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Resumen

Dia con dia se busca la sintesis de nuevos compuestos con actividad antineoplasica que exhiban una
mayor actividad y una menor toxicidad en comparacién a los compuestos de platino que se usan
comercialmente. Entre las propuestas que mds destacan se encuentran los compuestos de cobre(ll),
entre otras razones debido a que dicho metal es esencial para nuestro organismo y estd involucrado
en diversos procesos bioquimicos y fisioldgicos, proponiéndose que pueden interaccionar
directamente con el ADN o mediante un proceso de estrés oxidativo.

Este trabajo es una contribucion al entendimiento del mecanismo de acciéon de dos familias de
complejos de cobre(ll) que presentan actividad bioldgica en células cancerosas: las Casiopeinas® y los
compuestos basados en tinidazol. Aqui se consideran tres enfoques diferentes que nos permiten
abarcar las oportunidades de accion de estos compuestos a un nivel bioldgico: (1) la interaccién con
especies reductoras tioladas, que lleva al estrés oxidativo celular; (2) la identificacidon de los 4&tomos
necesarios para la actividad bioldgica de los compuestos, llamado farmacéforo; y (3) la descripcidn del
primer sitio de reconocimiento cuando los complejos de cobre(ll) presentan una geometria
tetraédrica.

En la primera seccién se muestra el analisis de la reaccidn entre las Casiopeinas® y la especie tiolada
cisteina, conduciendo a la elucidacién de un intermediario no reportado mediante el uso de diversas
técnicas espectroscopicas que son soportadas por resultados computacionales. Dicho intermediario
de reaccién conduce a una transferencia electrdnica entre los atomos de cobre y azufre que resulta
en la formacion de un enlace disulfuro entre dos especies tioladas y en la reduccién del complejo hasta
un atomo de cobre(l). El conjunto de estos resultados lleva a la propuesta de un mecanismo para la
reaccion entre las Casiopeinas y la cisteina.

El siguiente apartado muestra la identificacidon de los 4tomos y enlaces que son significativos para
actividad bioldgica, es decir, el farmacdforo o sitio farmacoférico. Para ello se construyeron modelos
de Relacion Cuantitativa Actividad-Estructura (QSAR) que describen la relacion entre la actividad
bioldgica en lineas celulares Hela y HCT-15 de 31 compuestos de cobre(ll) con una serie de
descriptores topoldgicos atdmicos que derivan de la densidad electrénica. Los mejores modelos
muestran una estrecha relacién entre la actividad bioldgica y el momento dipolar y la deslocalizacidon
electrdnica en los enlaces C-N de los ligantes coordinados al metal, por tanto, se propone a dichos
enlaces como el farmacéforo de los compuestos de cobre(ll) estudiados.

Finalmente, con el fin de analizar la interaccién de los compuestos de cobre(ll) basados en tinidazol
con el ADN se realizaron dinamicas moleculares. Mediante este estudio se identificd que la geometria
tetraédrica en los compuestos conduce a una interaccién directa del metal con los &tomos de oxigeno
de los grupos fosfato de la cadena de ADN, siendo este el primer sitio de reconocimiento para la familia
de compuestos basados en tinidazol. Ademas, un andlisis de la conectividad entre los complejos y el
ADN permitié reconocer que la mayor contribucién en la interaccidon se da por los enlaces de
hidrégeno entre la Desoxirribosa y las secciones alifaticas del tinidazol.

Las tres aproximaciones nos dan detalle de cdmo pueden darse los fendmenos responsables de la
actividad bioldgica de los compuestos de cobre(ll) unido a atomos donadores de oxigeno y nitrégeno,
ya que por una parte se contribuye a la explicacion del estrés oxidativo en las célula, y por otra se
explica la interaccion directa de los compuestos con el ADN, ambos observados experimentalmente.
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1. Introduccion

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud™, cancer es un término genérico que designa un
amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo, y se caracteriza
por la multiplicacion rapida de células anormales que se extienden mas alla de sus limites habituales
y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros drganos, este Ultimo proceso se
denomina metdstasis y es la principal causa de muerte por cancer.

Ademas, se ha reportado que el cdncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial,
con casi 10 millones de fallecimientos en 2020?, divididos principalmente en los siguientes tipos:
pulmonar (1.8 millones), de colon (935 000), hepatico (830 000), gastrico (769 000) y de mama (685
000). Hablando de nuevos casos reportados en 2020, los principales tipos son: de mama (2.26
millones), pulmonar (2.21 millones), de colon (1.93 millones), de préstata (1.41 millones), de piel (no
melanoma, con 1.20 millones) y gastrico (1.09 millones).

El cdncer se desarrolla debido a factores genéticos sumados a agentes externos fisicos (como la
radiacion ultravioleta), quimicos (por ejemplo, los componentes del humo de tabaco y el arsénico) y
bioldgicos (tales como virus, bacterias y parasitos).

Dependiendo del tipo de cdncer, de una deteccién temprana y de un tratamiento adecuado, la
probabilidad de recuperacion puede aumentar. Sin embargo, el tratamiento para cada tipo de cancer
es muy especifico, en algunos casos es posible curarlo por completo y en otros se busca simplemente
prolongar la vida con cierta calidad. Actualmente, los tratamientos mds usados son radioterapia,
quimioterapia y/o cirugia.

Debido a que las terapias que se utilizan hoy en dia no son completamente efectivas en todos los
casos, o0 son tratamientos agresivos para el paciente, la quimica medicinal busca nuevas alternativas.

Desde el descubrimiento de la actividad antineopldsica del Cisplatino, un metalofarmaco, se ha
buscado un efecto similar o mayor con una menor toxicidad. Por lo cual, las propuestas de nuevos
farmacos estan dirigidas al uso de metales esenciales para nuestro organismo, entre los que se

encuentra el cobre.

A la fecha se han reportado diversos compuestos de cobre(ll) que presentan actividad frente a lineas
celulares cancerosas, entre ellos se encuentran aquellos que tienen ligantes donadores de nitrégeno,
aminodcidos y derivados de azoles, entre los que se encuentran las Casiopeinas® y los compuestos
derivados de tinidazol.

En este trabajo se pretende resaltar la importancia de conocer la interaccién entre un farmaco y su
sitio de reconocimiento, enfocdndonos en compuestos de coordinacion de cobre(ll) con actividad
antineopldsica, mediante el estudio de diversas dreas que comprenden su mecanismo de accién a
nivel bioldgico, y haciendo uso de técnicas computacionales.
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2. Antecedentes

A continuacion, se dard una breve resefia sobre los conceptos y datos histéricos que han conducido al
desarrollo de la Quimica Inorgdnica Medicinal, ademds de la importancia del uso de la Quimica
Computacional para el estudio de la interaccion entre farmacos y sus blancos. Un hecho importante a
resaltar es el descubrimiento del Cisplatino como agente anticancerigeno, y como éste fue el comienzo
del desarrollo de compuestos inorganicos con diversas propiedades bioldgicas, llegando al uso de los
compuestos de cobre(ll) como una propuesta prometedora en el tratamiento de cancer.

2.1 Quimica inorganica medicinal

La quimica inorgdnica medicinal se define como el campo concerniente a los iones metalicos en el
cuerpo humano, incluyendo los agentes terapéuticos y de diagndstico basados en metales, y también
la comprensién del metabolismo y modo de accién.”® Partiendo del hecho de que diversos iones
metdlicos cumplen funciones a nivel bioldgico, se ha estimulado el estudio de terapias o farmacos a
base de metales. Quimicamente hablando, los centros metadlicos, al estar cargados positivamente,
pueden unirse a regiones con un exceso de densidad electrdnica en las biomoléculas; de tal forma
que, los constituyentes de las proteinas y los acidos nucleicos ofrecen dichos sitios en donde los iones
metdlicos pueden unirse. A pesar de que la industria farmacéutica estd dominada por compuestos
organicos, el descubrimiento de la actividad del cisplatino como un tratamiento para el cancer ha
abierto un sin nimero de posibilidades para el estudio de complejos metalicos.

La acumulacidon de metales en el organismo puede conducir a efectos no deseados, por lo que es
importante considerar también la biodistribucidn y especificidad farmacoldgica. Es por ello que los
candidatos a farmacos deben demostrar respuestas fisioldgicas favorables en estudios in vitro e in
vivo; pero sobre todo, es crucial comprender el mecanismo de cémo los complejos metdlicos logran
sus actividades, lo cual también resulta util en el posterior disefio de nuevos compuestos con una
actividad mejorada./ Los avances en quimica de coordinacién medicinal dependen, en gran medida,
de entender tanto la termodinamica (estructuras y equilibrios) como la cinética y mecanismos de las
reacciones de los metales en complejos, especialmente bajo condiciones biolégicamente relevantes.”

Guo y Sadler®™ hicieron una recopilacién de los metales usados en medicina, abarcando desde su uso
en diagnodstico hasta su uso como agentes terapéuticos. Algunos de los compuestos que mencionan
son:

- Agentes de contraste en Resonancia Magnética: algunos contienen Gd", Mn" o Fe", debido al
gran nimero de electrones desapareados que contienen (7, 5 y 5, respectivamente, en alto
espin) y a los tiempos largos de relajacién del espin electrénico. Cuatro compuestos de Gd" han
sido aprobados para uso clinico: contienen los ligantes DTPA (Magnevist), DOTA (Dotarem),
BMA-DTPA (Omniscan) y HP-DOTA (Prohance), y son usados en la deteccién de anomalias en la
barrera hematoencefalica.

- Radiofdrmacos: se centran en los emisores de rayos y de alta intensidad, como *™Tc y °'Tl, en
el diagndstico de imagen se hace uso de *!In, ¢’Ga, *'Co, **Cr y '**Yb, mientras que en el caso
de terapias se utilizan emisores 8 como #Sr, 1>3Sm y !8Re. Algunos radiofarmacos de **"Tc se
utilizan en diagndstico clinico, por ejemplo, el complejo [**"Tc"(dl-hm-pao)], comercialmente
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conocido como Ceretec, que es un agente de obtencidon de imdagenes de perfusidon cerebral
aprobado para la evaluacidn de accidentes cerebrovasculares.

- Agentes antiinfecciosos: debido a su actividad en bajas concentraciones y su poca toxicidad, la
plata y sus compuestos se han utilizado como agentes antimicrobianos, por ejemplo, la
sulfadiazina de plata(l), que se utiliza como agente antimicrobiano y antifungico. Dos complejos
de SbY, el antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime) y el estibogluconato de sodio
(Pentostam), son usados en el tratamiento de leishmaniasis, enfermedad causada por parasitos
intracelulares.

- Sistema Cardiovascular: el complejo de Fe", de bajo espin, con nitroprusiato sédico se utiliza
para disminuir la presién sanguinea en humanos. Su efecto hipotenso es notable después de
segundos de la administracion obteniendo la presidon deseada después de uno o dos minutos.
Es util también en casos de hipertensidn de emergencia, ataques al corazén y cirugias.

- Agentes anticdncer: los complejos de platino son los farmacos que mas se utilizan en el
tratamiento de cancer. Se han aprobado para uso clinico cuatro compuestos inyectables de Pt":
Cisplatino [Pt(NHs),Cl;], Carboplatino [Pt(NHs),(CBDCA-O,0’)], Nedaplatino (complejo con
glicolato) y el Oxaloplatino (complejo con oxalato, I-OHP, con R,R-1,2-diaminociclohexano,
DACH). Estos farmacos son efectivos en combinacién con quimioterapia en casos avanzados de
cancer de pulmodn, de colon y de ovario.

Haciendo un recuento histérico, Thompson!! propone que las moléculas que han sido clave en el
desarrollo de terapias y diagndsticos basados en metales son las que se muestran en la Tabla 2.1, cabe
mencionar que algunas de ellas ya no estan en uso clinico pero la mayoria de ellas lo esta hoy en dia.

Aio Compuesto Funcion
1780 Subsalisalato de Bismuto (PeptoBismol) Dispepsia
1890 Dicianuro de potasio y oro(l) Antibacterial
1910 Arsfenamina Sifilis
Sulfato de Bario Contraste en Rayos X
1949 Carbonato de Litio Transtorno bipolar
1961 Pertecnectato *°"Tc Diagnéstico de cancer de tiroides
1971 Cisplatino Cancer testicular
1980 Auranofina Artritis reumatoide
1988 Magnevista Contraste en Imagen por Resonancia Magnética
1997 153Sm-EDTMP Alivio del dolor del cancer de hueso
2004 Carbonato de lantano Enfermedad renal en etapa terminal

Tabla 2.1. Moléculas clave en el desarrollo de los agentes terapéuticos y de diagndstico basados en metales.

En definitiva, el acontecimiento mas significativo hasta el momento ocurrié en 1970, cuando
Rosenberg y VanCamp descubrieron al Cisplatino como un agente terapéutico para diversos tipos de
cancer.[*® En la actualidad, el Cisplatino, cis-diamindicloro-platino(ll) o [cis-Pt"(NH3),Cl,] (Figura 2.1),
es uno de los farmacos contra cancer mds usados en distintos tipos de la enfermedad, principalmente
en cancer testicular con una efectividad superior al 90%.1 Se sabe que este farmaco ingresa a la célula
por difusidn pasiva, y que su citotoxicidad se debe a los enlaces covalentes cruzados que forma con el
ADN, generando asi una distorsion completa en la hélice que resulta en la inhibicidn de la replicacion
y transcripcién.®!

Sin embargo, el éxito clinico del cisplatino esta limitado por sus efectos secundarios y a una resistencia
adquirida o intrinseca.[ Eso ha conducido al disefio de nuevos agentes basados en platino buscando
mejorar su actividad bioldgica, a la fecha algunos de ellos ya estan en uso.
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Figura 2.1. Cisplatino y sus derivados usados en el tratamiento de cancer.

Los compuestos de platino que han mostrado actividad antitumoral deben tener dos ligantes amino
en posicidn cis, ya que los isémeros trans han mostrado ser clinicamente ineficaces.”! Por ejemplo, el
Carboplatino (cis-diamino(ciclobutano-1,1’-dicarboxilato-O,0’)platino(ll), representado en la Figura
2.1), ha logrado reducir la toxicidad pero muestra resistencia cruzada con el Cisplatino.l*! El caso del
Oxaliplatino (trans-L-diamino(ciclociclohexano-oxalato)platino(ll), representado en la Figura 2.1),
mostro falta de resistencia cruzada; ademas en Estados Unidos se ha usado para tratar el cancer de
colon y fue aprobado para usarse en Europa y China.[*%12

Como resultado de la toxicidad del platino(ll), se buscaron alternativas con otros centros metalicos,
como el rutenio y el oro. En el caso de rutenio, muchos compuestos en estados de oxidacidn 2+ o 3+
han mostrado actividad antitumoral, especialmente en cdnceres metastasicos debido a que
interfieren con la actividad colagenolitica de tipo IV y reducen el potencial metastdsico de los tumores.
Los complejos de Ru" mas estudiados son el Natrans-[Ru(Im)(MeSO)Cl;] (NAMI) y su analogo
(ImH)trans-[Ru(Im)(Me,SO)Cls] (NAMI-A).[23!

Hablando de los complejos con oro(l), ademas de ser utiles en el tratamiento de artritis reumatoide,
han mostrado actividad antitumoral in vivo en algunas lineas celulares resistentes al Cisplatino, por
ejemplo los complejos de Au' con los ligantes 1,2-bis(difenilfosfino)etano y 1,2-
bis(dipiridilfosfino)etano. En este caso, su citotoxicidad se debe a su habilidad de alterar la funcién

"también son buenos

mitocondrial e inhibir la sintesis de proteinas. Ademas, algunos complejos de Au
candidatos como agentes anticancer, por ejemplo con ligantes multidentados como etilendiamina y

dietilendiamina®, o ligantes bispiridil como la bipiridina!®®.

Sin embargo, ninguno de estos metales es esencial para nuestro organismo y, por tanto, no se tienen
mecanismos de homeostasis a nivel biolégico. Por ende, hoy en dia es comun el uso de agentes
terapéuticos que en su conformacién tengan metales esenciales para el organismo, reduciendo en
gran medida la toxicidad que pudieran generar y contribuyendo a una facil excrecidn del organismo.
Recientemente la investigacidn en compuestos antitumorales se ha enfocado en metales esenciales
como hierro, cobalto, manganeso y cobre.[*’-24 E| metal esencial objeto de este trabajo es el cobre, el
cual se abordara en la siguiente seccion.
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2.2 Cobre

La configuracién electrénica del dtomo de cobre tiene un solo electréon fuera de la capa 3d
completamente llena, es decir, es [Ar] 4s' 3d™. Al tener dicho acomodo electrénico, podemos pensar
en dos estados de oxidacion preferidos: 1+ y 2+. La estereoquimica de los estados de oxidacién mas
importantes del cobre se muestra en la Figura 2.2. Algunos ejemplos para estos estados de oxidacidn,
con su geometria, son:

- Cu': tetraédrica, como Cul(s) y [Cu(CN)4]*.
- Cu": cuadrada plana, como CuOy), [Cu(py)s]** y [CuCls]*; octaedro distorsionado con dos
enlaces trans mas grandes, como [Cu(H,0)s]** y CuCly); y tetraédrica, como [Cu(tnz),Br2].

A
A A,
A—Cu— A A= alA Cu A
Cobre(l) —Cu— —l g Cu* \
A A
A7 VA A
Lineal Trigonal Tetraédrica Pentacoordinada
NC= 2 NC=3 NC= 4 NC=5
A
A A A
7z,
A, \A “ ' l i\\\A | ‘\\\A
(I TREE Cu R A----Cu‘
N/ £ | A | YA
A A
A A
Cuadrada y rémbi . »
ua rjoSlZn;Orm ica Tetraédrica comprimida Bipiramide trigonal B'pgiasgfjot:gg:al
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: | &
bre(ll Al A AW Sy A:CU:A I;C“Q‘A
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Figura 2.2. Geometrias preferidas por el cobre(l) y (Il), donde A= ligante y NC= numero de coordinacion del
centro metélico. Replicada de Tisato, et al.[?%]

Los compuestos de cobre(l) son diamagnéticos y, a excepcidon de que el anién o las bandas de
transferencia de carga den el color, son incoloros. Los mas comunes son con ligantes halogenuro o
aminas, con una geometria tipica tetraédrica.!¢!

Las estabilidades relativas de los estados Cu' y Cu" pueden indicarse a través de los potenciales:
Ecuacion 1

Cu* +e™ - Cu E® =052V

Ecuacion 2

Cu*t +e” - Cut E° =0.153V

Desde los cuales podemos ver que:
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Cucsy + Cu** - 2Cu* E°=-0.37V Ecuacién 3

[Cu*]?
K = m = ~106

Sin embargo, estas estabilidades relativas dependen en gran medida de la naturaleza de los aniones o

ligantes presentes, y varian considerablemente con el disolvente o la naturaleza de los atomos vecinos
en un cristal.l?®!

El ion Cu' existe sélo a bajas concentraciones (<102 M) en solucién acuosa. Para que los compuestos
de cobre(l) sean estables en agua deben ser altamente solubles, como CuCl o CuCN. Dicha
inestabilidad en agua se debe en gran medida a grandes valores en las energias reticulares y de
solvatacién, ademas de las grandes constantes de formacién para los complejos de Cu", lo que resulta
en la inestabilidad de los compuestos idnicos derivados de Cu'. La mayoria de los compuestos de Cu'

se oxidan rapidamente a Cu", pero la oxidacion al siguiente estado, Cu"

, es dificil. Por tanto, la quimica
en solucién del ion Cu" estd muy bien definida, existiendo una gran variedad de sales solubles en agua,

como Cu(NOs), y CuSOs, y complejos formados con dicho ion, como [Cu(H20)e]?*.[2¢!

Se identifica un ambiente con simetria cubica (por ejemplo, una geometria octaédrica o tetraédrica)
como consecuencia de la configuracién d° en un d&tomo de Cu'", sujeta a distorsiones. Hablando de una
geometria octaédrica, la distorsidn caracteristica indica que el cobre estard unido a cuatro enlaces
cortos Cu-L en el plano, y a dos enlaces trans elongados. Este fendmeno es conocido como efecto
Jahn-Teller.1?®!

A diferencia de los compuestos incoloros de Cu', la disolucidn de sales de Cu" en medios &cidos da
lugar a la formacién del ion con agua que presenta un color azul-verdoso ([Cu(H20)6)?*). Al afiadir
ligantes a esta especie podemos llevar a cabo la formacidn de complejos, mediante la sustitucién de
las moléculas de agua. Incluso, ligantes multidentados que se coordinan al cobre a través de atomos
donadores como Oy N, como es el caso de aminodcidos, pueden conducir a la formacién de complejos
considerablemente estables. %!

Los compuestos de cobre pueden catalizar una increible variedad de reacciones: heterogéneas,
homogéneas, en fase vapor, en solventes orgdnicos, y por supuesto, en solucidn acuosa. Muchas de
estas reacciones, especialmente en solucidén acuosa, involucran procesos de oxidacidn-reduccidn, es
decir, un par redox Cu'-Cu". En algunos de estos casos se utiliza oxigeno molecular como oxidante, por
ejemplo, en la oxidacidn catalizada por cobre del acido ascdrbico y en el proceso Wacker. Ademas, el
cobre(ll) es muy importante en aspectos bioquimicos.?®

El cobre es un cofactor esencial y/o un componente estructural en muchas enzimas importantes en
las plantas y animales, prueba de ello son las enzimas que dependen de el y participan en diversos
procesos bioldgicos y que se muestran en la Tabla 2.2.127

La deficiencia nutricional de cobre da lugar a problemas como anemia, neuropatias y deterioro en la
respuesta inmune. Mientras que la ingesta de cobre en grandes cantidades puede provocar nausea,
vomito, dolor de cabeza, diarrea, anemia hemolitica, hemorragia gastrointestinal, falla en el higado y
rifién, incluso la muerte.?”!

