen-
tal drug-DMA interactions using tranzstion metal compounds
includs Bu [35], Co [346], M1, Cu, £n [36], and rare-earths
cotrpounds [37], Since DHA offers many potential tinding
sites due to its size and complexity, coordination commpounds
are able to bind to DMNA wa two main interaction modes: ir-
reversble (covalent or coordination binding) and reversible
{interrintemlar assnriatint) The latter hinding mnde ran he
further divided into electrostatic interactions, grove hinding
and intercalation.

Covalent hinding

Coordration corpounds may exhibit a preference for a par-
ticular hinding rode or muclectide sequence depending on the
size and stape of the molecule, Cisplatin iz a well-known an-
titurmor drag winch principal target is DRA. It 15 tesponable
for the cure of ower 0% of testicular cancer [35] and playzsan
immporiant rolein the treatment of other kinds of cancer such as
ovaral, bladder, head and neclk, lymphomas and melanomas
[39]. Even though the great kmowledge aclueved, csplatin iz
orly effective in a limited mnge of cancer and also produce
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severe side-effects: offen causing severe nausea and vomit-
ing, bone marrow suppression and kdney toezicity, In spite of
that, cisplatin iz still one of the wotld' s best-selling anti cancer
drigs.

Tre action mechaniam of cisplatin has been extensively
studied as well as the solvation process that it suffers to pro-
duce tae “activated” molecules os-[PtCIHOWIHz ] and
cis-[PiH, O(MHE L] [39-46]. Antitumor activity of solvated
cisplatin dorives from its capability to formm bifunctional DRHA
cross-lnkes [47] The predomminant adducts forrned by cisplatin
with DA are guanine-guanine (GG) intrastrand cross-links
throughout the coordination of Pt to N7 of guanine (Figure
2y The coordination to M7 of guamines iz not surprising as
nitrogen MY atoms of purines are the most electron-dense and
accezsible sites m DMA for electrophilic attack by platinum.
They are expozed i the major groove of the double heliz, and
not inwolved in base pair hydrogen-bonding This particular
platimn-induced kink in the DNA iz considered to be the
critical lesion due to the chain of events that the biomolecular
tecogrition evertually prowokes in the cell [47-51].

Tre significant prevalence of intrastrand GG crossdinks
over a1y other adduct has been examined in the contesxt of
contributions of H-bonding, the electrostatics in the wicinity of
the binding aite, and the steric effects of adduct confonmation.
It has been argued that hydrogen bonding between the NH; of
the DA -cisplatin cormplex and U6 of a nearby guanine—not
possible for adenine—has a large impact on the adduct con-
figurat.on, being essential for stability and eventual cytotomc
actiwity [52-54].

Somne other platinum derivatives present a covalent inter-
action with DMA. Platinum (IV) complexes with octahedtal
geomety are believed to be reduced to platinum (10 in wiva
[55]. Gatraplatin ((OC -6-43)-bigacetatoarnrninedichlorocycl
chesplarmnine) platinurm, JW216) 13 the most successfil of the

Fig. 2. Cisplatin formns adducts with the N7 mtrogen from guarine
bases (sdapted from PDB entry code SLPV).
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platinum(I'V) complexes [56], on the other hand. iproplatin (cis-
dichloro-trans-dihydroxy-bis-isopropylamine  platinum(IV))
and tetraplatin (1.2-diaminocyclohexane tetrachloroplatinum
(IV)) [57] are also undergoing clinical development. A number
of multinuclear platinum complexes have also been developed
[58, 59], some of which have shown activity in both cisplatin-
sensitive and cisplatin resistant cell lines.

All mononuclear platinum complexes could form intra-
strand and interstrand adducts with DNA. When interstrand
lesion is formed, massive distortions of the B-DNA are ob-
served. Similarly, the intrastrand lesion, while it forms much
more readily than the interstrand lesion, 1t induces mutational
events via the distortion of its nucleic acid target [60]. These
detrimental issues have been addressed by a generation of di-
nuclear Pt complexes which possess two Pt (IT) centers, each
of which carries only one chloride ligand thus relegating each
Pt (II) capable of only one coordination event. Farrell and his
group designed and synthesized binuclear platinum (II) com-
plexes and studied their interactions with calf thymus DNA
and a small 49 base pair oligodeoxynibonucleotide, see Fig-
ure 2 [61]. Owing to the presence of the pyridyl ligands, this
compound induces a much higher degree of DNA unwinding
than that seen with either of the ammonia-bound complexes,
as well as the mononuclear trans-|PtCL-(py),]. Similarly, to
the mononuclear compound [(Pt(frans-(py),Cl),-u-(diammino-
butane)|** stabilizes B-form DNA while the other complexes
with amine groups mstead pyridine rings induce B-Z transitions
upon DNA binding. These alterations likely involve the ability
of [(Pt(trans-(py),Cl),-p-(diamminobutane)*" to undergo n-
stacking interactions upon DNA association which in turn, dis-
favors the Z-DNA conformation. Importantly, interstrand-cross
links formation is very efficient for all three complexes with
yields of 80%, 52%, and 41% for [(Pt{cis-(NH;),Cl);-p-(diam-
mmnobutane)]**, [(Pt(trans-(NH;),Cl),-u-(diamminobutane) J*',
and [(Pt{trans-(py),Cl);-pu-(diamminobutane)|** respectively.
Further, only Further, only [(Pt(trans-(INH,),Cl);-p-(chammi-
nobutane)** was capable of intrastrand adduction.