La presencia de cobre en el cuerpo esta relacionada a dos padecimientos importantes, el primero de
ellos corresponde a la enfermedad de Menkes, que se debe a la deficiencia genética de cobre;
mientras que el segundo, corresponde a la enfermedad de Wilson, generada a partir de una
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sobrecarga genética de cobre. Ademas, las alteraciones en los procesos de excrecidn del cobre han

sido asociadas con enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson y la enfermedad de

Huntington, aunque el rol exacto del metal atin no est claro.?”!

Enzima Funcién
Citocromo c oxidasa Fosforilacidn oxidativa
Cu,Zn superodxido dismutasa (SOD1) Desintoxicacion y sefializacién del superdxido
Ceruloplasmina (Cp) Ferroxidasa
Lisil oxidasa (LOX) Reticulacién de colageno y elastina
Tirosinasa Sintesis de melanina
Dopamina-B-monoxigenasa (DBM) Sintesis de noradrenalina
Enzima a-amidante de peptidilglicina (PAM) Activacién de hormonas peptidicas
Cobre amina oxidasa Desaminacion de aminas
Hefestina Ferroxidasa
Factores de coagulacion V y VI Coagulacién de la sangre

Tabla 2.2. Enzimas dependientes de cobre en mamiferos.

Homeostasis de cobre celular

Las células han creado mecanismos para regular la concentracién de cobre presente en ellas, tomando

en cuenta la concentracién requerida a nivel celular y la potencial toxicidad del metal. Muchos de los

componentes involucrados en la homeostasis del cobre celular son bien conocidos, estos incluyen

transportadores que se encargan de mediar la captacién y salida de cobre, biomoléculas que

secuestran y almacenan cobre, y proteinas especializadas llamadas chaperonas que guian al cobre a

enzimas que dependen de él o a organelos que lo requieran. La Tabla 2.3 muestra las principales

proteinas involucradas en la homeostasis del cobre.?”!

Proteina Funcién
Receptor transportador de cobre 1 (Ctrl) Captacién
Receptor transportador de cobre 2 (Ctr2) Captacién
Transportador metdlico divalente 1 (DMT1) Captacién
Chaperona para superodxido dismutasa (CCS) Trafico intracelular
ATOX1 Trafico intracelular
Cox17 Trafico intracelular
Glutation (GSH) Trafico intracelular, almacenamiento y
desintoxicacién
Metalotioneinas (MT) Almacenamiento y desintoxicacion
ATP7A Exportacion
ATP7B Exportacion

Tabla 2.3. Proteinas involucradas en la homeostasis del cobre en mamiferos.

La acumulacién de cobre en el citosol induce un riesgo de dafio oxidativo mediado por cobre y la unidn

de cobre a biomoléculas esenciales. Sin embargo, se ha calculado que en condiciones fisioldgicas la
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concentracion de cobre libre en las células es de aproximadamente 10 M, lo que significa menos de
un ion cobre libre por célula. Esta baja concentracion de cobre libre se mantiene debido a la unién del
metal a metalotioneinas (MTs) y a ligantes de bajo peso molecular como glutatién (GSH). MTs y GSH
también son las moléculas que mas se involucran en el secuestro y almacenamiento del exceso de
cobre intracelular. Ademas, se ha sugerido que la mitocondria contribuye a la capacidad

amortiguadora del cobre celular.!?”]

El tripéptido glutation es la molécula tiolada con bajo peso molecular mas abundante en células,
estando presente en concentracion milimolar. Ademads, el GSH es esencial para la desintoxicacion de
especies reactivas de oxigeno, también ayuda a mantener el potencial de reduccidn de tiol celular en
un estado fuertemente reducido y participa en la regulacién y sefalizacidon redox. También ha sido
ligado al transporte y la desintoxicacion de iones metdlicos, incluyendo el cobre. De hecho, la mayoria
de cobre citosdlico estd unido a GSH, y se cree que el cobre en forma de complejo Cu'-GSH es un
contribuyente importante a la reserva intercambiable de cobre en el citosol. Sumado a eso, el GSH
puede participar en la homeostasis del cobre celular regulando las actividades de las proteinas
transportadoras de cobre, tales como ATP7A y ATP7B mediante glutationilacién/deglutationilacion.?”!

Compuestos antineopldsicos de cobre

La actividad citotdxica de un complejo metalico, que se relaciona en gran medida con su actividad
antitumoral, es controlada por la identidad del metal, su estado de oxidacidn y las propiedades de los
ligantes coordinados; sin embargo, en la mayoria de los casos, solo uno de dichos factores domina.[?®
En el caso del cobre, la geometria adoptada dependera en mayor medida de los ligantes coordinados
al centro metdlico ya que éste puede unirse facilmente a 4tomos donadores como O, N y S. Algunos
trabajos!?%232>28 han recopilado los compuestos antineopldsicos de cobre reportados en los Gltimos
40 afios, clasificandolos de acuerdo con los ligantes coordinados en cinco grupos; a continuacion, se
resaltan algunos ejemplos significativos de cada grupo citados en dichos trabajos y se esquematizan
en la Figura 2.3:
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Figura 2.3. Ejemplos de compuestos antineoplasicos de cobre.[21.23,25.28]
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1. Tiosemicarbazonas

Se ha reportado la actividad anticancerigena de los compuestos tiosemicarbazonas desde los afios 60s
(Figura 2.3-A y B), eso condujo al disefio de compuestos con cobre (Figura 2.3-C) unidos a ligantes
derivados de ellos que inhiben la proliferacion de tumores en diversas lineas celulares, como CCRF-
CEM de leucemia linfoblastica y HT-29 de adenocarcinoma de colon, con una concentracién mucho
menor (Clso= 0.004-1.51 pM en HT-29) a las del ligante solo (Clso = 0.011-2.22 uM en HT-29).?%

2. Bases de Schiff

La nimesulida (Figura 2.3-D) ha mostrado ser un buen inhibidor de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), por lo
cual se han disefiado derivados (Figura 2.3-E) y complejos de cobre con ellos (Figura 2.3-F). En este
caso se analizd la inhibicidn del crecimiento de lineas celulares tumorales pancreaticas BxPC-3 (COX-
2 positivo) y MiaPaCa (COX-2 negativo), resultando en que el complejo inhibe el crecimiento en mayor
medida (Clso = 3-26 UM para COX-2 positivo y Clso = 5-9 UM para COX-2 negativo) en comparacion al
ligante solo (Clso = 35 uM para COX-2 positivo y Clso > 100 uM para COX-2 negativo).E%

3. Donadores de N como Imidazol y sus derivados

Al identificar que el complejo [trans-bis(acetato)bis(imidazol)] de Cu" (Figura 2.3-G) tenia una fuerte
actividad antitumoral en la linea celular B16 de melanoma murino®®Y, se han probado distintos
complejos derivados del imidazol, benzimidazol, pirazol y triazol, una familia de compuestos organicos
que presentan diversas actividades a nivel bioldgico.

El benzimidazol presenta actividad antibacterial, antiviral, anticAncer y antifungica. Uno de sus
derivados, el 2-(4-tiazolil)benzimidazol o tiabendazol (HTBZ), y su especie coordinada al cobre, el
[Cu(HTBZ)2(NOs)2] (Figura 2.3-H: especie con cloro en lugar de nitro), ha sido probado en lineas
celulares humanas de carcinoma de lengua (CAL-27) y melanoma de piel (SK-MEL-31), mostrando una
mejora significativa cuando el centro metalico estd presente.?!

En el caso del pirazol, se reportaron complejos de Cu"y Zn" con el ligante 2-[1-(naftalen-1-ilmetil)-1H-
pirazol-3-il]piridina y ClO4 (Figura 2.3-1); para los cuales, el complejo de cobre mostré mayor afinidad
con el ADN y mayor citotoxicidad en lineas celulares humanas de leucemia (HL-60), cancer de
estébmago (BGC-823) y cancer de mama (MDAS5), comparado con el ligante solo y el complejo de
zinc.®® Sustituyendo el ClO4 por NOs en el complejo de Cu", se evaluaron 6 lineas celulares mas (HL-
60, PC-3M-1E8, BCG-832, MDA, Bel-7402 y Hela) mostrando concentraciones inhibitorias
considerables y especificidad citotdxica.?

4. Fosfinas

El primer compuesto introducido en el ambito medicinal fue el Auranofin, trietilfosfino de (2,3,4,6-
tetra-6-acetil-1-tio--D-glucopiranosato-S) de oro, Util en el tratamiento de artritis reumatoide.®"
Posteriormente, se demostré que también presentaba actividad citotdxica y antitumoral.*® Se ha
reportado que los compuestos con la férmula [M(P-P),][Cl] (donde M= Au', Ag'y Cu", y P-P puede ser
1,2-bis(difenilfosfino)etano, 1,2-bis(difenilfosfino)propano, 1,2-bis(difenilfosfino)etileno) muestran
actividad citotdxica en lineas celulares de leucemia murina (P388), melanoma (B16) y sarcoma de
células de reticulo (M5076).27 En el caso de los complejos de cobre derivados de propano y etileno se
observd que su actividad es comparable a la del ligante solo, sin embargo, es hasta 20 veces mas
potente que sus analogos con Au'. Un derivado de etano (Figura 2.3-J) ha mostrado gran actividad
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citotéxica en células de carcinoma de pulmén (H460), con Clsg comparables al farmaco Adriamicina,
un agente intercalante en el ADN.

5. Donadores de N como fenantrolina y bipiridina

Desde los afos 70s se ha estudiado a detalle la actividad nucleasa del complejo bis-1,10-fenantrolina
con cobre(ll) (Figura 2.3-K), identificando que la presencia de agentes reductores y oxigeno molecular
son esenciales para el proceso.® Posteriormente, se identificd que dicho complejo induce apoptosis
en lineas celulares de carcinoma de higado (Bel-7402), y tiene una potente actividad citotdxica en
lineas celulares de leucemia (HL60) y de estdmago (SCG-7901), inhibiendo hasta un 90% el crecimiento
celular.’®¥4% Con el fin de buscar una mejor actividad, se disefiaron algunos derivados del complejo bis
de fenantrolina, como los compuestos [Cu(2-Clip-phen)]** y [Cu(3-Clip-Phen)]?* (Figura 2.3-L y M,
respectivamente), en donde se puentean los ligantes aromaticos mediante un grupo serinol*¥, o
aquellos en donde se sustituye una de las fenantrolinas por otros ligantes donadores de oxigeno o
nitrégeno, como acido salicilico, acido malénico, acido acético (Figura 2.3-N), aminoacidatos, etc.; o

en su defecto, reduciendo la aromaticidad de la fenantrolina al sustituirla por el ligante bipiridina*243!,

Estos reportes abrieron un nuevo panorama en el estudio de compuestos derivados de 1,10-
fenantrolina y de bipiridina que presentan actividad nucleasa, citotdxica, antitumoral y antineoplasica;
ejemplo de ello son los compuestos de cobre que se utilizan en este trabajo, los cuales pueden
clasificarse dentro de los grupos 3y 5, y se mencionan en seguida.

En este trabajo se estudiaron dos familias diferentes de complejos con propiedades importantes en
comun, como: el metal y su estado de oxidacidn, la coordinacidn a ligantes donadores de nitrégeno, y
una actividad bioldgica que sugiere su accién directa sobre el ADN o mediante la generacién de
especies reactivas de oxigeno. Primero se hablard de los compuestos de la familia Casiopeinas®,
creados desde los afios 80s, para posteriormente hablar de unos compuestos que estan basados en el
ligante orgdanico Tinidazol, reportados recientemente pero que hasta el momento han mostrado
resultados prometedores en su accién con el ADN.

Casiopeinas®

Consisten en una familia de compuestos de Cu" con geometria plano cuadrada ligeramente
distorsionada, que tienen la férmula general [Cu(N-N)(O-O)]NOs o [Cu(N-N)(O-N)]NOs (Figura 2.4), y
que han sido patentados bajo el nombre de Casiopeinas®, donde N-N son ligantes bidentados
donadores de nitrédgeno (o diiminas), 0O-O son ligantes bidentados donadores de oxigeno, y O-N son

ligantes bidentados donadores de oxigeno y nitrégeno.#4*7]

El disefio de las moléculas se basé en tres factores principales: (a) utilizar un metal esencial con el fin
de disminuir la toxicidad, (b) buscar la coordinacién a ligantes quelatos que favorecieran una
configuracion cis para el centro metalico, y (c) considerar diferentes grados de hidrofobicidad, con el
fin de favorecer la absorcidn y distribucidn a nivel bioldgico. En el caso de los donadores N-N,
etiquetados como ligante primario, se eligieron la 1,10-fenantrolina (Figura 2.4-A) y la 2-2’-bipiridina
(Figura 2.4-B y C) y sus derivados sustituidos, siendo la diferencia entre ellos un ciclo aromatico que
pudiera beneficiar en el proceso de interaccién con el ADN. Para los donadores O-N, etiquetados como
ligante secundario, se eligieron a-L-aminoacidos o péptidos (Figura 2.4-A) debido a su baja toxicidad
y gran afinidad al cobre ya unido a los ligantes primarios. Y, en cuanto a los donadores O-O, como una
alternativa de ligante secundario, se eligieron el acetilacetonato (Figura 2.4-B) y el salicilaldehidato
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(Figura 2.4-C), debido también a su afinidad al cobre unido a los ligantes primarios y a su capacidad de
modular las propiedades 6xido-reduccién del centro metalico.!?®!

~ (A) (B) (€)
R2 R3 R1 R2
R1 R2
O 2 N\Cu/N
N\Cu/N o’ o
oo |
HyC - CH;

Figura 2.4. Estructura general de los compuestos de cobre(ll) de la familia Casiopeinas®.

Esta familia de compuestos ha sido estudiada en modelos in vitro e in vivo, mostrando actividad

antiproliferativa®®, citotéxica*, citostatical®, genotdxical**>Y y antitumoral®?>4

, proponiéndolos
como una alternativa prometedora en comparacion al Cisplatino (debido a una mejor concentracién
inhibitoria 50, éstos datos son presentados en la Tabla 5.10). Hoy en dia, para esta familia de
compuestos se realizan estudios en Fase Clinica | (con pacientes en etapa terminal). Hasta el momento
se han desarrollado 5 generaciones de esta familia de compuestos con base metélica de Cu'",
cambiando los ligantes secundarios por ligantes neutros (etilendiamina, 2-aminoetil benzimidazol y
4,5-dimetil-o-fenantrolina), ligantes con actividad biolégica (indometacina y curcumina), y ligantes

tridentados de tipo Bases de Schiff y sus derivados hidrogenados.

Respecto a la actividad antitumoral in vivo, se ha probado principalmente en modelos murinos (L1210,
$180, B16 y Lw1), en gliomas murinos (C6) y en modelos de tumores xenograficos como carcinoma de
colon (HCT-15), mostrando excelentes resultados e identificando que la sustitucidon en los grupos
diimina modifica notablemente la actividad biolégica. Desafortunadamente, el modo de acciéon de las
Casiopeinas® aun sigue sin ser completamente elucidado. Algunas evidencias sugieren que la actividad
se debe a que los compuestos son capaces de inhibir la proliferacién celular y producir muerte celular
por apoptosis en modelos de tumores como meduloblastomas, HCT-15 y glioma murino C6.[8!

Las dos propuestas que dominan en la explicacién del mecanismo de accién de las Casiopeinas® son:
(1) Un proceso de estrés oxidativo, en donde se observa la disminucién en los niveles de glutatién
reducido en las células como consecuencia de la generacidon de especies reactivas de oxigeno
mediante una reaccién tipo Fenton del compuesto de Cu'" en presencia de agentes reductores,
generando asi el dafio mitocondrial y muerte celular.> (2) La interaccién directa de los complejos con
el ADN, mediante procesos de intercalacidn en el surco menor y la interaccion con los grupos fosfato

de la hélice, siendo fundamental la presencia del centro metalico y del ligante primario.>¢°7!

Este trabajo busca seguir contribuyendo al entendimiento del mecanismo de acciéon de las
Casiopeinas®, puesto que se perfilan como una propuesta bastante favorable en el tratamiento de
distintos tipos de cancer. Los resultados relacionados con esta familia de compuestos se discutirdn en
las secciones Oxidacién de cisteina por complejos de cobre(ll) y Determinacién del Farmacéforo.
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Compuestos basados en Tinidazol

Estudios in vitro han mostrado que el etil-(5-nitro-2-metil-1-imidazolil)etil sulfona, mejor conocido
como tinidazol (tnz) (Figura 2.5-A), presenta actividad contra protozoos patégenos (como
Trichomonas vaginalis, Entamoeba histolytica y Giardia duodenalis), bacterias anaerobias (como
Bacteroides fragilis y Clostridium difficile) y la bacteria microaerofilica Helicobacter pylori. Ademas, ha
mostrado tasas de curacion mayores al 90% en el tratamiento de pacientes con tricomoniasis,
giardiasis, amebiasis y absceso hepatico amebiano. Comparando el tinidazol con su analogo el
metronidazol, en el caso de tricomoniasis ambos tuvieron una efectividad similar, pero en el caso de
giardiasis y amebiasis el primero fue significativamente mds efectivo que el segundo. Algunos de los
efectos secundarios debido a su ingesta incluyen un sabor amargo, nausea, malestar abdominal,
anorexia, vomito y fatiga.l>®!

En el afio 20145 se reportd la sintesis de cuatro compuestos derivados de tinidazol y CuCly, ZnCl, y
ZnBr,, en donde las estructuras resultantes estan conformadas por el centro metdlico coordinado a
dos halégenos (bromo o cloro) y a dos ligantes tnz unidos mediante el nitrégeno del imidazol,
presentando una geometria tetraédrica. En el caso de la reaccidn con cloruro de cobre, se aislaron dos
conférmeros: el producto cinético (Figura 2.5-C) distinguido por un color verde, en donde la cadena
flexible del tnz se encuentra extendida; y el producto termodinamico (Figura 2.5-D) de color amarillo
y con una conformacién doblada en uno de los ligantes tnz debido a una interaccién intramolecular
de tipo 1t entre el par libre del atomo de oxigeno del grupo sulfona (S=0) y el anillo imidazol. Dicha
interaccion fue confirmada mediante un andlisis de difraccion de Rayos X, cdlculos de estructura
electrdnica y del potencial electrostatico.

Posteriormente, en el afio 2017, se sintetizaron mas derivados de la misma familia con cobalto(ll),
cobre(ll) y zinc(ll) y se analizé su actividad antihelmintica in vivo e in vitro.'®® En los estudios in vitro,
gusanos monogénicos de tipo dactylogyridae fueron expuestos al tnz y los compuestos de
coordinacion derivados, mostrando que el ligante solo no presentaba actividad y que la concentracién
efectiva media era menor en el caso de los compuestos de cobre, en comparacion a los de cobalto y
zinc. Para los estudios in vivo se utilizaron peces infectados con dactylogyridae a los cuales se
administraron los complejos [Cu(tnz),Br,] (Figura 2.5-B), [Zn(tnz);Br;] y el tnz solo; en este caso, el
compuesto de cobre mostré mejor actividad.

(A) B) ©)

>;<
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» <~ FK
[Cu(tnz),Bry) [Cu(tnz),Cl,] cinético [Cu(tnz),Cl,] termodinamico
Tinidazol Complejo 1 Complejo 2 Complejo 3

Figura 2.5. Estructura del ligante tinidazol (tnz) y compuestos de cobre(ll) basados en tinidazol.

De igual forma, se realizaron estudios de electroforesis en gel para identificar el daifio al ADN mediante
una reaccion tipo Fenton por los compuestos de Cu" basados en tnz. Los resultados mostraron que
puede producirse un dafio de hasta el 90% al ADN mediante la generacién de especies reactivas de
oxigeno. Los valores de concentracion efectiva para el daifo al ADN (CEsg) fueron de entre 1.04 hasta
3.33 uM en presencia de H,0,. Ademas, se realizé un ensayo de viabilidad celular identificando que
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los compuestos de Cu" muestran actividad en las lineas celulares de adenocarcinoma de colon
(SW620) y adenocarcinoma de mama (MCF-7), a una concentracion de 50 uM. El compuesto

[Cu(tnz)2Br;] y su analogo [Cu(tnz),(u-Cl)Cl]; mostraron los mejores valores de citotoxicidad en la linea

celular MCF-7, con 28.9 y 9.2 uM respectivamente.[®%

Todos los trabajos reportados y el hecho de tener un compuesto de Cu' en una geometria tetraédrica,
no tipica para dicho estado de oxidacién, fueron las razones principales para elegir esta familia de
compuestos como objeto de estudio para su interaccidn con el ADN. Los resultados de este analisis se
discutirdn en la seccidn Interaccidon de complejos de cobre(ll) tetraédricos con ADN.

2.3 Quimica medicinal computacional

El rapido desarrollo del cdmputo ha permitido su uso en la resolucidon de ecuaciones matematicas
complejas y analizar desde un punto de vista cudntico estructuras y propiedades fisicas de compuestos
conocidos, desconocidos, estables o inestables. Incluso, algunas veces los resultados computacionales
pueden superar en precisién a los experimentos debido a los errores en el trabajo experimental.l®” En
el caso de la quimica medicinal y el disefio de farmacos asistido por computadoras, la creacién de
paguetes con un ambiente grafico ha permitido visualizar en tres dimensiones las interacciones entre
un ligante y su blanco o su sitio de reconocimiento. Un ejemplo mas especifico es el uso de software
que evalla las interacciones ligante-blanco antes de sintetizarlos, facilitando asi el proceso de creacidn
de un nuevo farmaco mediante la sintesis de sélo los compuestos mds prometedores, y por supuesto,
reduciendo costos experimentales.[®?

Diversas son las estrategias computacionales que se utilizan en quimica medicinal, a continuacion se
mencionan brevemente algunas de ellas y se incluye la Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas
debido a que este trabajo busca posicionarla como una herramienta mas en el estudio de la
interaccidn entre un ligante y un blanco.

1. Mecéanica molecular: Dindmica molecular

La mecanica molecular es uno de los métodos mds populares para obtener modelos de sistemas de
interés bioldgico, puesto que es sencillo de usar y requiere considerablemente menos tiempo de
cémputo. Los programas de Dindmica Molecular (DM) permiten mostrar la naturaleza dindmica de las
moléculas simulando el movimiento natural de los 4&tomos en la estructura dependiendo del tiempo y
la temperatura.[®?

Esta aproximacion tedrica se basa en la suposicién de que las posiciones relativas de los nucleos que
forman una estructura son determinadas por las fuerzas de atraccion y de repulsidn, y que la energia
potencial total (E:ter) de una molécula esta dada por la suma de todas las energias de las fuerzas de
atraccién y repulsion entre los &tomos en la estructura. La estrucura se representa como esferas con
una masa proporcional a su masa atéomica, que se unen entre si mediante resortes que corresponden
a los enlaces covalentes en la molécula. Ademads, no son considerados los aspectos cuanticos del
movimiento nuclear, de forma que, se pueden aplicar las leyes de la Fisica Clasica para calcular la
energia potencial de las fuerzas de atraccidon y repulsion que operan entre los dtomos de la
estructura.[®!
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Con este modelo, la Er,tq1 Se expresa en forma de ecuaciones matematicas llamadas Campos de
Fuerza, dichas ecuaciones permiten predecir las energias relativas y las barreras de interconversion
de diferentes conformaciones, y generalmente tienen la forma de la Ecuacion 4:

Ecuacion 4
ETotal = z Estretching + z Ebend + z Etorsion + z EvdW + z ECoulombic

Donde Eg¢retching €S la energia de estiramiento de enlace, Epepnq €s la energia de enlace debida a los
cambios de angulos, E;yrsion €S la energia de enlace debida a los cambios en la conformacién del
enlace, E, 4 s la contribucion total a la energia debido a las fuerzas de van der Waals y Ecouiompic
son las fuerzas electrostaticas repulsivas y atractivas que operan en la molécula entre &tomos con una
carga parcial o completa; si es necesario, en algunas ocasiones se cruzan o se afladen términos, por
ejemplo para enlaces de hidrégeno.® Para detalles en la forma general de calcular estas expresiones,
ver el Anexo Il.

En la actualidad hay muchos campos de fuerza que se diferencian en tres aspectos principales: écual
es la forma funcional de cada término de la energia?, é{cuantos términos cruzados incluyen?, y équé
tipo de informacién es usada para ajustar los pardmetros? Eso agrupa a los campos de fuerza en tres
tipos:

1. Clase | (también llamados armdnicos o diagonales): son los disefiados para tratar sistemas
muy grandes, como proteinas o ADN, entonces las formas funcionales se crean lo mas simple posible.
Eso significa que solo se utilizan funciones armonicas para Esiretching Y Epena (0 incluso son términos
omitidos, forzando a las distancias de enlace y angulos a ser constantes), no se incluyen términos
cruzados y se utiliza el potencial de Lennard-Jones para calcular E,,4,. Pueden ser simplificados al no

considerar los hidrogenos explicitamente (enfoque del &tomo unido), opcién presente en campos de
fuerza como AMBER, CHARM, GROMOS y DREIDING.

2. Clase IlI: se utilizan para modelar con gran precision moléculas pequefias o de tamafio
mediano. Incluyen términos cruzados, utilizan una expansion al menos cuibica o cuarta para el célculo
de Estretching Y Ebena, Y pOsiblemente un potencial exponencial para Eyqy. Buscan describir
geometrias, energias relativas y frecuencias vibracionales de manera mas precisa.

3. Clase lll: tienen un refinamiento mayor al permitir que los parametros dependan de los tipos
de atomos vecinos, por ejemplo para modelar hiperconjugacion; ademads, incluyen efectos de
polarizacién electrénica.

La calidad de un cdlculo con campo de fuerza depende de dos factores: qué tan apropiada es la forma
matematica de la expresion de energia, y la precisién de los pardmetros. La validacién de un campo
de fuerza se calcula de acuerdo con qué tanto reproduce los datos de referencia, los cuales pueden o
no ser usados en la parametrizacién. Puesto que cada campo de fuerza emplea diferentes conjuntos
de datos, no pueden tener una comparacion directa entre ellos; algunos campos de fuerza pueden
funcionar en excelente forma para ciertos compuestos, pero no para otros sistemas. También es
importante considerar la reproducibilidad del campo de fuerza, ya que si es construido con un
conjunto de grupos funcionales después se pueden agregar mas y, por tanto, los pardmetros pueden
modificarse hasta tener un ajuste aceptable.!®*!

La principal ventaja de los métodos de dinamica molecular es el tiempo de cémputo, permitiendo el
estudio de sistemas de gran tamafio, como biomacromoléculas (proteinas y ADN), siendo de gran
utilidad en el ambito medicinal, empaquetamientos cristalinos y el analisis de efectos de solvatacidn.
Una ventaja mas es la determinacién de barreras de interconversidon de conformaciones. Desde luego,
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es importante contar con parametros iniciales de buena calidad para que la prediccién de geometrias
y de energias relativas sean buenas y obtenidas en un periodo de tiempo corto. De tal forma que,
también podria considerarse como desventaja partir de pardmetros si éstos no son buenos, teniendo
como consecuencia la aplicacion limitada de la técnica a solo aquellos sistemas de los que se tiene
suficiente informacion. Ademas, la calidad de los resultados solo puede ser comparable con otros
célculos similares o con moléculas que tienen suficiente informacion experimental.l®!

2. Mecanica cuantica

Se basa en el entendido que los electrones exhiben comportamiento de onda y particula. Esto permite
aplicar las matematicas del movimiento de ondas en los electrones y estructuras atdmicas vy
moleculares. La base de estos calculos es la ecuacion de Schrédinger, que en su forma simplificada
puede entenderse como la Ecuacién 5:

HY = E¥ Ecuacién 5

Donde ¥ es una funcion matematica conocida como funcién de onda, la cual define el estado
electrdnico de un sistema. H corresponde al operador Hamiltoniano, el cual actia sobre la funcién de
onda para obtener el valor propio E, correspondiente a la energia electrénica del sistema.!®?

La Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT, del inglés: Density Functional Theory), ideada por
Hohenberg y Kohn, prueba que la energia electrénica de un sistema en estado basal puede calcularse
a partir de la densidad electrénica (p) del mismo mediante el uso de un funcional. Se define como
funcion, f(x), a aquella operacién de producir un ndmero a partir de un conjunto de variables
(pudiendo tratarse de coordenadas); mientras que un funcional, F[f (x)], es la operacién que produce
un numero a partir de una funcién, que a su vez depende de variables. En este caso, la funcién de
onda vy la densidad son funciones; mientras que la energia, que depende de la funcién de onda o de la

densidad electrdnica, es un funcional.l

Los métodos DFT modernos toman como base la propuesta realizada por Kohn y Sham en 1965 de
que la energia cinética electrénica debe ser calculada con un conjunto de orbitales auxiliares que
representen la densidad electrdnica. La energia de intercambio y correlacion, que corresponde a una
pequefia fraccidon de la energia total, es el Unico funcional desconocido, e incluso aproximaciones
relativamente rudimentarias para este término proporcionan datos computacionales bastante
precisos. De forma que, la diferencia entre los métodos DFT es la eleccidn de la forma funcional para
el cdlculo de la energia de intercambio y correlacién. El modelo mas simple es la Aproximacion Local
de la Densidad (LDA), en el que se asume que la densidad electrénica varia lentamente, de tal forma
que la energia de intercambio y correlacién puede ser calculada usando férmulas derivadas para una
densidad electrdénica uniforme. Una mejora significativa en la precisién se puede obtener haciendo el
funcional de intercambio y correlacidn dependiente de la primera derivada de la densidad, como en
las Aproximaciones de Gradiente Generalizado; otros refinamientos agregan también la segunda
derivada, mezclan el intercambio de Hartree-Fock en el funcional e incorporan algunos parametros
empiricos, siendo éstos los funcionales hibridos. DFT es conceptual y computacionalmente muy similar
a la teoria de Hartree-Fock, pero, al considerar la correlacidn electrénica, muestra mejores resultados
y por consecuencia, es un método mas usado.!®*!

Truhlar y colaboradores han desarrollado diversos funcionales hibridos utiles en el andlisis
termoquimico, cinética termoquimica y en interacciones no covalentes para a&tomos no metalicos y
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metdlicos, como los funcionales M05 y MO05-2X (que incluye dos veces el intercambio).l®* Estas
caracteristicas en esta familia de funcionales y la experiencia en el grupo de investigacién para
modelar de manera adecuada el comportamiento de los complejos de Cu(I1)!**°7¢%! condujeron al uso
del funcional M05-2X en la mayor parte de este trabajo.

Para mas detalle sobre la construccion de la Teoria de Funcionales de la Densidad ver el Anexo lll.
3. Relacién Estructura-Actividad (SAR) y Relacién Cuantitativa Estructura-Actividad (QSAR)

La aproximacion de Relacidn Estructura-Actividad (SAR, del inglés: Structure-Activity Relation) en el
descubrimiento de farmacos se basa en la observacion de que compuestos con estructuras similares
a fdrmacos que se sabe actiian sobre un blanco especifico, muy posiblemente seran biolégicamente
activos. Dicha actividad puede ser similar al compuesto original, diferir en potencia o en efectos
secundarios, o incluso ser completamente diferente. Cuando se conoce una molécula lider y sus
analogos, los métodos SAR se usan para determinar las partes de la estructura del compuesto que son
responsables de su actividad biolégica (el farmacdforo) y en el estudio de los efectos secundarios.
Algunos de los cambios que se pueden sugerir en la molécula lider para considerarse analogos son
principalmente: el tamano y forma de los esqueletos de carbono, la naturaleza y posicién de
sustituyentes, y la estereoquimica.®?

En comparacién, en el caso de la Relacidn Cuantitativa Estructura-Actividad (QSAR, del inglés:
Quantitative Structure-Activity Relation) se utilizan pardmetros que representen las propiedades de
los farmacos que se cree tienen mayor influencia en la accién bioldgica, los cuales deben tener forma
de un valor numérico. Estos valores se usan para generar una ecuacién que relacione la actividad
bioldgica con los pardmetros. Posterior a la elaboracién del modelo, es posible predecir los valores de
actividad de nuevos compuestos similares a los utilizados en la creaciéon del modelo con el fin de elegir
las moléculas lideres que se sintetizaran y estudiaran biolégicamente, reduciendo asi costos de
operacidn en la creacién de un farmaco.[® Tropsha!®! enuncia que la aproximacién QSAR puede ser
descrita como la aplicaciéon de métodos de andlisis de datos y estadistica para crear modelos que
puedan predecir adecuadamente una actividad biolégica o propiedad (en cuyo caso se habla de una
Relacién Cuantitativa Estructura-Propiedad o QSPR) de un compuesto con base en su estructura.

Todos los modelos QSAR implican, directa o indirectamente, un principio simple de similaridad muy
atil en quimica medicinal experimental que indica: se espera que compuestos con estructuras
similares presenten valores de actividad bioldgica similares.[®® Las correlaciones QSAR se construyen
con el fin de predecir las actividades a partir de otras caracteristicas, llamadas descriptores, que
pueden medirse con mayor facilidad (ya sea experimentalmente o computacionalmente),
independientemente de la presencia clara de un vinculo causal entre el predictor y el predicho.®”? Un
modelo tiene la forma general de la Ecuacion 6°7!:

Ecuacion 6

) = (X1, X, e ) Xp)

n m
= constante + z z al-jxi]

i=1j=1

=

Actividad biolégica = log(

En donde C es la concentracidon del compuesto que es necesaria para alcanzar el punto biolégico,
como la dosis letal del 50% (DLso), la concentracion inhibitoria del 50% (Clso), o la dosis efectiva del
50% (DEso), x; es el i-ésimo descriptor (de n descriptores) elevado a la potencia j, y a;; son los

29



coeficientes de ponderacién obtenidos del ajuste estadistico. La Ultima igualdad de la Ecuacién 6 es la
que da la forma explicita de la relacidon entre los descriptores y la respuesta predicha.

Las propiedades que se usan en la construccién de un modelo QSAR pueden incluir detalles obtenidos
experimentalmente, resultados de cdlculos quimico-cudnticos, un simple conteo de atomos o tipos de
enlace, informacion respecto a la conectividad en la molécula, propiedades fisicoquimicas, valores
obtenidos mediante métodos espectroscopicos, propiedades bioldgicas y farmacoldgicas, etcétera. Al
igual que las propiedades en estudio, los descriptores pueden ser caracteristicas experimentales o
calculadas de una estructura, respuestas fisicoquimicas, calculos cuanticos o cualquier combinacién
de ellos.

Es importante resaltar que lo recomendable es que el nimero de compuestos utilizados para construir
un modelo (conjunto de entrenamiento) sea al menos 5 veces el nUmero de descriptores (5n), y la
regla general es que en cuanto mayor es la relacidn entre el nimero de compuestos y el nimero de
descriptores, mejor es el modelo.[®”! Desde luego, los factores a considerar son el cémputo disponible,
el software utilizado y la disponibilidad de datos de partida.

Una generalidad de los modelos QSAR es que un modelo va a ser tan bueno como lo sean los datos
utilizados para generarlo, por ello, es importante hacer énfasis en un buen curado de datos y pre-
procesamiento del conjunto de datos. Este curado implica la remocidn de los datos que no pueden ser
manejados apropiadamente por los programas de quimioinformdtica, por ejemplo: compuestos
inorganicos y organometalicos, contraiones, sales y mezclas, compuestos aromaticos, formas
tautoméricas, duplicados, etc. Hoy en dia existen programas que tienen herramientas especificas para
el curado de datos, por mencionar algunos: Molecular Operating Enviroment (MOE) de CCG,
ChemAxon, OpenEye, OpenBabel, ISIDA, HiT QSAR, Hyleos, entre otros.!®®

Scior y colaboradores®® mencionan que de manera general, los pasos que involucran un estudio QSAR
se dividen en tres bloques:

i Preparacion de los datos de entrada y preprocesamiento: incluye recolectar los datos,
seleccionar los congéneres (datos similares), y dividir adecuadamente el total de datos en un
conjunto de entrenamiento y uno de prueba.

ii.  Generacién de las ecuaciones y el modelo, incluyendo su validacidn: involucra analizar las
diferencias entre las moléculas, la seleccion de los descriptores a utilizar y aplicar las técnicas
estadisticas que conduzcan a un modelo, por ejemplo: Analisis de Componentes Principales
(PCA), Regresidn Lineal Multiple (MLR), Regresidn Lineal Simple (SLR), Regresion de Minimos
Cuadrados Parciales (PLS), clustering y disefo factorial. Una vez generado el modelo se realiza
una validacién interna, pero si los pardametros obtenidos no son adecuados es necesario
generar un nuevo modelo hasta lograr una buena aproximacién. En seguida se realiza una
validacién externa en el grupo de prueba vy, de igual forma, de ser necesario se genera un
nuevo modelo.

iii. Interpretacion de los resultados: analizar el modelo final e iniciar un nuevo ciclo para un
nuevo farmaco.

En caso de que los modelos QSAR sean utilizados con fines regulatorios, Gramatical® menciona que
se deben cumplir 5 puntos importantes:

a) Tener un objetivo bien definido.
b) Un algoritmo no ambiguo.
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¢) Un dominio de aplicabilidad definido.

d) Medicién apropiada del ajuste, robustez y predictividad, incluyendo una validacion interna y
externa.

e) Unainterpretacion.

Para mds detalles sobre la generacién de un modelo, el dominio de aplicabilidad y la validacién en los
métodos QSAR, ver el anexo IV.

4. Teoria Cuédntica de Atomos en Moléculas o QTAIM

Esta teoria, creada por Richard Bader!”®, busca crear un vinculo entre la mecénica cuanticay la quimica
mediante observables como la densidad electrénica (p (1)) y su topologia, lo que permite llegar a la
definicion de atomo y enlace en una molécula. Es Util para responder a preguntas tipicas y simples en
la quimica, por ejemplo, ¢qué atomos estan unidos en una molécula?, ¢podemos definir un atomo
dentro de una molécula?, ¢ cudnta carga se transfiere de un d&tomo a otro al formar un enlace?, entre
otras.l’%

Ademas, nos ayuda a conocer las propiedades promedio de un dtomo unido a otros dtomos en una
molécula. Dichas propiedades se reducen a sus definiciones en mecanica cuantica para un atomo
aislado, sin embargo, al sumarse todos los &tomos de la molécula es posible obtener el valor promedio
de esa propiedad para la molécula.l””

La topologia de la densidad electrénical’? nos permite identificar puntos criticos (CP, del inglés: Critical
Points), que se definen como puntos en el espacio para los cuales la primera derivada de la densidad
es igual a cero, como muestra la Ecuacion 7:

Ecuacion 7

Vp=i— +k—-

dp . dp dp = 0 en los puntos criticos y en o
+ ] - —
dx “dy dz

# 0 en todos los demas puntos

En donde el vector cero significa que cada derivada individual en el operador gradiente, V, es cero y
no sdlo la suma. Asi, podemos reconocer cuatro tipos diferentes de puntos criticos de la densidad
electrdnica: puntos criticos nucleares (NCP), puntos criticos de enlace (BCP), puntos criticos de anillo
(RCP) y puntos criticos de caja (CCP).

Por otra parte, la topologia también ayuda a dividir el espacio molecular en regiones separadas para
cada nucleo, denominadas cuencas atomicas ( Q ). Dicho espacio se delimita por una superficie de flujo
cero en el vector de campo gradiente de la densidad electrénica, que cumple la condicién
representada en la Ecuacién 8:

Vp(r) - n(r) = 0,para todas las r que pertenecen a la superficie S(Q) Ecuacién 8

En donde r es la posicidn del vector y n(r) es el vector normal a la superficie S(£2). Esta condicién de
frontera permite definir un &tomo en una molécula como la unién de un nucleo y el espacio que abarca
la cuenca asociada a dicho nucleo.

Esta division del espacio molecular en cuencas atdmicas permite la particion de las propiedades
electrdnicas en las contribuciones atdmicas. De tal forma que, el promedio de una propiedad O en
una cuenca atémica £, 0(), se calcula como muestra la Ecuacién 9 72

Ecuacion 9

0@ = () = [ dr [ ax'[w0w + (0w) ]
Q
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Donde O es un operador de un electréon o la suma de operadores de un electrén. Algunas de las
propiedades que pueden calcularse de esta forma, y que son utilizadas en este trabajo, son la densidad
electrdnica total y de espin, la deslocalizacién y localizacidn electrénica, y el momento dipolar.

Para mas detalles de esta teoria y el calculo de propiedades atdmicas que derivan de la densidad

electronica ver el Anexo V.
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3. Objetivos Generales

Contribuir al entendimiento de los diferentes fenédmenos involucrados en el mecanismo de accion de
complejos de cobre(ll) con actividad anticancerigena, principalmente de la familia Casiopeinas® y los
compuestos derivados de tinidazol, por tres vias diferentes:

(a) La oxidacidn de especies tioladas, que conduce al estrés oxidativo.
(b) Lainteraccion con el ADN, mediante un proceso de intercalacion.
(c) Identificacion del sitio farmacoférico de los complejos de cobre.

4. Hipotesis

En este trabajo se han planteado tres hipétesis, cada una referente a una seccién del trabajo:

1. Existe una interaccidn directa entre la Casiopeina® y una especie tiolada, la cual promueve la
formacidn de un aducto en el que se presenta el cambio en el estado de oxidacién del centro
metdlico y la formaciéon de un radical tiilo.

2. Laactividad anticancerigena de los complejos de cobre es funcién de las propiedades atédmicas
que derivan de la densidad electrdnica, debido a que éstas describen la manera en que los
electrones se transfieren, se deslocalizan y se distribuyen en una cuenca atdmica.

Actividad anticancerigena = f(N, 1, u, Q)

3. Lainteraccion de compuestos de cobre(ll) tetraédricos con el ADN se basa en el intercambio
de ligantes, mientras que en compuestos de cobre(ll) con geometria cuadrada plana se debe
a la coordinacidn axial.
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5. Resultados

5.1 Oxidacién de cisteina por complejos de cobre(ll)

5.1.1 Antecedentes

Los primeros estudios de la actividad nucleasa de compuestos de cobre surgieron en el afio 1979,
cuando Sigman y colaboradores descubrieron la actividad nucleasa del complejo bis de 1,10-
fenantrolina (Phen) ([Cu(1,10-fenantrolina);]*) mientras investigaban cémo el ligante inhibia Ia
polimerizacidn del polinucleétido poly[d(A-T)]. A nivel biolégico, este proceso de polimerizacion es
dirigido por la ADN Polimerasa | de E. Coli.*® Durante esta investigacidon encontraron que dicha
inhibicidn requeria la presencia del ion cuprico y de un tiol (RSH); ademas, el perdxido de hidrégeno
tiene una participacion importante en la reaccidn ya que es generado en una mezcla de reaccién que

contiene Phen, Cu", tiol y oxigeno!”>74 de la siguiente forma:
[Cu(Phen),]?* + RSH — [Cu(Phen),]* + 3 RSSR

2[Cu(Phen),]* + 0, + 2H* - 2[Cu(Phen),]** + H,0,

Sin embargo, si Unicamente se encuentra este peréxido de hidrégeno no se puede explicar por si sola
la rapidez de la division observada del ADN. También es posible causar dafio al ADN mediante la
generacion del anidn superdxido, ya que la especie de Cu" se reduce espontdneamente para formar
la especie de Cu'y el peréxido de hidrégeno:

[Cu(Phen),]** + 0; — [Cu(Phen),]* + 0,
2H* + 205 - H,0, + 0,

Asi, el mecanismo de accién de los compuestos [Cu(phen),]*" involucra: (i) la reduccidn, en solucién,
de [Cu(phen),;)** a [Cu(phen),]*, (ii) la unién reversible de [Cu(phen),]* al ADN, (iii) la oxidacién del
complejo cuproso por la presencia de peréxido de hidrégeno, provocando una asociacion entre el ién
metdlico y un radical hidroxilo (especie reactiva de oxigeno), y (iv) la abstraccién de los protones mas
cercanos al oxigeno en la pentosa (H-1’, H-4’ y H-5’) de la unidad desoxirribosa del surco menor del

ADN por parte del radical generado, provocando finalmente la escisidn de la doble hélice./”!