DNA binding of BER3464 was the formation of {Pt Pt} in-
ter-strand cross-links (IXL), expected to be structurally distinct
from those formed by cisplatin because each Pt unit will bind
to one strand of the DNA duplex [62]. For this compound the
crosslinks occur not only in the ““normal’ 5°-5" direction, since
the DNA helix is normally read from the 5’-side, but also in the
“‘opposite” antiparallel 3’-3"direction [63]. The directionality
is dependent on the nature of the cross-link. Interestingly and
according to Farrell, this 1s the unique example of anti-cancer
drugs behaving in this manner [64, 65].

Trinuclear platinum complex BBR3464 is one of the most
studied of this kind [66-69]. This com pound has shown a higher
poteney than cisplatin in vitro [70-72], while in vivo studies
have shown it to be effective towards human xenograft tumors
with intrinsic or acquired resistance to cisplatin [73]. In phase
IT clinical trials only partial responses have been observed with
cisplatin-resistant ovarian and non-small cell lung cancers [74].
Even though Phase T and IT clinical studies gave preliminary
indications of activity in melanoma, pancreatic, lung and ovar-
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1an cancers, further phase 11 studies have shown to have mini-
mal antitumor activity against gastric carcinomas, with sig-
mficant hematological toxicities encountered by patients, the
authors conclude that further studies with BBR3464 in gastric
or gastro-esophageal adenocarcinoma are not recommended
[75].

Groove binding

Molecules normally reach DNA through one of the grooves
and react to either the backbone or the nucleobases. Revers-
ible intermolecular associations such as electrostatic binding
occur due the interaction between cations with the negatively
charged phosphate backbone at the exterior surface of the DNA
helix [76]. Some of the most common ligands which have been
studied as intercalator are shown in Fig. 3.

Major groove

Ruthenium (II) polypyridyl complexes can bind by direct in-
teractions in either the major or minor groove of DNA due to
their great diversity in overall shape, size, hydrogen-bonding
potential, polarizability of ligands and charge. Even though if
the structure has an adequate intercalation motif. compounds
with bulky substituent preferentially occupy the major groove.
Examples of this kind of complexes include the ruthenium de-
rivatives with the ability to hydrogen-bond that appear to [avor
major-groove binding like A-[Ru(TMPLJ* (TMP = 3,4.7,8-
tetramethyl-1,10-phenanthroline) [77] and [Ru(phen),(11-(9-
acridinyl)dipyrido[ 3,2-a:20,30-c]phenazine)]** which present
a preference to intercalate on GC rich region of the major
groove than the AT rich one [78]. Copper compounds also
present this binding mode, like [Cu(ferrocenylmethylbis(2-py
ndylmethylamine)(dppz)|(ClO,), which shows dual chemical
nuclease activity involving both metal centers and displays
efficient photo-induced DNA cleavage activity in visible la-
ser light of 458 and 568 nm and also in red light of 647
nm within the photodynamic therapy (PDT) window [79] or
[Cu(salicylaldehyde-N(4)-phenylthiosemicarbazone) (dppz)]
which also present nuclease activity [79].

Tetracationic  triple helical supramolecular cylinder
|Fea(CysHygN 1 |Cl, was one of the first reported examples of
this type of complexes that interact with DNA major groove.
Major groove interaction was suggested by the DNA kinking
observed in atomic force microscopy (AFM) images of the
interaction between the helicate and plasmidic DNA pBR322.
The major groove binding was confirmed by NOESY experi-
ments [80]. Further studies of the interaction of this helicate
structure with DNA show that exist an enantiomeric preference
for the binding process that is reflected in the DNA deforma-
tion degree [81]. Binding strength and groove selectivity can
be modified adding methyl groups to the helicate that produce
width increase or lengthening of the structure. Increasing the
width reduces the DNA binding strength, the bending and coil-
ing effect and the groove selectivity of the enantiomers com-
pared with the parent compound, while the lengthening results
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Flg. 3. Some intercalating ligands mentioned in this review gy = pyridine, by = bipyridine, terpy = te
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ne, phen = phenanthroline, salal

i
= salicylaldelomde, pla = phenanthrene-9,10-dirune, dpp = 2,3-bisCd-pymdylpyrezine) | dppe = dipymdyl[3,2-a: 3} F-clphenamne, dap = 1,12-

diazaperilens

i1 DA interactions airralar to thoss of the parent compounds,
with a1 increased preference of the P erantiomer for the minor
groove indicating an enhancement of mode (P enantiomer of
these iron supramolecular helycates deviates polanzed light to
the 1eft) [82] Another exaraples of helicate stractures that pro-
vide cartain groove selectivity degree are the enantiomencally
pure dimclear compleses of the farm [Rus(l, 10-pheny L1+
and [Fu(bpy, L1014, where L1 = (CHM O=P0CH, 0 CH).
In contrast to the di4ron helicates, the phen cotrplezes show
DMNA sequence effects with A, AJ{Rug(phenkL 1% bind-
ing peferentially to GC and A, A{RuphenyL17% to AT
[E3].

Intercalation

Intercalation 12 distingushed by the insertion of generally pla-
narpo.yoyclic aromatic systems between the staclked base pairs
of D&, This interaction is stabilized by the overlap ofthe n-
clouds of the intercalator and the nearby micleobazes [34] and
caty ocour frorm sither the major [B5] or the minor grooye [86].
Intercalation increases the separation of adjacent base pairs,
atd the remalting helix distortion is conpensated by adust-
tnents in the sugar-phosphate backbone and, generally, by an
utrwinding of the duplex. These systetns have a planhar surface
area of approzimately 23 A% [87] and they must be positively
charged zo that electrostatic interactions can ocour between the
intercslating molecule and the negatively charged DA [35].
The incluzion of a metal center into the design of intercalating
cotrprunds gives nse toa greater range of geometric diversity

and stmctural flebility than any purely orgarmic molecules
can achieve.

Dme the remark