H,0
[Cu(Phen),]* + ADN & [Cu(Phen),]* --- ADN —
[Cu(Phen),]** - OH --- ADN — productos oligonucleétidos

El trabajo de Sigman fue un parteaguas para la propuesta de nuevos compuestos formados por un
centro metadlico de cobre(ll) y ligantes similares a los donadores de nitréogeno que mostraran actividad
nucleasa, como es el caso de las Casiopeinas®.
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Kachadourian en 2010 reporté que el compuesto Casll-gly de la familia Casiopeinas®, formado por
4,7-dimetil-1,10-fenantrolina y glicinato, produce una disminucién dramatica en los niveles de
glutatién (GSH) en células de cancer de pulmén (H157 y A549), siendo también capaz de usar el GSH
como fuente de electrones para catalizar una reaccidn de tipo Fenton. En ambas lineas celulares, la
toxicidad de la Casll-gly (2.5 -5 uM) fue potenciada por el inhibidor de la sintesis de GSH, el L-butation

sulfoximina (BSO), y disminuida por el antioxidante catalitico de Mn"

con el ligante meso-
tetrakis(N,N’-dietilimidazolio-2-lil)porfirina (MnTDE-1,3-IP5+), teniendo asi un papel importante en el
estrés oxidativo. Ademas, se observd que el complejo causa una sobreproduccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés: Reactive Oxygen Species) en la mitocondria y una
despolarizacién de la membrana mitocondrial. Por otra parte, la Casll-gly produce dafio al ADN
mitocondrial generando un desbalance de la expresién de las apoproteinas de la cadena respiratoria
mitocondrial, lo que también resulta en un aumento de las ROS. El conjunto de estos fenédmenos
sugiere que la Casll-gly promueve la sobreproduccién de ROS de diversas formas, conduciendo a la
disfuncidn mitocondrial y con ello, a la muerte celular. Con estos resultados, Kachadourian propuso
que el mecanismo por el cual las Casiopeinas® generan estrés oxidativo y disfuncién mitocondrial,
ocurre de esta forma (Figura 5.1): el glutatién (GSH) reacciona con la Casiopeina®, resultando en la
reduccion del cobre en el complejo (pasando de 2+ a 1+) y la formacidn del radical glutatiilo (GS*), el
cual reacciona con otro radical igual para generar glutatién oxidado (GSSG), o reacciona con GSH y
oxigeno para formar el radical superdxido (O,") y GSSG. Posteriormente, la Superdxido Dismutasa
(SOD) convierte el O," en perdxido de hidrégeno (H.0>), y este reacciona con la Casiopeina® reducida
para producir el radical hidroxilo ("OH). El radical "OH puede iniciar el dafio al ADN mitocondrial
(mtADN), produciendo un desbalance en la expresion de proteinas de la Cadena Respiratoria
Mitocondrial (CRM) y que tiene como consecuencia la generacidn de mds ROS. De esta forma, la
disfuncidn mitocondrial puede ser resultado de la disminucidn en los niveles de GSH y el aumento en
los niveles de H,0,.

- _ I < . ~
GSH \\/ Cu \ /v OH Dafio allmtADN
\ \\,“/
| Casiopeina 1 Desbalance en CRM —-

A \ !
GS* ‘/ \‘* Cu' // S H

,0, — Disfuncién mitocondrial
! ‘
T |

\ GSSG Sob
/

GSH + O, — » 0, « —
Disminucién de GSH
Figura 5.1. Mecanismo propuesto para la interaccion de Casiopeinas® con reductores tiolados a nivel celular.
Replicado de Kachadourian, et al.[%]
En trabajos mas recientes, se ha estudiado la cinética y el mecanismo del proceso de oxidacidn de
glutation (GSH) catalizado por un solo &tomo de cobre. Ngamchuea y colaboradores® proponen que
en presencia de Cu'", el primer paso de reaccién involucra la formacién rapida de un complejo Cu-
Glutation, siendo la coordinacién a través del grupo tiol. El segundo paso de la reaccién, un paso mas
lento en comparacién al primero, conlleva la completa oxidacién del grupo tiol hasta la formacién de
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un enlace disulfuro entre dos moléculas de GSH, pasando por un intermediario reactivo en que dos
radicales glutatilo estan coordinados al centro metalico.

También se demostrd la formacién del radical superdxido (O,”) como consecuencia de la reduccion de
un complejo bis-diimina de cobre(ll) en presencia de ascorbato, sin embargo, no se describid el
mecanismo por el que dicho proceso se lleva a cabo.l’”!

En el grupo en donde se desarrollaron las Casiopeinas® se han realizado estudios en solucién de la
interaccion de los complejos de cobre(ll) con reductores tiolados, comparando la cinética del glutatidn

s.’871 En estos trabajos se demostrd,

y cisteina, mediante diversas técnicas espectrdscopica
principalmente por espectroscopia de Ultravioleta-Visible (UV-Vis), Voltamperometria ciclica y
Resonancia Paramagnética Electrdnica (EPR), que se lleva a cabo la reduccién del centro metilico al
interaccionar la Casiopeina® con cisteina (en una relacién 1:1), lo cual es mas notorio cuando se afiade
un exceso de la especie tiolada (hasta 1:5). Ademas, se identificé que la cinética de reaccién con
glutatidon es muy rdpida, y por tanto, es mas dificil apreciar la formacién de algun intermediario,
entonces se propuso el uso de cisteina como un modelo del sitio activo del grupo tiol y que presenta

una cinética mas lenta.

Sin embargo, no se han identificado o aislado los intermediarios reactivos que permitan proponer a
detalle un mecanismo de accidn. En conjunto con el grupo de investigacion en Casiopeinas® se
propuso una sintesis mecanoquimica, es decir, en sélido, con el fin de reducir la velocidad de reaccidn
y con ello identificar el intermediario. Esta seccidn se enfoca en la identificacion de dicho intermediario
Yy en una propuesta mecanistica para el proceso, mostrando algunos resultados experimentales que
fueron soportados con calculos computacionales.

5.1.2 Objetivos particulares

El objetivo principal de esta seccidn es formular un mecanismo del proceso de oxidacién-reduccidn
durante la interaccién de las Casiopeinas® con un reductor tiolado, que conduce al estrés oxidativo.
Para cumplirlo, se han propuesto los siguientes objetivos particulares:

1. Identificar el intermediario en la interacciéon Casiopeina®-tiol que permita dar precision a la
propuesta de un mecanismo de reaccion.

2. Comparar los resultados experimentales de cada técnica espectroscépica con los obtenidos
mediante calculos computacionales en la caracterizacion del intermediario.

3. Conocer los cambios en la densidad electrdnica que dan paso a la ocurrencia de tal mecanismo
de reaccion.

5.1.3 Metodologia

Todas las estructuras fueron optimizadas a nivel DFT con el funcional m05-2x!%4 y el conjunto de base
LanL2DZ® implementados en el software Gaussian 09®Y. En seguida se hicieron célculos de
frecuencias para verificar el estado de equilibrio y para obtener el espectro de Infrarrojo comparable
al experimental, obtenido por el grupo de Casiopeinas®.

En el caso de los espectros UV-Vis obtenidos experimentalmente en el grupo de Casiopeinas®, se
realizé un benchmark con el software Gaussian 098! para identificar el mejor método de célculo,
comparando el espectro experimental de la Caslll-ia. Se probaron los funcionales: B3LYP!2, CAM-
B3LYP®3 t-HCTHhyb!®, PBEQ!®!, wB97XD®® y M05-2X1®¥: y las bases: LanL2DZ®, CC-PVTZ®"), 6-
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311+G(d,p)®, SDD®! y Def2-TZVPP? (en un solo caso), en donde el mejor método fue CAM-
B3LYP/SDD con el modelo de solvatacion SMD con agua como disolvente, por lo tanto, este fue el
método usado para calcular los espectros UV-Vis del resto de estructuras.

Para los estudios de transferencia electrénica se utilizd la Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas?,
partiendo del conjunto de orbitales de cada molécula se calcularon las propiedades que derivan de la
densidad electrénica con el software AIMAIIPY,

En el caso de los pardmetros de EPR también se realizd un benchmark para identificar el mejor método
de célculo con el software ORCAP?, comparando los valores de la constante g y los tensores A
obtenidos experimentalmente en el grupo de Casiopeinas®. Para la Caslll-ia se utilizaron los
funcionales B3LYP, PBEO y wB97XD3, y las bases LanL2DZ, Def2-TZVP, Def2-SVP® y CC-PVDZ®”); y una
vez identificado que el mejor método fue B3LYP/def2-SVP se calcularon los espectros para el resto de
las moléculas optimizadas. Con los parametros obtenidos se realizd la simulacién de los espectros
experimentales y computacionales con el software EasySpin (versién 5.2.28, easyspin.org)®®
implementado en MATLAB R2019b.

Debido a que la Casiopeina® Caslll-ia ([Cu(4,4-dimetilbipiridina)(acac)]®, Figura 5.2-A) es la que mejor
actividad ha mostrado, y que se encuentra actualmente en estudios de Fase Clinica |, serd la utilizada
en la mayor parte de este trabajo. Algunos resultados seran mostrados también con la Caslll-Ea
([Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)], Figura 5.2-B) y la Casll-gly ([Cu(1,10-
fenantrolina)(glicinato)]”, Figura 5.2-C), especificando en los resultados el complejo. La diferencia en
los complejos radica en que la Caslll-ia y la CasllI-Ea tienen el mismo ligante secundario, y difieren en
el ligante primario; mientras que la Caslll-Ea y la Casll-gly tienen el mismo ligante primario, pero
difieren en el ligante secundario.

Figura 5.2. Casiopeinas® utilizadas en esta seccion: (A) Caslll-ia, (B) Caslll-Ea, y (C) Casll-gly.

5.1.4 Resultados

Reaccion

El objeto de estudio en este trabajo es la reaccién que ocurre entre un grupo tiolado (RSH) y un
complejo de cobre(ll) de la familia Casiopeina® (Cas), la cual esta representada de la siguiente forma:

2Cas(Cu®)ppe + 2RSH - Cas(Cu*), + RSSR + 2H*

Partimos de una geometria pirdmide de base cuadrada (pbc) para el complejo de cobre(ll) que al
interaccionar con un grupo tiolado cambia su estado de oxidacién a cobre(l) y a una geometria
tetraédrica (t), generdandose también un enlace disulfuro entre dos equivalentes de tiol con la pérdida
de los protones de los grupos -SH. Experimentalmente, las reacciones se han hecho en ausencia y
presencia de oxigeno, y en el segundo caso se afade como producto el radical superdxido de esta
forma:
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Cas(Cu®*)ppe + 2RSH + 0, = Cas(Cu*), + RSSR + 05 + 2H*

Los potenciales redox de los pares GSSG/GSH vy Cistina/Cisteina son muy similares, teniendo valores
de -263 mV vs. Electrodo Normal de Hidrégeno (NHE) y -220 mV vs. NHE, respectivamente® !, |o que

sefiala que el glutatién es un mejor agente reductor. Mientras que los pares 0,/0,” y 0,"/0,* tienen
valores de -160 mV y 890 mV vs NHEP®, respectivamente. Hablando de las Casiopeinas®, la Caslll-ia
tiene un potencial redox de 62 mV vs. NHEP”, por tanto, el complejo puede mediar el proceso de
oxidacidn de los tioles mencionados anteriormente.

Se realizd la reaccién en estado sélido, para ello en un mortero se molieron ambos reactivos (Caslll-ia
y cisteina) en una relacién 1:1 y se mezclaron hasta obtener un polvo homogéneo, posteriormente se
afadieron sélo unas gotas de etanol y se continud la molienda hasta secar nuevamente el polvo.

Durante este proceso se detectaron los cambios de color mostrados en la Figura 5.3, en este caso se
hace una comparacion de ellos con la escala Pantone®®® para identificar visualmente las diferencias.
Los reactivos de partida, la cisteina y la Caslll-ia presentan un color blanco (Figura 5.3-A) y un color
azul Pantone 2139c (Figura 5.3-B), respectivamente. El polvo obtenido después de adicionar etanol
presenta un color azul mds oscuro identificado como Pantone 289c (Figura 5.3-C). Después de un
tiempo de reaccidn, el polvo sufre nuevamente un cambio de color hasta Pantone 532c (Figura 5.3-D)
gue se mantiene por tiempo indefinido.

A B

>

i b s

PANTONE" PANTONE® PANTONE’
2139C 289C 532C

Figura 5.3. Reactivos e intermediarios de la reaccion mecano-quimica en estado sélido: (A) cisteina (blanco), (B)
Caslll-ia (Pantone 2139c), (C) Intermediario 1 (Pantone 289c), y (D) intermediario 2 (Pantone 532c). Imagenes
de polvos proporcionadas por el grupo experimental de Casiopeinas®.

Este primer cambio de color en el complejo, pasando del Pantone 2139c al Pantone 289c, puede

asociarse a la coordinacion del grupo -SH al centro metalico, proponiendo este como el intermediario
a caracterizar y que se etiquetara en este trabajo como el aducto Cas-Cys.

El primer paso de este estudio fue analizar cémo influye la protonacion del grupo sulfhidrilo en las
distancias de enlace Cu-S con la cisteina y Cu-O con la molécula de agua coordinada de manera axial,
para ello decidimos calcular 4 estados de protonacién y de coordinacidon del azufre al cobre(ll)
diferentes en 12 Casiopeinas® (mostrados en la Figura 5.4):

A. Casiopeina® con molécula de agua axial, como comparacion en cada caso.

Casiopeina® sin molécula de agua axial y la cisteina coordinada con el azufre protonado.
Casiopeina® sin molécula de agua axial y la cisteina coordinada con el azufre desprotonado.
Casiopeina® con molécula de agua axial y la cisteina coordinada con el azufre protonado.

moow

Casiopeina® con molécula de agua axial y la cisteina coordinada con el azufre desprotonado.
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Figura 5.4. Estados de protonacion del grupo sulfhidrilo de la cisteina en la interaccién Cas-Cys.

Para cada estado de protonacidn y coordinacién se minimizaron las estructuras de 12 Casiopeinas®
diferentes, y una vez obtenidas las geometrias se compararon las distancias de enlace de interés. La
Tabla 5.1 muestra primero cada Casiopeina® calculada, donde bpy y fen son los ligantes primarios
bipiridina y 1,10-fenantrolina, respectivamente; gly y acac son los ligantes secundarios glicina y
acetilacetonato; la m indica el sustituyente metilo, ya sea di (d) o tetra (t); y los nUmeros indican las
posiciones de la sustitucion. Las siguientes columnas muestran los valores de las distancias de interés
en cada estado: (A) Unicamente la distancia Cu-O de la molécula de agua coordinada axial al cobre(ll);
para (B) y (C), al no tener agua coordinada, solo se muestra la distancia Cu-S de la cisteina,
distinguiéndose entre paréntesis si el grupo sulfhidrilo estd protonado (SH) o no (S); y para (D) y (E),
al tener coordinadas en sus posiciones axiales una molécula de agua y una molécula de cisteina, se
consideran ambas distancias de enlace en cada caso y diferenciando de igual forma la protonacién
(SH) o no (S) del grupo sulfhidrilo. Los valores — son aquellos complejos que no lograron converger.

Vemos que en el caso de las Casiopeinas® (estado A) la coordinacién del agua al centro metalico se
encuentra entre 2.26 A y 2.30 A. En el caso del estado B, la distancia de enlace Cu-S tiene un valor
minimo de 2.92 A y alcanza valores de hasta 4.08 A; sin embargo, cuando se desprotona el grupo
sulfhidrilo (estado C), estos valores disminuyen considerablemente hasta 2.37 A y 2.64 A, indicando
que la coordinacion se va a preferir cuando el azufre este desprotonado y con un exceso de densidad
electrdnica disponible para compartir con el metal.

En el caso del estado D la distancia de enlace Cu-O con la molécula de agua toma valores entre 2.24 A
y 2.31 A, mientras que la distancia de enlace Cu-S protonado toma valores entre 3.12 Ay 4.29 A. En
contraste, cuando se tiene la misma coordinacion pero con el azufre desprotonado (estado E) vemos
que la tendencia del estado D se invierte y en este caso los valores mayores se encuentran en el enlace
Cu-O del agua en un rango de 2.96 A hasta 3.20 A, y los valores menores en la distancia de enlace Cu-
S con valores entre 2.53 A y 2.63 A.
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Distancias de enlace (A)

Casiopeinas® Estado A EstadoB EstadoC Estado D Estado E

Cu-On20 CU-S(SH) CU-S(S) Cu-On20 CU-S(SH) Cu-On20 CU-S(S)

bpygly 2.28979 3.19468 2.60354 2.2414 3.90186 3.01367 2.57677
bpyacac 2.28039 2.97855 2.62191 2.30768 3.95295 2.95503 2.62125
44dmbpygly  2.30225 - 2.60629 2.25272 3.86031 2.99941 2.55307
44dmbpyacac  2.28166  2.93769 2.37615 2.25349  4.28569 - -
fengly 2.26996 3.99474  2.6034 2.29232 3.11789 2.99903 2.59019
fenacac 2.27247  2.92287 2.61535 2.25612 3.53554 3.09163 2.59667
47dmfengly  2.27366  3.82554 2.606 - - 3.0108 2.53774
47dmfenacac  2.27918 3.83149 2.63622 2.24217 3.94686 3.10194 2.62538
56dmfengly - 4.08155 2.59872 2.24986 3.84186 3.00729 2.56686
56dmfenacac  2.29486 3.20582 2.64091 2.25988 3.84755 3.02637 2.60955
tmfengly 2.3034  3.15978 2.55195 2.23885 3.84673 3.02293 2.53412

tmfenacac 2.28054 - 2.63503 - - 3.17688 2.6279

Tabla 5.1. Distancias de enlace (A) Cu-O y Cu-S en los estados de protonacion del grupo sulfhidrilo de la
cisteina en la interaccién Cas-Cys.

Estos datos muestran perfectamente el efecto Jahn-Teller reportado en los compuestos de cobre que
nos habla de la elongacidn de los enlaces axiales en una geometria octaédrica debida al
desdoblamiento de los orbitales d del centro metalico. En este caso es notoria la preferencia por la
unién al centro metdlico por parte de un atomo de azufre desprotonado provocando que la molécula
de agua se aleje del cobre(ll); en contraste, cuando el azufre se encuentra protonado se prefiere la
unién de la molécula de agua al centro metadlico y el enlace Cu-S es mas labil. Por tanto, en la reaccidn
quizads sea necesario agregar una base que desprotona primero la cisteina para promover la
interaccion Cu-S o que esta desprotonacion pueda derivarse de la accidn del disolvente en la cisteina
una vez que estd coordinada al cobre.

De acuerdo con el diagrama de distribucidon de especies respecto al cambio de pH reportado por
Castafiedal®, sabemos que los tres pK, de la cisteina corresponden a los presentados en la Figura 5.5
y que representan el cambio de la forma protdnica a la forma zwitteridnica (pKa1 = 1.71), de la forma
zwitteridnica a la forma anidnica (pKa2 = 8.33), y de la forma anidnica a la forma dianidnica (pKas =
10.78). Ademas, identificamos que a pH bioldgico (alrededor de 7.4) se encuentran presentes la forma
zwitteridnica (85% de abundancia) y la forma anidnica (15% de abundancia). Sabiendo esto, se
compard la coordinacion de la cisteina a la Casiopeina® Caslll-ia en ambos estados de protonacién
(formas zwitteridnica y anidnica) considerando las dos posibilidades de 4tomo donador (oxigeno y
azufre), resultando en las geometrias A, B, Cy D de la Figura 5.5.

En la Tabla 5.2 se muestra la Energia libre de Gibbs de la reaccidon que produce las especies A, B, Cy D
de la Figura 5.5, considerando una temperatura de reaccion de 37 °C que simula un ambiente
bioldgico. Comparando la coordinacion por oxigeno o azufre cuando la cisteina presenta una forma
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zwitterionica (A y C, respectivamente) notamos una diferencia significativa en las distancias de enlace
Cu-atomo donador, ya que en el caso del oxigeno el valor es de 2.26 A y en el caso de azufre es de
3.85 A, lo cual coincide con que el sistema se estabiliza mas cuando el &tomo coordinante es oxigeno
sicomparamos los valores de AG,-q4ccisn- EN contraste, cuando se compara la coordinacidn del oxigeno
o azufre en la forma anidnica de la cisteina (B y D, respectivamente) la distancia de enlace Cu-O
permanece casi igual (2.25 A) pero la distancia de enlace Cu-S disminuye considerablemente (2.61 A),
ademas, los valores de AG,¢qccisn @hora favorecen la formacion de la especie coordinada por el azufre.

HO

Proténica Zwitterionica Dianidnica

(A)

Figura 5.5. Comparacién del atomo coordinante de la cisteina al unirse a la Caslll-ia. Estructuras Ay C
corresponden a la forma zwitteriénica con atomo coordinante oxigeno y azufre, respectivamente. Estructuras B y
D corresponden a la forma aniénica con atomo coordinante oxigeno y azufre, respectivamente.

Geometria Forma de Cisteina Atomo coordinante AGreaccion
(kcal/mol)
A Zwitteridnica 0 1.1
B Anidnica o 69.2
C Zwitteridnica S 4.4
D Anidnica S 71.3

Tabla 5.2. Energia Libre de Gibbs para la reaccion (kcal/mol) a 37 °C entre la Casiopeina® y la cisteina
comparando el atomo coordinante del aminoacido. Geometrias referidas en la Figura 5.5.

Intermediario

La minimizacién de las geometrias permitié dilucidar las posibles geometrias que adoptaria el
complejo al interaccionar con la cisteina. Partiendo de una geometria pirdmide de base cuadrada
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(Figura 5.6-A) la Unica posicion disponible es la axial, por lo tanto, la propuesta es que al unirse el
azufre al cobre(ll) se obtenga una geometria octaédrica (Figura 5.6-B). Sin embargo, también existe la
posibilidad de que ocurra el desplazamiento de uno de los atomos coordinados en posicién ecuatorial
del ligante secundario, acetilacetonato en este caso, y por tanto, la sustitucion de la molécula de agua
coordinada al centro metalico por parte del dtomo desplazado en el ligante secundario mostrando
entonces una geometria piramide de base cuadrada (Figura 5.6-C). Se observd que cuando el ligante
secundario es glicinato el &tomo desplazado y que sustituye a la molécula de agua es el oxigeno,
mientras que el azufre mantiene la coordinacion en la posicién axial y como consecuencia se obtiene
una geometria bipirdmide trigonal.

(A)

Figura 5.6. Geometrias en estudio: (A) Caslll-ia, (B) Aducto Caslll-ia-Cisteina con geometria octaédrica, y (C)
Aducto Caslll-ia-Cisteina con geometria piramide de base cuadrada.

Para la Caslll-ia la distancia de enlace Cu-S es de 2.82 A en la geometria octaédrica, mientras que para
la piramide de base cuadrada tiene un valor de 2.37 A. Energéticamente hablando, la geometria
piramide de base cuadrada es 4.9 kcal/mol mas estable en comparacion al octaedro. Debido a que la
diferencia energética es muy pequeiia, no podemos asegurar la preferencia de una geometria para la
interaccion, por tanto, todos los resultados de técnicas espectroscdpicas fueron comparados con
ambas geometrias con el fin de identificar cual de ellas corresponde al intermediario. La reaccién se
realizaba al momento para el andlisis del polvo mediante las técnicas espectréscopicas antes de que
ocurriera el cambio de color del polvo C al polvo D; en algunos casos se afiadié hidréxido de sodio para
propiciar la desprotonaciéon del grupo -SH. A continuacion se discutirdn algunas de las técnicas
experimentales utilizadas en la caracterizacion del polvo, enfocdndonos en los resultados mas
sobresalientes y en su aportacién computacional.

a) UV-Vis

El primer paso fue identificar el nivel de teoria adecuado para modelar los espectros de absorcidn UV-
Vis de las Casiopeinas®, para esto se tomaron como referencia los valores experimentales de los
maximos asociados a las transiciones electrdnicas de la Caslll-ia (Figura 5.7). El primer y segundo valor
(240 y 295 nm) corresponden a las transiciones que ocurren en los ligantes, principalmente en el
ligante primario. El valor que mas nos interesa es el de 605 nm, que se asocia a las transiciones
electrdnicas que ocurren en el centro metalico.

Las transiciones electrénicas que pueden presentarse en una geometria pirdmide de base cuadrada,
son: dyy < dyz, dy; Y dy2_y2 < dyy, con valores de 550-600 nm y 600-640 nm, respectivamente. Al

encontrarse tan cercanas, dichas transiciones se observan como una sola sefial con un valor maximo
entre 590 y 620 nm. 2%
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Figura 5.7. Espectro UV-Vis de la Caslll-ia a una concentracion 5 mM.

Los resultados de la comparacién de niveles de teoria para el calculo de espectros UV-Vis se muestran
en la Tabla 5.3. En la primera fila se encuentran los valores experimentales tomados como referencia
para la diferencia con las sefiales de los espectros calculados, indicando los métodos y bases utilizados
en cada caso. En algunos de los espectros calculados no se logré identificar la primera sefial
experimental (240 nm) y es por ello que estos valores se muestran en blanco.

Max. Abs. Exp. (nm) 240 295 605
Método Base Diferencia Tedrico - Experimental
LanL2DZ 15.49 -41.07
CC-PVTZ 8.14 52.05
B3LYP
6-311+G(d,p) 11.03 -18.93
SDD 7.41 -9.96
LanL2DZ 36.33 -6.9 -6.39
CC-PVTZ 31.64 -14.02 46.91
CAM-B3LYP  6-311+G(d,p) 38.15 -2.47 20.1
SDD 36.68 0.39 4.04
Def2-TZVP 35.61 7 60.71
LanL2DZ 16.68 -5.5
CC-PVTZ 17.22 14.44
t-HCTHhyb
6-311+G(d,p) 19.53 -46.07
SDD 15.98 -26.53
LanL2DZ 10.45 -31.35
CC-PVTZ 0.73 54.18
PBEO
6-311+G(d,p) 1.44 30.83
SDD -291 -1.6
LanL2DZ 3491 1.33 -71.28
CC-PVTZ 34.28 0.95 -31.17
wB97XD
6-311+G(d,p) 38.09 -2.14 83.96
SDD 28.88 -1.89 177.77
LanL2DZ 19.95 -13.88
CC-PVTZ 17.46 -4.8
mO05-2x
6-311+G(d,p) 33.28 -3.12
SDD 23.03 -11.75

Tabla 5.3. Seleccion de nivel de teoria para el calculo de espectros UV-Vis para la Caslll-ia.
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Las diferencias en los valores de la primera sefial se encuentran entre 28.88 nm y 38.15 nm, lo que
indica que no se tiene una buena aproximacién y que incluso no se logré identificar con algunos
métodos. Respecto a la segunda seial (295 nm) el valor de minima diferencia fue de 0.39 nm vy el
maximo de 33.38 nm, lo que sefiala que algunos métodos si son capaces de describir dicha transicidn
adecuadamente y se descarta a aquellos con valores muy grandes en la diferencia.

En el caso de la sefial de nuestro interés, es decir, la encontrada en 605 nm y asociada al centro
metdlico del complejo, vemos que el valor minimo de diferencia es adecuado (1.6 nm) y que el maximo
(de 177.77 nm) podria ya tratarse de una transicion completamente diferente. Vemos que varios de
los métodos y bases se alejan demasiado de los valores experimentales, obteniéndose diferencias
mayores a 30 nm que salen del rango mencionado anteriormente de 590-620 nm. Enfocdndonos en
los valores de diferencia menores, 1.6, 3.12 y 4.04 nm, y considerando las diferencias de los otros
maximos, podemos identificar que el mejor nivel de teoria para describir las sefiales de absorcién de
las Casiopeinas® es CAM-B3LYP/SDD, el cual serd utilizado en el calculo del resto de espectros de
absorcidn electrénica.

Teniendo esto en cuenta se calcularon los espectros UV-Vis de ambas geometrias propuestas para el
intermediario, es decir, el aducto Cas-Cys con geometrias octaédrica y piramide de base cuadrada,
ambos mostrados en la Figura 5.8 en color rojo y azul, respectivamente. Ademads, en color negro se
muestra el espectro experimental del aducto Cas-Cys en el que se observan dos maximos de
absorcion: el primero en 395 nm asociado a la parte aromatica del complejo, y el segundo con un valor
de 598 nm correspondiente a las transiciones del cobre(ll). Si comparamos este valor con el maximo
de 605 nm obtenido para la Caslll-ia vemos que hay un ligero desplazamiento del maximo de absorcidn
hacia valores menores cuando el azufre se coordina al cobre(ll) y ocupa la posicidon axial vacante.

—— Caslll-ia-Cisteina Experimental
—— Octaedro
—— Piramide de Base Cuadrada
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Figura 5.8. Espectro experimental UV-Vis para el aducto Cas-Cys (negro), y su comparacion con los espectros
calculados con geometria octaédrica (rojo) y piramide de base cuadrada (azul).

Los espectros simulados muestran que la sefial correspondiente al cobre(ll) en el arreglo octaédrico
tiene un valor de 626 nm. Esta sefial se debe a 22 transiciones diferentes, siendo las que mas
contribuyen: SOMO-20—SOMO, SOMO-16—-SOMO y SOMO-16—LUMO, en donde los orbitales
SOMO se localizan principalmente en el ligante secundario, el centro metalico y la cisteina, mientras
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que el LUMO se localiza en su mayoria sobre el ligante primario. Estos orbitales que mds contribuyen
se muestran en la Figura 5.9.
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Figura 5.9. Orbitales moleculares que mas contribuyen en la transicion electronica del cobre(ll) para la geometria
octaédrica.

En el caso de la geometria pirdmide de base cuadrada el valor de transicién electrénica del cobre(ll)
se encuentra hasta 663 nm. Esta sefial se debe también a 22 transiciones diferentes, contribuyendo
en su mayoria las transiciones: SOM0-18—SOMO, SOMO-18—LUMO and SOMO-15—-LUMO, en
donde los orbitales SOMO se localizan principalmente en el ligante secundario y el centro metalico,
mientras que el LUMO se localiza en el ligante primario. Estos orbitales se muestran en la Figura 5.10.
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Figura 5.10. Orbitales moleculares que mas contribuyen en la transicién electronica del cobre(ll) para la
geometria piramide de base cuadrada.
Esta técnica espectroscépica no nos permite diferenciar aun cudl es la geometria preferida por el
centro metdlico al reaccionar con un grupo tiolado, sin embargo, éstos espectros indican que puede
preferirse una geometria octaedrica por la cercania entre los mdximos de absorcién del aducto Cas-
Cys experimental y la simulacién de esta geometria.
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b) Resonancia Paramagnética Electronica (EPR)

Para analizar los espectros de Resonancia Paramagnética Electrdonica (EPR, del inglés: Electron
Paramagnetic Resonance), también fue necesario hacer el andlisis del nivel de teoria mas adecuado
con el fin de obtener la mejor descripcion de los experimentos.

La Tabla 5.4 muestra las diferencias entre los pardmetros calculados y los del experimento con cada
método y base utilizado. En la parte superior se muestran los valores experimentales de la Caslll-ia, es
decir, la referencia en las diferencias de cada caso.

El espectro obtenido para la Caslll-ia es un espectro tipico para una especie de cobre(ll) con simetria
axial y, por tanto, los parametros g« = gy, Y Ax = Ayy. Para la Caslll-ia el valor de g« y g,y es de 2.0767,
y el de g,; es 2.2517, y las constantes de acoplamiento Ax y Ayy tienen el valor 7.47 MHz, y A;; tiene el
valor 117.4 MHz.

Pardmetros de EPR Exx Sy g Axx Ay Az
Experimental 2.0767 2.0767  2.2517 7.47 7.47 117.4
Método Base Diferencia Tedrico - Experimental
Def2-TZVP  -0.026  -0.026 -0.099 248.13 248.13 266.50
B3LYP Def2-SVP -0.029  -0.029 -0.106 97.79 97.79 68.60

CC-PVvDZ -0.023  -0.023 -0.094 248.74 248.74 247.02
LanL2DZ -0.025 -0.025 -0.095 272.02 271.02 204.14
Def2-TZVP  -0.018 -0.018 -0.071 253.52 253.52 270.88

PBEO
Def2-SVP -0.003  -0.003 -0.037 253.18 253.18 261.10
CC-PvDZ -0.018  -0.018 -0.076 262.40 262.40 245.75
Def2-TZVP  -0.016  -0.016 -0.066 310.21 310.21 219.96
wB97X-D3

Def2-SVP -0.016 -0.016 -0.072 232.14 232.14 240.11
Tabla 5.4. Seleccion de nivel de teoria para el calculo de espectros EPR de la Caslll-ia.

Analizando los valores de diferencia entre el espectro calculado y el experimental, vemos que la
variacion de los métodos no influye en gran medida en los cambios del pardmetro g, todas se
encuentran en un rango de diferencia entre 0.003 y 0.106, pero sesgado alrededor de 0.02. En
contraste, los valores de diferencia para las constantes de acoplamiento A son muy grandes y eso
provoca que se alejen del comportamiento experimental; es por ello que la eleccion del mejor método
se centré mas en la diferencia de los valores de A que en los valores de g. Tomando esto en cuenta, la
mejor aproximacion se obtiene con el funcional B3LYP y la base Def2-SVP, en donde la diferencia en
los valores de g es de 0.029 y 0.106, y la diferencia en los valores de A es de 97.79 y 68.60, siendo estas
diferencias razonables al compararlas con otros trabajos de calculos de espectros EPR para complejos
de cobre(11){*01102],

La Tabla 5.5 muestra los valores de g y A experimentales y calculados con el nivel de teoria B3LYP/def2-
SVP, para el reactivo de reaccién (Caslll-ia) y el intermediario (aducto Cas-Cys) en las dos geometrias
propuestas computacionalmente.

Los datos para el aducto Cas-Cys reflejan que se trata de una simetria isotrdpica, es decir, ahora se
cumple que g« =8y = 8= Y Ax = Ay = Az, lo que indica un completo cambio en el ambiente electrénico
del cobre(ll). En este caso, el valor experimental de g es 2.10557 y el valor de A es 48.797 MHz.
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Parametros de EPR

Muestra Espectro
Bxx Syy 82z Axx Ay Az
Caslll-i Experimental 2.0767 2.0767 2.2517 7.47 7.47 117.4
aslll-ia
Computacional  2.0466 2.0466 2.1458 105.26 105.26 -185.99
Experimental  2.10557 2.10557 2.10557 48.797 48.797 48.797
Computacional:
Cas-Cys
Octaedro 2.1010 2.1010 2.1010 10457 104.57 104.57
PBC 2.0755 2.0755 2.0755 23.85 23.85 23.85

Tabla 5.5. Valores experimentales y computacionales de los parametros g y A (MHz) de EPR para la Caslll-ia y
el aducto Cas-Cys en geometria octaédrica y piramide de base cuadrada (PBC).

La Figura 5.11 muestra los espectros del aducto Cas-Cys experimental (negro), y los espectros
calculados para la geometria octaédrica (rojo) y piramide de base cuadrada (azul). Al comparar estos
valores con las dos geometrias propuestas vemos que el valor de g para el octaedro es mas cercano al
experimental (diferencia de 0.0045 para octaedro y 0.03 para PBC), pero que el valor de A de la
geometria pirdmide de base cuadrada es mas cercano al valor experimental (diferencia de 55.77 MHz
para octaedro y 24.95 MHz para PBC).

Caslll-ia-Cisteina Experimental
Octaedro
—— Piramide de Base Cuadrada

20

Intensidad

200 ' S(I)O ' 4('IJO
Campo (mT)
Figura 5.11. Espectro experimental de EPR para el aducto Cas-Cys (negro), y su comparacion con los espectros
calculados con geometria octaédrica (rojo) y piramide de base cuadrada (azul).
Esta comparacién aun no nos permite discernir entre la preferencia de una geometria u otra, aunque
el acercamiento de los valores de g para la geometria octaédrica es mayor en comparacion a la
pirdmide de base cuadrada.

¢) Infrarrojo

Nuevamente se identificd inicialmente si el nivel de teoria era el adecuado mediante la comparacion
de los espectros Infrarrojo (IR) calculados con los experimentales, ademas, comparando las sefiales
con base a lo reportado en la literatura para la cisteinal’*1% y |os trabajos del grupo de investigacion
en Casiopeinas®!®!. La Tabla 5.6 muestra los valores y las diferencias entre ellos para las sefiales mas
importantes en la cisteina y en la Caslll-ia, ademds de los dtomos involucrados y el tipo de vibracién
en cada sefial:
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Molécula  Atomos de enlace Tipo Computacional Experimental Diferencia
C-N Stretching 278.0 292.65 -14.65
Cisteina C-S Stretching 669.99 692.32 -22.33
S-H in-plane bending 1056.73 1063.55 -6.82
. C-N Twisting 279.73 294.0 -14.27
Caslll-ia Cu-0 Rocking 603.88 596.0 7.88

Tabla 5.6. Senales de IR (cm™) del espectro experimental y calculado de la cisteina y la Caslll-ia.

Nos enfocamos en estos enlaces debido a que al momento de ocurrir una coordinacién entre el
complejo y la cisteina éstos son los enlaces que pudieran verse mas afectados o involucrados en la
nueva interaccion.

En el caso de la cisteina la diferencia menor ocurre en el enlace S-H con un valor de 6.82 cm™ y la
mayor ocurre en el enlace C-S con un valor de 22.33 cm™. En la Caslll-ia las diferencias son 7.88 cm™
para el enlace Cu-O y 14.27 cm™ para el enlace C-N. Puesto que la diferencia entre las sefiales
experimentales y computacionales es minima, entre 6.82 y 22.33 cm™, se puede hablar de que el
método MO05-2X/LanL2DZ es adecuado para describir los espectros de infrarrojo.

La Tabla 5.7 muestra los valores de las sefiales mas importantes del aducto Cas-Cys, comparando los
valores experimentales (en rangos debido a que los espectros se tomaron a diferentes tiempos para
ver la modificacion del espectro con respecto a el) con los valores del espectro computacional para las
geometrias octaédrica y piramide de base cuadrada. El resultado mas importante obtenido con el
espectro IR computacional es la elucidacidn de la sefial correspondiente a la coordinacion del azufre
al cobre, ya que, al observar esta sefial en 179 cm™ en el octaedro y en 194 cm™ en la pirdmide de
base cuadrada podemos asociarla con la sefial experimental en 187 cm™ que aparecié como una nueva
sefial en el aducto. Como consecuencia de esta nueva interaccion, al llevarse a cabo la reaccién entre
la Caslll-ia y la cisteina podemos identificar los desplazamientos en las sefiales en los espectros
experimentales. En el caso de la Caslll-ia, las sefales correspondientes a los enlaces C-N se debilitan
al formarse la nueva especie, pasando de 294 cm™ a 289 cm™. Para la cisteina, la sefial correspondiente
al enlace C-S tuvo un desplazamiento desde 692 cm™ hasta 685 cm™.

Geometria Atomos de enlace Tipo Computacional  Experimental
Cu-S symmetric stretching 178.75 175-188
Cu-S rocking 263.79 267-279
Octaedro c-s symmetric stretching 628.08 636-652
C-S asymmetric stretching 702.07 692-707
o Cu-S symmetric stretching 193.99 175-188
Piramide 0-Cu-S asymmetric stretching 252.01 267-279
de Base 0-CU-Oaxia twisting 580.69 593-599

Cuadrada . )

C-S symmetric stretching 669.8 636-652

Tabla 5.7. Senales de IR (cm™") para el aducto Cas-Cys, valores experimentales y computacionales en
geometria octaédrica y piramide de base cuadrada.

d) Espectrometria de Masas

Uno de los resultados experimentales mas sobresalientes es el obtenido con la Espectrometria de
Masas de Analisis Directo en Tiempo Real (DART-MS, por sus siglds en inglés). En este caso, el polvo
de reaccidn se insertd en el detector y se obtuvo el espectro de la Figura 5.12 a una temperatura de
200°C. El pico con el valor m/Z= 185 corresponde al ligante primario de la Caslll-ia (dimetilbipiridina
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en este caso), la sefial en m/Z= 262 corresponde al complejo Cu(acetilacetonato),, y el pico en m/Z=
346 corresponde a la Caslll-ia.

La sefial que cobra mayor interés es la obtenida en m/Z= 423 (Figura 5.12-B), ya que corresponde al
aducto Cas-Cys con la pérdida del grupo carboxilico, en forma de agua y mondxido de carbono, de la
cisteina debido al proceso de ionizacién de la técnica. Este proceso se ha reportado en aminoacidos,
incluyendo la cisteinal*%6107],

ne o T+ H, o T+ @_(j - = ~
h h 20 - lonizacién Y \
185.10607 { mw} §°\ Sk Caslllia \ 1\@4}\ vy DART \ \U{;S\/JM,»H Fuoa ]
100 : Y, A 18] cemna \0\_;4' )O\ !

N N Z = HC Z CH,

m/z= 185 He o 16 “Mm”‘ s
= m/z= 262 — m/z=
< 804 9
< < 144
o 346.07121 . o © 4223925
B o = = g 124 424.98199
T 60+ °
K M N & 10
3 S
k] L T 8+
2 404 348.07528 A 2
Qo m/Z= 346 8 6+
E E

4
20 185.20978 426.99263
264.02922 422.9925 5] 42398283 | 425.98794
0 4 IL Il " u262|' 3|16| - ; : . 0 —" ||mm. o 1 I I| bl 1L .
100 150 200 250 300 350 400 450 500 420 422 424 426 428 430
m/Z m/Z

Figura 5.12. Espectro DART del aducto Cas-Cys a 200 °C: A) Intervalo m/Z de 100 a 500; B) intervalo m/Z de
420.

El conjunto de estas técnicas experimentales, aunque no ayudan a discernir entre una geometria u
otra, confirman que la primera aproximacién en la interaccidn entre una Casiopeina® y un grupo tiol
se da mediante la formacidn de un aducto Cas-Cys, en donde ocurre una donacién de densidad
electrdnica del azufre hacia el centro metdlico. El siguiente paso es analizar qué ocurre en el ambiente
electrénico del centro metdlico al darse dicho acercamiento.

Transferencia electrénica

Con el fin de observar qué ocurre con la densidad electrénica durante el proceso de interaccién entre
las Casiopeinas® y una especie con un grupo tiol, se analizaron los cambios en las propiedades
atdmicas que derivan de la densidad electrdnica, especificamente en la densidad de espin, para 3
complejos diferentes de la familia Casiopeina®: Caslll-ia [Cu(4,4’-dimetil-bipiridina)(acetilacetonato)]
(Figura 5.2-A), Caslll-Ea [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)] (Figura 5.2-B), y Casll-gly
[Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(glicinato)] (Figura 5.2-C).

El primer paso consistié en comparar para cada complejo la densidad de espin en cuatro diferentes
etapas de la reaccidn representadas por las geometrias minimizadas de la Figura 5.13 (se muestra la
Caslll-ia como modelo): primero la Casiopeina® (A), que se toma como referencia durante el proceso;
después las geometrias octaédrica (B) y pirdmide de base cuadrada (C) para el aducto Casiopeina®-
Cisteina; y finalmente, una geometria con una distancia de enlace Cu-S de 5.0 A (D) que representa el
producto final de la reaccion, es decir, el complejo de cobre(l) y la formacidn del radical tiilo que
posteriormente puede formar el enlace disulfuro. Esta ultima se obtuvo al minimizar la geometria
manteniendo fija la distancia de enlace Cu-S en dicho valor, observandose que se tiene como resultado
una geometria tetraédrica del complejo, tipica de un cobre(l), al alejarse la cisteina después de estar
coordinada al metal.
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Cabe mencionar que las distancias de enlace Cu-S en el octaedro y la pirdmide de base cuadrada son,
en ese orden: 2.82 Ay 2.37 A en la Caslll-ia, 2.63 Ay 2.37 A en la CaslII-Ea, y para la Casll-gly 2.54 Ay
2.38 A. La unica diferencia significativa entre los complejos es que en la minimizacion de energia de la
etapa C de la Casll-gly se obtuvo una geometria bipirdmide trigonal, con el ligante primario y el
nitrégeno del ligante secundario ocupando las posiciones de coordinacidén ecuatoriales, el oxigeno del
ligante secundario ocupando la posicion axial al desplazar la molécula de agua, y el &tomo de azufre
coordinado en la posiciéon axial superior.

Figura 5.13. Geometrias para el analisis de la densidad de espin en cada etapa: (A) Caslll-ia, (B) aducto CasllI-
ia-Cys con geometria octaédrica, (C) aducto Caslll-ia-Cys con geometria piramide de base cuadrada, y (D)
Caslll-ia de cobre(l) con cisteina alejada hasta 5.0 A.

Para las cuatro geometrias de los tres complejos se calculd la densidad de espin del cobre y azufre
bajo la aproximacion de la Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas’?. Los valores de esta propiedad
se muestran en la Tabla 5.8 y de manera gréfica en la Figura 5.14. Para las tres Casiopeinas® (etapa A)
podemos ver que la densidad de espin del cobre toma valores entre 0.76 y 0.78 e7; en este caso el

azufre no tiene un valor porque no se encuentra presente en la molécula.

Cuando se ve involucrada la cisteina en una geometria octaédrica (etapa B), este valor en el metal
aumenta para la Caslll-ia y la Caslll-Ea, y disminuye ligeramente en la Casll-gly; ademas, vemos que los
valores iniciales de densidad de espin en el azufre son de 0 e’, indicando que su capa de valencia estd
completa. En contraste, cuando pasamos a la etapa C que corresponde a la geometria pirdmide de
base cuadrada vemos una disminucién en los tres casos de alrededor de 0.1 e” en el 4tomo de cobre,
siendo notoria la transferencia al atomo de azufre debido al aumento de valor 0.1 e

Sin embargo, al pasar de la etapa C a la etapa D se invierten por completo los valores, ya que el &tomo
de cobre en los tres complejos toma valores de 0 e y el &tomo de azufre absorbe toda la densidad de
espin tomando valores de 0.9 e'. Esto indica una clara transferencia de densidad electrénica 3 desde
el azufre, que inicialmente tenia sus capas « y 3 completas, hacia el cobre, que parte de un exceso
de densidad « y deficiencia de densidad 3 indicativo del estado de oxidacién 2+, y que conluye en
el cambio en estado de oxidacidn del metal a 1+ y la formacién de un radical en el atomo de azufre
debido a un exceso de densidad « . La Figura 5.14 muestra en una grafica de barras el comportamiento
de estos cambios en la densidad de espin para la Caslll-ia, solo se representa dicho compuesto
considerando que el comportamiento es muy similar en la Caslll-Ea y en la CasllI-gly.

Cuando se ve involucrada la cisteina en una geometria octaédrica (etapa B), este valor en el metal
aumenta para la Caslll-ia y la Caslll-Ea, y disminuye ligeramente en la Casll-gly; ademas, vemos que los
valores iniciales de densidad de espin en el azufre son de 0 e’, indicando que su capa de valencia estd
completa. En contraste, cuando pasamos a la etapa C que corresponde a la geometria pirdmide de
base cuadrada vemos una disminucién en los tres casos de alrededor de 0.1 e” en el 4tomo de cobre,
siendo notoria la transferencia al atomo de azufre debido al aumento de valor 0.1 e
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Complejo  Atomo Densidad de espin (e’)
Etapa A Etapa B Etapa C Etapa D
Caslil-ia u 0.7828 0.7867 0.6978 0.0014
S NA -0.0027 0.1452 0.9435
Caslll-Ea Cu 0.784307 0.808387  0.694405 0.002164
S NA -0.003054 0.150285  0.95111
u 0.7629 0.7595 0.6892  -0.000098
Casll-gly
NA 0.0342 0.1324 0.9245

Tabla 5.8. Valores de densidad de espin (e7) de los atomos de cobre y azufre en las etapas A, B, C y D (Figura
5.13) para Caslll-ia, Caslll-Ea y CaslI-gly (Figura 5.2). NA indica que No Aplica, debido a que en la etapa A no
hay presencia de azufre.

Densidad de espin (€)

o o o o =
N = (] @ o
1 1 1 1 1

o
o
|

Etapas

Figura 5.14. Comportamiento de la densidad de espin (e7) del cobre (negro) y azufre (rojo), en las cuatro etapas
de reaccién para la Caslll-ia.

Sin embargo, al pasar de la etapa C a la etapa D se invierten por completo los valores, ya que el atomo
de cobre en los tres complejos toma valores de 0 e y el &tomo de azufre absorbe toda la densidad de
espin tomando valores de 0.9 e'. Esto indica una clara transferencia de densidad electrénica 3 desde
el azufre, que inicialmente tenia sus capas « y 3 completas, hacia el cobre, que parte de un exceso
de densidad « y deficiencia de densidad 3 indicativo del estado de oxidacién 2+, y que conluye en
el cambio en estado de oxidacidn del metal a 1+ y la formacién de un radical en el atomo de azufre
debido a un exceso de densidad « . La Figura 5.14 muestra en una grafica de barras el comportamiento
de estos cambios en la densidad de espin para la Caslll-ia, solo se representa dicho compuesto
considerando que el comportamiento es muy similar en la Caslll-Ea y en la Casll-gly.

Para obtener una descripcién mas detallada del cambio en la densidad de espin durante todo el
proceso, especialmente de lo que ocurre entre las etapas C y D, se realizé un barrido de la distancia
Cu-S con intervalos de 0.5 A y con intervalos de 0.1 A cerca de la transferencia electrénica, calculando
dicha propiedad en cada punto.

La Tabla 5.9 muestra los valores de densidad de espin en el &tomo de Cu y S conforme cambia la
distancia de enlace entre ellos en la Caslll-ia, ademas se muestran los valores de la Casiopeina® (Figura
5.13-A) y se etiquetan los valores del aducto Caslll-ia-Cisteina octaédrico (Figura 5.13-B) y pirdmide de
base cuadrada (PBC, Figura 5.13-C). Estos datos muestran que los valores del 4&tomo de cobre van
disminuyendo conforme la distancia de enlace Cu-S aumenta; sin embargo, no es un cambio
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significativo hasta que entre 3.9 Ay 4.0 A se da la transferencia electrénica de manera inmediata. En
contraste, los valores del &tomo de azufre son de 0 e” en las primeras distancias de enlace, al llegar a
4 A alcanza un valor de 0.92 ey una vez que la distancia es de 5 A (Figura 5.13-D) se alcanza el valor
mayor de 0.94 e

. . o Densidad de espin (&)
Distancia Cu-S (A)
Cu S
Caslll-ia 0.782737 NA
Octaedro (2.82) 0.78669 -0.002683
PBC (2.37) 0.697838 0.145241
3 0.674146 0.185521
3.5 0.784289 -0.001474
3.6 0.782192 -0.001251
3.7 0.780671 -0.001052
3.8 0.779553 -0.000832
3.9 0.79617 -0.000184
4 0.00137 0.920494
4.5 0.00287 0.928122
5 0.001442 0.943536

Tabla 5.9. Valores de densidad de espin (e7) para los atomos de Cu y S durante el barrido de distancia entre
ellos en la Caslll-ia. NA indica que No Aplica, debido a que en la etapa A no hay presencia de azufre.

La Figura 5.15 representa graficamente el comportamiento de los valores de densidad de espin para
los 4&tomos de Cu (en negro) y los &tomos de azufre (en rojo) para los tres complejos: (A) Caslll-ia, (B)
Caslll-Ea, y (C) Casll-gly. En todos los casos se parte de la geometria PBC (o bipiramide trigonal en el
caso de la Casll-gly) y se muestra el valor de la geometria octaédrica como un marcador sin relleno
como referencia de su comportamiento.

En el caso de la CasllI-Ea, la transferencia electrénica se da entre 3.5 A y 3.6 A; y en el caso de la Casll-
gly, este cambio ocurre entre 3.95 Ay 4.0 A. De manera general, podemos ver que la transferencia
electrénica se da de manera concertada entre 3.5y 3.9 A, dependiendo del complejo, y no como un
proceso gradual a lo largo de la coordenada de reaccion.

En la Figura 5.16 se recopilan las geometrias de todos los puntos del barrido de distancia de enlace
para la Caslll-ia, en donde vemos que a distancias menores de 3.0 A el complejo prefiere una
geometria PBC, y después de esta distancia se prefiere el octaedro hasta darse por completo la
transferencia electrénica en 4.0 A, culminando con una geometria tetraédrica correspondiente al
complejo de cobre(l). También notamos que a partir de 4.0 A es factible que la cisteina se aleje del
centro metalico, prefiriendo la formacidn del radical en el azufre a buscar seguir coordinada por
cualquier atomo donador al metal. Recordemos que, la geometria PBC en la Caslll-ia es sélo 4.9
kcal/mol mas estable en comparacién con la geometria octaédrica, y que esta diferencia nos habla de
la posibilidad de llevar a cabo un intercambio entre ambas geometrias facilmente.
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Figura 5.15. Cambio en la densidad de espin (e) durante el barrido de la distancia de enlace Cu-S (A) para (A)
Caslll-ia, (B) Caslll-Ea y (C) Casll-gly. Valores de cobre en negro y valores de azufre en rojo. El marcador sin
relleno corresponde a la geometria octaédrica (Figura 5.13-B) para su comparacion.
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Figura 5.16. Geometrias y distancias de enlace de cada punto en el barrido de la distancia Cu-S para la
Caslll-ia.
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La teoria Cuéntica de Atomos en Moléculas también nos ayudd a conocer las graficas atémicas del
cobre antes y después del proceso de transferencia electrénica, las cuales se muestran en A y B,
respectivamente, de la Figura 5.17. Antes de la transferencia electrénica vemos que la grafica atdmica
corresponde a un adtomo de cobre(ll), en donde los ligantes apuntan directamente a los huecos con
deficiencia electrénica del metal. Después de la transferencia se lleva a cabo un reacomodo de la
distribucidn electrdnica y se obtiene una grafica atdmica tipica de un cobre(l).

(A) (B)

Figura 5.17. Gréfica atémica para las geometrias con distancia de enlace Cu-S (A) 3.9 A (antes de la
transferencia electronica) y (B) 4.0 A (después de la transferencia electronica). Puntos criticos: (3,+3) en
morado, (3,+1) en rojo, y (3,-1) en amatrillo.

Con este ensayo fue posible notar que el cambio en la densidad de espin ocurre de forma concertada
a una distancia de enlace Cu-S de 3.95 A (puede variar hasta 0.5 A dependiendo del complejo), lo cual
nos indica que un electrén del azufre se transfiere al centro metdlico y se produce el radical sulfhidrilo
que llevard a cabo la formacién del enlace disulfuro al encontrarse con otra especie tiolada, ademas
del cambio en geometria del centro metdlico en el complejo de Cu" a Cu'. Este intermediario puede
reaccionar con otro sistema igual, o en su defecto con un sistema tiolado y formar el enlace disulfuro
y la geometria tetraédrica del complejo de cobre, como se propone en el resto del mecanismo en la

siguiente seccion.

También se estudio qué sucede cuando hay oxigeno presente en la reaccidn con la Casll-gly, con el fin
de modelar ese ambiente experimental que considera el mecanismo propuesto por Kachadourian®®®
y se representd en la Figura 5.1. En este caso proponemos que el oxigeno actua directamente con el
grupo tiol, y por tanto, analizamos cdmo sucede esa interaccidn mientras la cisteina esta coordinada
a la Casiopeina®, esperando en este caso la generacién del radical soportado en el 4&tomo de oxigeno
R-S-0-0- y el cambio en el estado de oxidacidon del metal a un sistema tetraédrico de Cu'.

Para esta parte del mecanismo se minimizaron las geometrias en dos estados electrénicos que se
muestran en la Figura 5.18: (A) cuarteto, debido a que el oxigeno es inicialmente triplete y sumado al
aducto se obtienen tres electrones libres correspondientes a esta multiplicidad total; y (B) doblete, al
cambiar el estado de oxidacion del metal a cobre(l) y formarse el radical Cisteina-S-0-0- en el oxigeno
se tiene un solo electrdn libre, y por tanto, esta multiplicidad.

En el estado cuarteto, podemos ver que al encontrarse presente el oxigeno ya no se favorece la
interaccidon Cu-S que se favorecia al desprotonar el grupo sulfhidrilo en el aducto, puesto que la
distancia de enlace aumenté hasta 3.23 A. Dicho enlace es atiin menos favorecido cuando se obtiene
el estado doblete, puesto que la distancia de enlace aumenta hasta 4.47 A. Sin embargo, al cambiar al
estado doblete si se favorece el enlace S-O y la formacidn del radical R-S-0-0-, interaccidén importante
para la promocién de la transferencia electrénica, partiendo de una distancia de enlace S-O en el
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cuarteto de 1.92 A y terminando en 1.88 A en el estado doblete. Cabe mencionar que existe una
diferencia energética de 16.57 kcal/mol favoreciendo a la especie en estado electrénico doblete.

Figura 5.18. Geometrias del aducto Casll-gly-Cisteina en presencia de oxigeno, en estado (A) cuarteto y (B)
doblete.
Para ambas geometrias se calculé la densidad de espin bajo la Teoria Cudntica de Atomos en
Moléculas, la Figura 5.19 muestra los valores en los &tomos de cobre, azufre y oxigeno (siendo el O1
el mas cercano al azufre y el 02 el mas lejano) en color negro para el estado cuarteto y en color rojo

para el estado doblete.

Si nos enfocamos en el cobre en estado cuarteto podemos ver que inicialmente tiene sus capas « vy
B llenas, esto indica que en este momento ya se llevd a cabo la transferencia de densidad electrénica
B del azufre hacia el metal y se confirma por el valor en este estado para el azufre que indica un
exceso de densidad o . Ambos dtomos de oxigeno tienen en el estado cuarteto un exceso de densidad
a, lo que concuerda con el estado electrdnico triplete de esta molécula. Cuando se da el cambio de
estado electrdnico cuarteto a doblete notamos que el cobre dona densidad S al azufre, quedando
con un exceso de densidad «, para que éste forme un enlace con el O1 mientras que el 02
permanezca con un exceso de densidad « y por tanto soporte el radical. Como resultado tenemos al

complejo con una carga 2+ y la formacion del radical Cisteina-S-O-0-.
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Figura 5.19. Comportamiento de la densidad de espin (e7) de los atomos mas importantes en la interaccion
Casiopeina®-Cisteina en presencia de oxigeno en estado cuarteto (negro) y doblete (rojo).

Tomando como punto de partida el radical Cisteina-S-O-O- se afiadid una segunda molécula de
cisteina, con el grupo tiol protonado, con el fin de estudiar la formacion del enlace disulfuro (S-S) y del
radical hidroperoxilo (H-O-O-). Para esta seccidén se analizaron los cambios en la densidad de espin
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(mostrados en la Figura 5.20) en el reactivo, en un paso intermedio de la minimizacidny en el producto
de la interaccién en los atomos involucrados: el azufre (S1) y los 4&tomos de oxigeno (01 y 02) del
radical Cisteina-S-0-0- (siendo el O2 el enlazado al S1, y el O1 el que soporta el radical) y el azufre (S2)
de la segunda cisteina.
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Figura 5.20. Densidad de espin (e7) en la formacion del enlace disulfuro y el radical hidroperoxilo.

El primer paso de este proceso es la desprotonacién del azufre S2 por el oxigeno 02 del radical
Cisteina-S-0-0-, lo que produce un exceso de densidad « en el S2 y la capa completa en el resto de
los 4&tomos. En ese momento ambos dtomos de azufre se acercan y se lleva a cabo una redistribucion
de la densidad electrénica, en donde se nota la disminucién de densidad « en el S2 que se reparte
entre el S1 y ambos oxigenos. Finalmente, la pérdida de densidad de espin en ambos azufres indica la
formacién del enlace disulfuro (ambos completaron sus capas « y 3), ademas se da la ruptura del
enlace S1-02, y como consecuencia la formacién del radical hidroperoxilo (H-O-O-) comprobable con
los valores de densidad de espin en el producto. El radical hidroperoxilo es una especie reactiva de
oxigeno que puede interactuar con el ambiente y formar el radical hidroxilo, siendo este ultimo el
generador del dafio celular.

Propuesta de mecanismo

El conjunto de todos los resultados mostrados en esta seccidon conducen a proponer el mecanismo de
la interaccién Casiopeina®-Cisteina en presencia (ruta izquierda) y ausencia (ruta derecha) de oxigeno
como se detalla en la Figura 5.21.

Tenemos como punto de partida en ambos casos a los reactivos: Casiopeina® y una especie tiolada
(cisteina o glutatién). El primer paso involucra la interaccién Cu-S-H, a partir de una donacién de
densidad electrénica del azufre hacia el centro metalico, la cual se da mediante el acercamiento del
azufre al cobre por la posicidon axial vacante en el complejo. Esta interaccién Cu-S polariza el enlace S-
H y facilmente una molécula de disolvente puede acercarse y desprotonar al atomo de azufre. Dicha
desprotonacidn del azufre favorece la interaccién Cu-S, ya que la disminucidn en la distancia de enlace
Cu-S indica el fortalecimiento del mismo y el debilitamiento del enlace Cu-O del agua coordinada al
complejo, y como resultado puede observarse la formacién de una especie octaédrica de Cu". A partir
de la geometria octaédrica ocurre una transferencia electrénica que origina un cambio de geometria
a una pirdmide de base cuadrada. Estos cambios geométricos se asocian a los cambios de color en el
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experimento y que caracterizamos como el intermediario en la reaccién. Después de este paso, puede
involucrarse o no una molécula de oxigeno.

Cuando el oxigeno esta presente se sigue la ruta de la izquierda, en donde el movimiento de electrones
en el aducto conduce a la formacidén del radical R-S-O-O" y al cambio en el estado de oxidacion del
cobre(ll) a cobre(l) (primer producto de reaccidn). Este radical encuentra otra especie tiolada, y se
lleva a cabo la formacién del enlace disulfuro entre ellas y del radical hidroperoxilo (H-O-O’), siendo
este Ultimo quien genera mas especies reactivas de oxigeno a nivel biolégico.

En contraste, cuando el oxigeno no esta presente y se da la ruta de la derecha, inicialmente se lleva a
cabo un reacomodo del ambiente electrénico del metal que genera el intermediario con la geometria
pirdmide de base cuadrada o bipirdmide trigonal (dependiendo de la Casiopeina®), para
posteriormente llevarse a cabo la transferencia electrénica que conduce a la formacion del complejo
de cobre en estado de oxidacion 1+ y del radical tiilo. Este radical tiilo se encuentra con una segunda
especie tiolada y lleva a cabo la formacién del enlace disulfuro.
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Figura 5.21. Mecanismo propuesto para la interaccion de Casiopeinas® con reductores tiolados en presencia
(ruta izquierda) y ausencia (ruta derecha) de oxigeno.
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5.1.5 Conclusiones

El cambio en la estrategia de reaccidn experimental entre una Casiopeina® y una especie reductora
tiolada, de un sistema en solucién a un sistema en sélido, permitié identificar cambios de color en el
solido que corresponden a los cambios en el ambiente electrénico del centro metalico. Una de las
etapas de reaccidn se caracterizd mediante diversas técnicas espectroscépicas que fueron
complementadas con la aproximacién computacional, contrastando de manera adecuada ambos
resultados.

La caracterizacién del polvo y los cdlculos computacionales conducen a la propuesta de dos geometrias
diferentes para el aducto Casiopeina®-cisteina: (1) una geometria octaédrica, en donde los dos
ligantes del compuesto de cobre ocupan las posiciones ecuatoriales, una molécula de agua ocupa una
posicién apical y la cisteina se une al cobre por el &tomo de azufre en la posicidn apical restante; y (2)
una geometria piramide de base cuadrada, o bipirdmide trigonal dependiendo del complejo de
partida, en la cual, el azufre de la cisteina desplaza uno de los &tomos de oxigeno del ligante secundario
del complejo, y éste a su vez desplaza la molécula de agua de la posicién apical.

A pesar de que los resultados experimentales correlacionan con los resultados computacionales, no
se logrd discernir entre una geometria u otra para el intermediario, por lo que se propone que
inicialmente se obtiene la geometria octaédrica hasta que ocurre el proceso de transferencia
electrdnica en donde se pasa por la geometria pirdmide de base cuadrada y el complejo finaliza en la
geometria tetraédrica correspondiente al centro metalico reducido.

Ademas, se identificé el proceso de transferencia electrdnica desde el &tomo de azufre de la cisteina
hacia el atomo de cobre de la Casiopeina® que se da de manera concertada a una distancia entre 3.5
y 4 A (dependiendo del complejo). Dicha transferencia electrénica conduce a la reduccion del
complejo, pasando de un estado de oxidacién Cu'" a Cu'y cambiando de una geometria piramide de
base cuadrada a tetraédrica, y a la formacion de un radical soportado en el azufre que posteriormente
puede formar un enlace disulfuro con otro equivalente de especie tiolada.

Los resultados obtenidos en esta seccion nos llevan a proponer un mecanismo de la interaccidn entre
una Casiopeina® y una especie tiolada, obteniendo como productos una especie con un enlace
disulfuro y un complejo de cobre(l), lo cual, no se ha reportado anteriormente con tanto detalle.
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5.2 Determinacion del Farmacoforo

En esta parte del trabajo presentaremos la identificacidon del sitio farmacoférico de una serie de
complejos de cobre(ll) que presentan actividad antitumoral. Para este fin se calcularon modelos de
regresion lineal multiple a partir de descriptores atdmicos topolégicos (TAD, del inglés: Topological
Atomic Descriptors). Al identificar el farmacéforo podemos confirmar la importancia de estos enlaces
en el reconocimiento molecular de los compuestos de Cu" al momento de interactuar con el ADN.

Los resultados que se presentan a continuacidn fueron publicados en el afio 2019 en la revista Journal
of Molecular Structure. Para acceder al trabajo publicado, visite:
https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2019.127480.

5.2.1 Antecedentes

En el disefio de farmacos asistido por computadora es muy comun usar el concepto de farmacéforo,
el cual fue introducido por Monty Kier en una serie de trabajos publicados entre 1967 y 1971. Un
farmacoforo o sitio farmacofdrico se define como el arreglo espacial de grupos funcionales en una
molécula que es esencial para su reconocimiento molecular y actividad biolégica.l'®® Para ello, Kier
utilizé el paquete de mecanica cudntica de la teoria de Hiickel extendido de Roald Hoffmann en un
estudio de agonistas muscarinicos, llamandolo inicialmente “patrén receptor propuesto”. Sin
embargo, en 1971 decidié etiquetarlo como “farmacdéforo muscarinico”, dandole el mismo sentido en
el que se usa hoy en dia.l*%®!

La IUPAC ha definido un farmacdéforo como el ensamble de caracteristicas estéricas y electrénicas
necesarias para asegurar las interacciones supramoleculares éptimas con un blanco bioldgico que
presenta una estructura especifica, para asi desencadenar o bloquear su respuesta biolégica.l'%
Generalmente, en un conjunto de moléculas este comun denominador corresponde a grupos

hidrofdbicos, anillos aromaticos y aceptores o donadores de enlaces de hidrégeno.

Gareth Thomas define al farmacoforo de un ligante biolégicamente activo como las posiciones
geométricas en tres dimensiones de los grupos (centros farmacoféricos) del ligante que forman un
patrén Unico y reconocible por el receptor, el cual se cree que es responsable por la unién del ligante
y el receptor.1?

Se pueden tener dos situaciones al momento de identificar un farmacéforo: la primera es que se tenga
acceso a lainformacién tanto del ligante como del receptor, y la segunda es que a partir de un conjunto
de moléculas con cierta actividad bioldgica se indague sobre los patrones en las caracteristicas
moleculares que pudieran estar asociadas a dicha actividad. Y es precisamente mediante la segunda
situacidn que surge el estudio Cuantitativo de la Relacidn entre la Actividad y la Estructura (QSAR), o
en un sentido mas general, el estudio Cuantitativo de la Relacidn entre una Propiedad y la Estructura
(QSPR, del inglés: Quantitative Structure-Property Relation).

Un andlisis QSAR se basa en herramientas matematicas para correlacionar descriptores estructurales
con una actividad bioldgica (respuesta o blanco variable). Ademas, se parte del principio de similitud,
el cual indica que estructuras similares tienen actividades similares.®®

Existen diferentes tipos de métodos computacionales en QSAR, dando diferentes niveles de
complejidad en los datos: de dos dimensiones, de tres dimensiones y métodos de dimensiones mas
altas. Un QSAR-2D no es sensible a los arreglos conformacionales de los dtomos, mientras que un
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QSAR-3D necesita la informacidon de la posicién de los atomos en tres dimensiones. En casos
superiores, por ejemplo, QSAR-4D, se utilizan algoritmos genéticos que generan un conjunto de
orientaciones y conformaciones para cada molécula.[®

Hablando de los descriptores en QSAR y QSPR, existen tres categorias principales: (1) en una
dimensidn, que nos da informacion constitucional, por ejemplo: el peso molecular, nimero y tipo de
atomos y enlaces en una férmula condensada; (2) los descriptores 2D, que se basan en propiedades
de dos dimensiones de los fragmentos (como informacién de los sustituyentes) o de toda la molécula
(como logP o informacidn de reactividad); y (3) los descriptores 3D, que reflejan la naturaleza de las
estructuras moleculares en tres dimensiones (como conformaciones e isomerismo) y el espacio
alrededor (estereoquimica).!®®!

Hablando de los compuestos de cobre(ll) de nuestro interés, las Casiopeinas®, se han realizado
diversos estudios QSAR principalmente con descriptores experimentales que buscan describir el
comportamiento de la actividad bioldgica en diversas lineas celulares.

El primer estudio se enfocé en comparar los ligantes que conforman los complejos de cobre(ll),
obteniéndose que en cuanto al ligante primario (el ligante diimina de los compuestos) es necesario el
anillo aromatico central en la 1,10-fenantrolina para preservar la actividad antiproliferativa, en
comparacion a cuando el ligante aromatico es la bipiridina, que tiene ausente dicho tercer anillo
aromatico. Hablando del ligante secundario, al comparar glicinato con acetilacetonato, se encontraron
diferencias poco significativas en la actividad bioldgica en comparacién al ligante primario.*%!

También se identificé que el potencial de media onda (Ex) del centro metalico puede describir la
actividad bioldgica mediante la concentracidn inhibitoria 50 (Clso), este ejemplo ayudd a identificar
que los complejos més activos son aquellos que son menos oxidantes.”!

Ademas, se hizo la comparacion con propiedades calculadas computacionalmente, en donde se
identifico que algunas propiedades estructurales y electrdnicas experimentales de los compuestos de
coordinacion (como el Ei; y los pardmetros de resonancia paramagnética electrénica) pueden ser
descritos mediante la densidad electrénica del metal, su deslocalizacién y la deformacion de la nube
eléctronical'??,

En este trabajo, también se utilizan herramientas computacionales para definir el arreglo espacial de
grupos funcionales en una serie de compuestos de cobre(ll) que es esencial para su reconocimiento
molecular y activiad bioldgica, es decir, el farmacoforo.

5.2.2 Objetivos particulares

El objetivo de esta seccidn es presentar una idea novedosa para identificar un sitio farmacoférico en
una familia de compuestos de cobre(ll) que se sabe actian en células cancerosas, haciendo uso de
descriptores atdmicos cudnticos topoldgicos.

Para cumplir con este objetivo general, se han planteado los siguientes objetivos particulares:

1. En un grupo de entrenamiento, generar modelos QSAR que correlacionen de manera
adecuada la actividad bioldgica, en células de tipo Hela y HCT-15, con descriptores atdmicos.
Validar los modelos QSAR generados mediante un grupo de prueba.

Comprobar el poder predictivo de los modelos generados.
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5.2.3 Metodologia

La Tabla 5.10 muestra las 31 moléculas consideradas en este estudio, si formaron parte del conjunto
de prueba o de entrenamiento, su estructura (que deriva de las imagenes en la parte superior de la
tabla), y sus valores de actividad antiproliferativa en dos lineas celulares de tumor cancerigenos (Hela
y HCT-15). Los compuestos derivados de las estructuras A y B forman parte de la familia
Casiopeinas®P%%397.111 a| compuesto C tiene como ligante benzimidazol!**?, los compuestos derivados
de D tienen clotrimazol como ligante!!*®! y los derivados de E estdn coordinados a tetrazo[1,5-
a]pirimidinal’!¥l, Cabe resaltar que la eleccién de las moléculas se centré en el hecho de que todos
tienen como centro metalico al atomo de cobre en su estado de oxidacién 2+, y éste se encuentra
coordinado a dtomos donadores de densidad electrénica como oxigeno y nitrégeno.

Al final de la tabla se muestran los valores de actividad de Cisplatino con el fin de tomarlo como punto
de comparacidn al ser uno de los tratamientos ampliamente usados en dichos padecimientos. En las
columnas de actividad podemos notar que los compuestos de Cu" pueden presentar una mejor
actividad antiproliferativa con una menor toxicidad en comparacion al Cisplatino.

65 + 6 5 +

PN { ik >
A B C D E
Numero Clso (M)
de Conjunto Estructura
Estructura Hela HCT-15
1 Entrenamiento A 10.7 7.3
2 Entrenamiento 4-Me-A 1.6 6.0
3 Entrenamiento 5-Me-A 6.2 2.6
4 Entrenamiento 4,7-diMe-A 1.4 2.1
5 Entrenamiento 5,6-diMe-A 34 1.9
6 Entrenamiento 3,4,7,8-tetraMe-A 1.9 1.4
7 Entrenamiento 5-phenyl-A 3.9 2.5
8 Entrenamiento 4,7-diphenyl-A 4.2 3.2
9 Entrenamiento 5-CI-A 4.5 12.9
10 Entrenamiento 5-NOz-A 21.3 35.0
11 Entrenamiento B,R=H 13.9 21.2
12 Entrenamiento 4-Me-B, R=H 8.7 5.1
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13 Entrenamiento 5-Me-B, R=H 6.2 3.7
14 Entrenamiento 4,7-diMe-B,R=H 5.5 2.0
15 Entrenamiento 5,6-diMe-B, R=H 53 2.1
16 Entrenamiento 3,4,7,8-tetraMe-B, R=H 1.8 1.8
17 Entrenamiento 4,7-diphenyl-B, R =H 5.1 7.6
18 Entrenamiento 5-CI-B,R=H 14.3 22.3
19 Prueba 5-NO,-B,R=H 44.8 47.3
20 Prueba 4,7-diMe-B, R= CHj3 1.9 13.96
21 Prueba 4,7-diMe-B, R = -CH(CHs); 1.5 4,59
22 Prueba 4,7-diMe-B, R = -CH(CH3)CH,CH3 1.64 7.99
23 Prueba 4,7-diMe-B, R = -CH,CH(CH3) 1.52 6.51
24 Prueba 4,7-diMe-B, R = -CH,CH,CH,CH3 1.33 3.68
25 Entrenamiento C 95.59 26.72
26 Entrenamiento X1=X;=CI-D 6.80 15.40
27 Entrenamiento X1=X2=Br-D 3.90 6.50
28 Entrenamiento X1 = Clotramizole, X; = NO3-D 3.50 4.80
29 Prueba Li=H-E 0.69 0.45
30 Entrenamiento L1=OH-E 0.57 0.36
31 Entrenamiento L;=CI-E 0.87 0.57
Cisplatino 5.1 5.4

Tabla 5.10. Valores de actividad antripoliferativa (Clso en uM) en lineas celulares humanas tipo HelLa y HCT-15 para las
estructuras consideradas en el estudio QSAR. Familia Casiopeinas®: (A) Cu[(1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]* y (B)
Cul[(1,10-fenantrolina)(aminoacidato)]*. Complejos de Cu(ll) con azoles: (C) con benzimidazole, (D) con clotrimazol, y (E)
tetraazo[1,5-a]pirimidina. La imagen superior muestra las estructuras base para los sustituyentes especificados en la

tabla. [52,53,97,111-114]

Una vez seleccionadas las 31 moléculas, se realizé la optimizacidon de las geometrias con el nivel de
teoria UM05-2x154/6-31G++(d,p)***! con el software Gaussian 09 (version D01)!®, La eleccién de dicho
funcional se debe a que M05-2x ha sido util en la descripcién de propiedades de compuestos de
cobre!® incluyendo el analisis del aducto Casiopeina-adenina y algunas interacciones no covalentes
en la interaccidn con el ADN®®!, Posteriormente, se utilizé el conjunto de orbitales Kohn-Sham para
obtener la densidad electrénica y con ella calcular las propiedades atémicas con el programa
AIMAII®Y, Las propiedades atémicas fueron analizadas con el programa CODESSA!], generando una
matriz de descriptores que permitié calcular modelos de Relacién Cuantitativa Estructura-Actividad
mediante procedimientos estadisticos de Regresion Lineal Multiple (MLR) con el software MobyDigs
(versién 1.0)1281,
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Con el fin de generar los mejores modelos se combind el procedimento de MLR con el Algoritmo
Genético metaheuristico (GA), siendo este un método de seleccidn de caracteristicas y exploracion del
espacio quimico. Se utilizaron los valores predeterminados en la configuracién de los parametros del
GA, a excepcidn del tamafio de poblacidn que fue ajustado a 100. Dichos valores fueron elegidos con

base en el andlisis realizado por Todeschini**8,

(119 para evitar modelos con caracteristicas

El proceso de busqueda fue realizado con la funcién RQK
no deseadas, por ejemplo, modelos con correlacién al azar. La funcién RQK utiliza el estadistico Q7,,,
(validacién cruzada dejando uno afuera, “leave-one-out”) como la funcién de ajuste, satisfaciendo asi
cuatro restricciones: regla QUICK, regla asintética Q7 ,, regla de redundancia y regla de sobre ajuste.
Cabe resaltar que Unicamente se construyeron modelos con dos y tres descriptores, partiendo de 229
descriptores atdmicos cudnticos topoldgicos, basandonos en el principio de que cada variable en un
modelo debe explicar la varianza de al menos 5 casos (o moléculas), es decir, la relacion entre el caso

y las variables independientes debe ser 5:1.

Ademas, para cada modelo QSAR generado se aplicaron los modelos de validacién Bootstrapping
(Q2o0¢) Y Y-scrambling (a(Q?)) en el grupo de entrenamiento, con el fin de valorar la capacidad
predictiva y la correlacién al azar basada en la actividad biolégica HCT-15 y Hela. El método
Bootstraping!*?® consiste en formar al azar conjuntos de entrenamiento con cierto nimero de
moléculas y considerando el resto de las moléculas como conjunto de prueba. EI método Y-
scrambling!*?!! cambia aleatoriamente las variables de respuesta reales, en nuestro caso la actividad
bioldgica, para determinar qué tan bueno es el modelo. En este trabajo se realiz6 el método
Bootstraping 5000 veces y el método Y-scrambling 300 veces. Ademds de los dos métodos
mencionados, se utilizé la desviacion estandar (s) para asegurar la calidad del entrenamiento.
Finalmente, los mejores modelos elegidos de acuerdo con sus pardmetros de entrenamiento fueron
evaluados mediante la validacién externa (QZ2,;) en el conjunto de prueba!??,

5.2.4 Resultados

Modelos

Hablando del conjunto de datos utilizados podemos notar que en el caso de la linea celular Hela,
correspondiente a cancer cervicouterino, la mejor actividad se observa en los compuestos 4, 30y 31.
Mientras que en el caso de la linea celular HCT-15, correspondiente a cancer de colon, la mejor
actividad se observa en los compuestos 6, 30 y 31. En ambos casos, los compuestos que menor
actividad presentan son aquellos derivados de Cl o NO,. Si comparamos los valores de Clso de los
compuestos de Cu" con los del Cisplatino, farmaco cominmente usado y presente en el mercado,
podemos notar que algunos de los compuestos presentan una mejor actividad (18 compuestos en el
caso de Hela y 17 para HCT-15). Si a eso sumamos el hecho de que el cobre es un metal esencial,
podriamos considerar que se tienen buenos candidatos para el tratamiento de cancer en ambas lineas
celulares, con una menor toxicidad comparada con el platino.

El desarrollo de esta metodologia nos permitid generar modelos predictivos que correlacionan la
actividad anticancer de compuestos de Cu" y descriptores topolégicos atémicos, considerando que no
existe una relacidn directa entre dichos descriptores y la interaccidén de los compuestos a nivel
bioldgico.
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La Tabla 5.11 muestra los dos mejores modelos de regresidn lineal obtenidos con el grupo de
entrenamiento, uno para cada linea celular siendo el niUmero 1 para la actividad en HCT-15 y el nUmero
2 para la actividad en Hela. El tamafio indica el nimero de descriptores que conforman el modelo,
seguido de los pardmetros estadisticos de la generacién del modelo (R? y s) y de la validacién del
modelo (Q%o0, Q*boot, A(Q%) Y Qext).

Los parametros de la generacidon del modelo indican que éstos describen de manera adecuada la
actividad en términos de diversos descriptores que condensan la informacidn de las propiedades
atémicas. Comparando los valores de R* es posible notar que el modelo para la linea Hela tiene un
mejor comportamiento en comparacién al de HCT-15, aunque ambos tienen valores de desviacion
estdndar (s) muy similares.

# Tamaiio R? Qo Q%oot  a(QY) s Qext Modelos

Linea celular HCT-15
Actividad = 17.933 —
85.3133 Zl.uintra(NCu—N)l

1 3 0.7659 0.6959 0.5449 -0.273 4.827 0.8080
14.9478 Xlppona(N)| —

14.4042 Z 6non—bond (H)

Linea celular Hela

Actividad = 66.1477 +

42.6102 X|u(Ce-n)l —
2 3 0.9585 0.9012 0.8503 -0.204 4.858 0.7768

8.7483 Zl#intra(HC—H)l -
129.4397 Zl.uintra(NCu—N
Tabla 5.11. Mejores modelos QSAR obtenidos para describir la actividad biolégica en células HeLa y HCT-15.

En el caso de las células HCT-15, el modelo 1 en la Tabla 5.11 y representado graficamente en la Figura
5.22, encontramos que la actividad puede ser descrita por tres descriptores:

- Yltintra(Ncu—n)1: la suma de las magnitudes del momento dipolar intra atémico del
nitrégeno en los enlaces Cu-N, es decir, los enlaces de coordinacién al centro metdlico.

- Ylupona(N)|: la suma de las magnitudes del momento dipolar de los atomos de nitrégeno
enlazados.

- Y Snon—pbona(H): la suma de la deslocalizacion electrénica total de los atomos de hidrégeno
con los atomos no enlazados.
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Modelo 1: Actividad en HCT-15

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Y Exp. (MM)

Figura 5.22. Actividad experimental vs Actividad calculada mediante el modelo 1 para la actividad en la linea
celular HCT-15.

Por otra parte, el modelo 2 en la Tabla 5.11 y representado graficamente en la Figura 5.23 es el mas
adecuado para describir la actividad bioldgica de los compuestos en las células Hela. En este caso los
descriptores son:

- Y|u(Ce_p)|: la suma de las magnitudes del momento dipolar del atomo de carbono en los
enlaces C-N.

- YlMintra(He—g)l: la suma de las magnitudes del momento dipolar intra atémico del
hidrégeno en los enlaces C-H.

- Yltintra(Ncu—n)1: la suma de las magnitudes del momento dipolar intra atémico del
nitrégeno en los enlaces Cu-N.
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Modelo 2: Actividad en HelLa

Y-Calc. (uM)

|
0 20 40 60 80 100
Y Exp. (MM)

Figura 5.23. Actividad experimental vs Actividad calculada mediante el modelo 2 para la actividad en la linea
celular HelLa.

El conjunto de estos descriptores nos habla de cdmo se deforma la densidad electrénica al momento
de formar los enlaces denotados en cada propiedad, indicando que la presencia de dichos enlaces y
los cambios electréonicos que ocurren en ellos son esenciales para que la actividad en estudio se
manifieste.

Validacion

Los parametros estadisticos dejando-uno-fuera (Q7,,) y Bootstraping (QZ,,;) tienen valores arriba de
0.69y 0.5, respectivamente, para la validacion en el grupo de entrenamiento, lo que nos muestra que
ambos modelos tienen la capacidad de predecir adecuadamente la actividad bioldgica. El coeficiente
a(Q?), correspondiente al método Y-Scrambling, tiene valores inferiores a 0.3 en ambos modelos,
indicando que existe muy poca tendencia a que exista correlacién al azar.

Respecto a la validacion externa en el conjunto de prueba, QZ,;, los valores sugieren que los modelos
tienen gran poder predictivo puesto que todos los valores son superiores a 0.75, es decir, 75% de la
varianza total.

Se identificaron los outliers o casos atipicos por respuesta o por estructura mediante diagramas de
Williams (grafico de residuales vs leverages)!!181%3 éstos se presentan en la Figura 5.24 para el modelo
1y Figura 5.25 para el modelo 2. En ambos gréficos las lineas superior e inferior muestran el limite por
respuesta y la linea azul muestra el limite por estructura, es decir, si algin dato se encuentra fuera de
dichos limites se considera un outlier por respuesta o estructura en cada caso.
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Como resultado vemos que no se detectaron outliers por respuesta en ninguno de los modelos. Sin
embargo, identificamos al compuesto 25 como un outlier por estructura en el modelo 2 para la linea
celular Hela. Dicho outlier corresponde al compuesto con 2-metilbenzimidazol, el cual presenta los

mayores valores de Clsg en las dos lineas celulares.
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Figura 5.24. Grafico de Williams para el modelo 1, correspondiente a la linea celular HCT-15.
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Figura 5.25. Grafico de Williams para el modelo 2, correspondiente a la linea celular Hela.

Finalmente, se realizé el andlisis de Dominio de Aplicabilidad (DA) con el propédsito de conocer el
comportamiento de los modelos QSAR al momento de aplicarlos en prediccién!*?¥. Para ello se realizé
un analisis del Dominio de Aplicabilidad basado en consenso!?*, considerando cinco aproximaciones
diferentes: Rango, Euclideano, “City-block”, Mahalanobis, y Densidad. De tal forma que, si un
compuesto esta fuera del DA en al menos 2 de las 5 aproximaciones entonces esa prediccién se
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considera desconfiable. Cada uno de los cinco métodos del Dominio de Aplicabilidad fue calculado en
el programa AMBIT*?®!, |a Tabla 5.12 muestra los Dominios de Aplicabilidad de los compuestos de
prueba en cada uno de los 5 métodos, ademas de la decisién definitiva del consenso, en donde IN
significa que se encuentra dentro del DA, y OUT significa que se encuentra fuera del mismo. Lo que
podemos observar en esa tabla es que ambos modelos QSAR obtenidos en este trabajo, tanto para la
linea celular HCT-15 como la linea celular Hela, son confiables de acuerdo con el método de consenso.
Por tanto, ambos modelos que estiman la actividad bioldgica son buenas alternativas en el estudio de
esta familia de compuestos de Cu".

Linea Numero de Métodos de Dominio de Aplicabilidad

Celular  Estructura  Rango  Euclideano  CityBlock Mahalanobis  Densidad Consenso

19 IN IN IN IN ouT IN

20 IN IN IN IN IN IN

HCT-15 21 IN IN IN IN ouT IN

Modelo 22 IN IN IN IN ouT IN

! 23 IN IN IN IN ouT IN

24 IN IN IN IN IN IN

29 IN IN ouT IN IN IN

19 IN IN IN IN IN IN

20 IN IN IN IN IN IN

Hela 21 IN IN IN IN IN IN

Modelo 22 IN IN IN IN IN IN

2 23 IN IN IN IN IN IN

24 IN IN IN IN IN IN

29 ouT IN IN IN IN IN

Tabla 5.12. Dominio de Aplicabilidad basado en Consenso para el conjunto de prueba de los modelos QSAR 1y 2.

Interpretacion

Para entender mds a fondo la importancia de los modelos encontrados, ahora nos enfocaremos en los
resultados previamente obtenidos en el grupo de investigacion referentes al sitio de reconocimiento
de las Casiopeinas® en el ADN. Sabemos que la coordinacién de la 1,10-fenantrolina al centro metalico
produce una redistribucién de densidad electrénica y, por tanto, existen cambios en la deslocalizacidn
de la densidad electrdnica en el enlace C-N del ligante. Cuantitativamente, la deslocalizacién en el
enlace C-N aumenta un 11% cuando se lleva a cabo la coordinacidn, mientras que el momento dipolo
disminuye un 6%.°5%! Partiendo de que los descriptores del modelo 1 y modelo 2 estén intimamente
relacionados con dicho enlace, podemos identificar a los enlaces C-N de los ligantes como el
farmacéforo de esta familia de compuestos de Cu'". En el caso de las Casiopeinas® el ligante aromético
es el que tiene mayor contribucién en el modelo, sin embargo, los enlaces C-N del ligante secundario
también forman parte del farmacéforo.

Ahora bien, si nos enfocamos en los resultados de la dindmica molecular de Casiopeinas® con el ADN
se reportd que existe una interaccion entre el enlace C-N del ligante del complejo y el esqueleto, lo
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que resalta la importancia de dicho enlace en la conformacién de los complejos de cobre(ll). Ademas,
el enlace C-N actua como aceptor en diversas interacciones débiles con dtomos de oxigeno de los
grupos desoxirribosa del esqueleto del ADN, siendo ésta una interaccién importante en el proceso de

reconocimiento molecular.%°”!

La importancia de identificar el sitio farmacoférico reside en que la interaccién de este enlace con el
esqueleto del ADN es un indicio del mecanismo de accidn de las Casiopeinas® a nivel bioldgico. Una
vez que ocurre la union, se pueden promover procesos de intercalacién, o incluso hidrélisis de los
grupos fosfato catalizada por la presencia del centro metdlico, siendo éstos la causa de la ruptura del
material genético.

5.2.5 Conclusiones

Con ayuda de métodos quimio-informaticos se logré identificar el farmacéforo de complejos metalicos
de Cu" que se unen a dtomos donadores de nitrégeno y oxigeno, principalmente los que conforman
la familia Casiopeinas®.

Para este fin, se realizaron modelos QSAR que correlacionan la actividad bioldgica en las lineas
celulares Hela y HCT-15 con descriptores atdmicos cuanticos topoldgicos, encontrando que en los
mejores modelos dichos descriptores condensan de manera adecuada las propiedades de los dtomos
mas importantes que se relacionan con la actividad bioldgica.

El valor de R? para la actividad en células Hela es de 0.9585, mientras que el obtenido para HCT-15
tiene un valor de R? igual a 0.7659. Los parametros de validacién y el dominio de aplicabilidad en
ambos modelos muestran la confiabilidad de los resultados obtenidos.

Los dos mejores modelos obtenidos para las lineas celulares HeLa y HCT-15, uno para cada una, estan
conformados principalmente por el momento dipolar del enlace C-N presente en el ligante aromatico,
aunque no se descarta la contribucion de dicho enlace cuando esta presente en el ligante secundario.
En trabajos previos se ha identificado que el enlace C-N es de suma importancia en el reconocimiento
molecular, lo que nos lleva a definirlo como el farmacéforo de la familia Casiopeinas®.

Los parametros estadisticos muestran que ambos modelos son adecuados para la prediccidn, y por
tanto, son modelos que pueden usarse en el prondstico de la actividad biolégica de nuevos
compuestos de cobre(ll) con actividad en ambas lineas celulares.
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5.3 Interaccion de complejos de cobre(ll) tetraédricos con ADN

Se sabe que a nivel biolégico muchas enzimas nucleasas que se encargan de mediar las reacciones de
hidrélisis del ADN y ARN hacen uso de cofactores con iones metdlicos. Por lo que ha surgido un interés
en el disefio de metalo-nucleasas sintéticas y en el estudio de su eficiencia catalitica, considerando
que la estabilidad de los ésteres de fosfato en los polinucledtidos es un factor importante en estos
procesos.!*?”] En esta seccidn se resalta la trascendencia de la interaccién entre los fosfatos del ADN
con compuestos de cobre(ll), siendo éste el primer paso para la propuesta de un mecanismo de accién
de dichas nucleasas quimicas mediante una via hidrolitica.

5.3.1 Antecedentes

Un primer indicio de que el cobre puede catalizar una reaccidn de hidrélisis se basa en el trabajo
realizado por Raycroft!!?8], que consisti6 en el estudio experimental de una reaccién de escisién de una
serie de mono-, di- y tri-ésteres de fosfato mediada por un dtomo de cobre(ll) coordinado a un grupo
2-fenantrolilo en la posicién orto de un fendxido que actia como grupo saliente, utilizando agua,
metanol y etanol como disolventes; concluyendo que la presencia del cobre es de vital importancia
para favorecer la salida del grupo fendxido en este sistema.

En el afio 2012, Galindo y colaboradores™® estudiaron el sitio de reconocimiento molecular de las
Casiopeinas® en el ADN mediante dinamicas moleculares, calculos DFT y analisis topoldgico de la
densidad electrénica. Encontraron que la Casiopeina® se une a la desoxirribosa-fosfato del surco
menor mediante un enlace de coordinacién entre el metal y el fosfato del esqueleto, el cual involucra
varias interacciones 1t (C-H::-it, O--:1t(C) y O---1(N)) entre el ligante aromatico del complejo y el azucar
(Figura 5.26). La formacidn del aducto [Casiopeina®-Desoxirribosa Fosfato] nos permite proponer una
reaccion de hidrélisis de un grupo fosfodiéster de la cadena de ADN, considerandose la posibilidad de
que éste sea un primer paso del mecanismo de accién por una via hidrolitica para esta familia de
compuestos, siendo un proceso concomitante a la propuesta de estrés oxidativo.

Figura 5.26. Izquierda: estructura de equilibrio del aducto poly(GC),-Cas después de 20 ns de simulacion.
Derecha: geometria aislada en la que la Cas interactua directamente con la cadena de ADN, formando el aducto
Desoxirribosa-Fosfato-Cas. Tomada de 159,
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También se identific6 mediante dinamicas moleculares que los procesos de intercalacién de las
Casiopeinas® se deben al apilamiento m entre las bases nitrogenadas y el ligante diimina del
complejo.l7!

El desarrollo computacional permitié que en nuestro grupo de investigacién se propusiera una
metodologia con la cual se tiene un mejor panorama de las interacciones especificas entre un ligante
completamente orgdnico y el ADN. Con el uso de Dindmica Molecular, Teoria de Funcionales de la
Densidad y la Teoria Cudntica de Atomos en Moléculas fue posible resaltar la importancia de los
azucares del ADN en el reconocimiento de un ligante orgdnico (el compuesto aromatico diamidina
CGP 40215A) pues la interaccidn con estos conforma un tercio de la energia de interaccién total.!*?!

En este trabajo, se hace uso de esta nueva metodologia para el estudio del reconocimiento molecular
de tres complejos de cobre(ll) basados en tinidazol (tnz) con geometria tetraédrica (estructuras en
Figura 5.27). El primero de ellos con dos dtomos de bromo coordinados al cobre, [Cu(tnz),Br;]
(Complejo 1). El segundo y tercero con dos dtomos de cloro coordinados, [Cu(tnz),Cl;], existiendo en
dos conformaciones diferentes: (a) el producto cinético que consiste en un producto de color verde
con dos moléculas de tinidazol en un modo extendido (Complejo 2), y (b) el producto termodindamico
con apariencia amarilla debido a que una molécula de tinidazol se encuentra plegada como
consecuencia de una interaccidn S=0---m intramolecular (Complejo 3). Resultados experimentales
sugieren que estos compuestos interactdan con el ADN mediante interacciones electrostaticas y/o
intercalacidn en el surco, ademas de la generacidn de especies reactivas de oxigeno en presencia de
un agente reductor produciendo el dafio al ADN®Y, de ahi que resulten interesantes para su estudio
mediante esta metodologia.

&

\,‘ L’
ol ¥
[Cu(tnz);Br,] [Cu(tnz)2Cl;] cinético [Cu(tnz),Cl,] termodindmico
Complejo 1 Complejo 2 Complejo 3

Figura 5.27. Geometrias de los complejos de Cu" con tinidazol estudiados en esta seccion.

5.3.2 Objetivos particulares

Esta seccidon tiene como objetivo estudiar a detalle la interaccidn entre los complejos de cobre(ll)
basados en tinidazol y el ADN, debido a que los resultados experimentales sugieren que dicha
interaccidon puede darse por interacciones electrostaticas, este trabajo inicia con un estudio con
Dindmica Molecular. Los objetivos particulares son:

1. Realizar simulaciones de Dindmica Molecular para los tres complejos en estudio.
2. Identificar el primer sitio de reconocimiento molecular en la interaccién entre los complejos
de cobre(ll) basados en tinidazol y el ADN.
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3. Reconocer las interacciones especificas entre los complejos de cobre(ll) y el ADN.

5.3.3 Metodologia

Las estructuras de los complejos 1-3 fueron optimizadas a nivel DFT con el funcional M06-2x**% y el
conjunto de base 6-31G*[*3!) como estd implementado en Gaussian 16'3%, tomando las estructuras
cristalinas reportadas!® (CCDC: 1539221, 1539222 y 1539223) como base. A partir de las geometrias
minimizadas se obtuvieron los parametros de distancias de enlace, valores de angulos y angulos
diedros para generar los pardmetros del campo de fuerza del centro metdlico con el programa
PARMCAL de AmberTools!!3334 Algunos parametros adicionales fueron obtenidos del Campo de
Fuerza General de Amber (GAFF). En seguida, se realizaron simulaciones de 1 ns de dinamica molecular
(DM) con los complejos de cobre en presencia de moléculas de agua explicitas (modelo TIP3P) con
AMBER 16133134 Se obtuvo una estructura promedio para cada complejo y se validaron las distancias
de enlace y angulos con los datos experimentales.

Posteriormente, para cada compuesto se construyeron los aductos conformados por dos equivalentes
de complejo (estructuras promedio) con el dodecdmero de Dickerson-Drew (que tiene la secuencia
d(CGCGAATTCGCG))1*3>13¢] con los cuales se hizo la simulacién. Los aductos fueron solvatados con el
modelo de agua TIP3P en una caja octaédrica truncada y se afadieron iones Na" y CI" hasta una
concentracion final de 0.2 M. Se utilizé el campo de fuerza OL15137138 para describir el ADN, iniciando
con 1000 pasos de minimizacidn y 5000 pasos de calentamiento hasta una temperatura final de 300
K, utilizando el termostato de Berendsen!**®! para regular la temperatura. El muestreo total para los
tres sistemas fue de 40 ps.

Mediante una primera inspeccién visual de las dindmicas moleculares identificamos la importancia de
lainteraccion entre los complejos y los grupos fosfato, debido a ello filtramos la trayectoria de acuerdo
con una distancia de enlace Cu-P de 5.0 A. Posteriormente, se identificaron los modos de unién
preferidos en las trayectorias filtradas y se eliminaron los pares de bases que no se involucraban en
dichas uniones con el fin de facilitar el calculo.

Para las geometrias recortadas de los modos de unién, se calcularon los orbitales moleculares
mediante un calculo de punto simple con el nivel de teoria M06-2x/6-31G(d,p) implementado en
Gaussian 16. A partir de estos orbitales analizamos la conectividad entre el complejo y el ADN
haciendo uso de las propiedades locales de la densidad electrénica descritas por la Teoria Cudntica de

Atomos en Moléculas con el programa AIMAIIPY,

Cabe mencionar que, a lo largo del trabajo se etiquetara a los componentes del aducto de la siguiente
forma: en el caso de los 24 residuos del dodecamero, con la inicial de la base nitrogenada y el nUmero
de residuo, por ejemplo: C1, correspondiente a la Citosinal; y en el caso de los dos equivalentes de
cada complejo, como residuo Cu25 y Cu26.

5.3.4 Resultados

Estructura del Complejo

La Tabla 5.13 muestra los parametros estructurales principales de los complejos de Cu" con tnz, que
son las distancias de enlace Cu-N1y Cu-N2, y el dngulo N1-Cu-N2. En esta tabla se comparan los valores
de la estructura cristalina, los calculos a nivel DFT y la DM. En el caso de DFT, se compara la esfera de
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coordinacion de la siguiente forma: los complejos reportados formados por tinidazol y halogenuros
([Cu(tnz)2X;], donde X=Cl o Br), cuando los halogenuros son sustituidos por moléculas de agua
([Cu(tnz)2(H20)2]), y cuando el cobre solo estd coordinado al tinidazol ([Cu(tnz).]).

DFT
Complejo Atomos Rayos X DM
tnz; + X3 tnz; + (HzO)z tnz;

Cu-N1 1.9953 2.0531 1.9695 1.8943 1.9743

1 Cu-N2 1.9953 2.0531 1.9729 1.8889 1.9740
N1-Cu-N2 95.04 91.41 95.91 95.91 92.32

Cu-N1 2.0067 2.0437 1.9730 1.8889 1.9573

2 Cu-N2 2.0067 2.0437 1.9693 1.8944 1.9605
N1-Cu-N2 93.75 93.62 95.94 95.96 92.07

Cu-N1 1.9898 2.0410 1.9622 1.8896 1.9816

3 Cu-N2 1.9745 2.0407 1.9558 1.8826 1.9926
N1-Cu-N2 94.05 90.71 98.93 98.93 95.65

Tabla 5.13. Comparacion de las distancias de enlace (A) y angulos (°) entre la estructura obtenida con Rayos X,
los célculos computacionales a nivel DFT (cambiando la esfera de coordinacion) y la Dinamica Molecular (DM).

Los cambios en la esfera de coordinacidn se proponen debido a que se ha observado que otros
metalofdrmacos constituidos por haldgenos en su estructura pierden este tipo de dtomos en un
proceso de hidrélisis al encontrarse en un ambiente bioldgico. El ejemplo mas significativo de dicho
mecanismo es el Cisplatino ([cis-Pt(NHs).Cl.]), ya que, una vez dentro de la célula, el primer paso de
su mecanismo de accién consiste en la pérdida de los 4tomos de cloro coordinados al platino y son
sustituidos por moléculas de agua, formando la especie [Pt(NH3),Cl(OH;)]* que puede reaccionar mas
rapido con el blanco®.

Partiendo de esta idea, proponemos que las interacciones entre el metal y los halogenuros en los
complejos 1-3 son labiles en disolucidn. Debido a ello, en la DM los halogenuros fueron sustituidos por
moléculas de agua (Figura 5.28), que al estar en un sistema dindmico pueden ser sustituidas por otras
moléculas de disolvente, asumiendo que dichas moléculas se pueden perder facilmente en un
ambiente bioldgico. Como resultado de la labilidad de estos enlaces el centro metalico tiene sitios de
coordinacion disponibles, promoviendo de esta forma la interaccidn con el ADN.

[Cu(tnz);(H20).] [Cu(tnz)2(H20),] cinético [Cu(tnz);(H20),] termodinadmico
Complejo 1 Complejo 2 Complejo 3

Figura 5.28. Geometrias de los complejos 1-3 cuando los halogenuros son sustituidos por agua.
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Energéticamente hablando, la Tabla 5.14 muestra los valores obtenidos en la minimizacién a nivel DFT
para los complejos 1-3 y cuando se sustituyen los halogenuros por moléculas de agua, ademas de la
energia de formacidon de los compuestos. La sustitucién por moléculas de agua hace que los
compuestos sean energéticamente muy similares, sin embargo, estructuralmente se siguen
diferenciando por las interacciones intramoleculares que el grupo sulfona tiene con la parte alifatica
del segundo tnz.

thz; + X2 tnz; + (H20),
Complejo  Minimizacién  Energia de Formacién Minimizacion Energia de Formacion
(u.a.) (kcal/mol) (u.a.) (kcal/mol)
1 -9135.0 -702.5 -4143.7 -421.0
2 -4911.7 -681.6 -4143.7 -421.0
3 -4911.8 -697.4 -4143.6 -413.0

Tabla 5.14. Energias calculadas y energias de formacion para los compuestos 1-3, con halogenuros (X,

geometrias en Figura 5.27) y agua ((H20)., geometrias en Figura 5.28) coordinados al centro metalico.
La estructura de los complejos obtenida mediante una simulacién de DM muestra que los pardmetros
estructurales concuerdan con los valores experimentales en los cristales, por lo tanto, el método
utilizado y la parametrizacion son adecuados para continuar la metodologia. El conjunto de estos
resultados nos permite proponer que al encontrarse en un ambiente bioldgico el cobre solo
permanecerd unido a los ligantes tnz la mayoria del tiempo, o, dichas posiciones serdn ocupadas por
moléculas de agua que facilmente pueden intercambiarse; debido a ello, las geometrias sin
halogenuros fueron utilizadas en el resto del trabajo.

Dinagmica Molecular

Recordemos que se utilizo el dodecdmero de Dickerson y Drew como modelo de ADN, el cual tiene la
secuencia d(CGCGAATTCGCG). En cada dindmica se afiadieron dos equivalentes de complejo, los
cuales seran etiquetados como residuo Cu25 y Cu26 para facilidad en la explicacién de resultados.

La Tabla 5.15 muestra la energia de interaccidn entre los complejos 1-3 y el ADN en el tiempo total de
simulacidn de 40 ps. Podemos notar que los valores de desviacion estdndar son grandes, pero el error
es muy pequefio. Energéticamente hablando, el orden de estabilidad de la interaccién entre el ADN y
los complejos es el siguiente: complejo 2 > complejo 3 > complejo 1.

Complejo Energia de interaccion del Desvliacién Error esténfiar dela
aducto (kcal/mol) estandar media
1 -46.62 14.32 0.146
2 -72.91 15.77 0.158
3 -57.63 17.99 0.173

Tabla 5.15. Energia de interaccién de los complejos 1-3 con el ADN en el muestreo total.

Ademas, se estudid la desviacion estandar media (RMSD, del inglés: Root Mean Square Deviation) en
el ADN en los aductos con cada complejo, la cual nos indica qué tanto cambian su posicién los &tomos
de los residuos en el transcurso de las dinamicas moleculares tomando como referencia el primer
punto de la simulacién. Los resultados se muestran en la Figura 5.29, Figura 5.30 y Figura 5.31. En los
tres casos se encontré que no hay una diferencia significativa en las posiciones de los atomos, salvo
en algunas secciones en donde se infiere que el complejo interacciona directamente con el ADN.
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Complejo 1: Trayectoria Total
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Figura 5.29. RMSD (A) de Ia trayectoria total del complejo 1.

Complejo 2: Trayectoria Total
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Figura 5.30. RMSD (A) de la trayectoria total del complejo 2.
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Complejo 3: Trayectoria Total
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Figura 5.31. RMSD (A) de la trayectoria total del complejo 3.

Ademas, se analizé si se da una distorsion de la hélice al interactuar con los complejos mediante el
giro entre los residuos 6 y 7 del dodecdmero, es decir, la parte central del ADN. Un valor de
aproximadamente 36° nos habla de que no hay distorsion en la hélice al momento de la interaccion
con el complejo. La Figura 5.32 corresponde a los valores del angulo de giro en los tres complejos
(Complejo 1 en negro, Complejo 2 en rojo y Complejo 3 en azul), en donde podemos notar que la
mayoria del tiempo los compuestos no generan distorsidon en la hélice, sin embargo, en el caso del
complejo 1 si se nota un cambio en dicho dangulo hasta un valor alrededor de 42°, lo que puede estar
relacionado a procesos de intercalacion del complejo en el ADN.

—— Complejo 1
1.0 - —— Complejo 2
—— Complejo 3
0.8
©
o 0.6+
c
(]
3
[&]
o
[T 0.4
0.2
0.0 t~——1—

T 17 ~T 177 1T 7 17 717 771
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Giro (°)

Figura 5.32. Giro en los residuos 6-7 del ADN generados por el complejo 1 (linea negra), complejo 2 (linea roja)
y complejo 3 (linea azul).

Mediante una inspeccién visual de la trayectoria total se identificé que existia una preferencia por la
interaccion entre el atomo de cobre del complejo y los oxigenos de los grupos fosfato del esqueleto
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del ADN, proponiendo este como el primer sitio de reconocimiento. Entonces, analizamos la evolucidn
de la interaccidn Cu-Fosfato en cada trayectoria y conservamos los cuadros de la trayectoria que
cumplian con el criterio de presentar una distancia de enlace Cu-P de hasta 5.0 A, el conjunto de estos
cuadros se nombrara trayectoria filtrada a partir de ahora.

Los datos de las trayectorias filtradas de cada complejo se muestran en la Tabla 5.16, dividiéndose en
dos debido a los dos equivalentes de compuesto involucrado en la DM (residuos Cu25 y Cu26). Para
cada equivalente de complejo se muestran los dos residuos del ADN (Residuo Fosfato en el
encabezado de la tabla) con mayor porcentaje de ocurrencia, es decir, aquellas interacciones Cu-P que
mas se repiten en la trayectoria filtrada. Se afiade también el valor de la energia de interaccién entre
el complejo y el ADN, asi como su desviacion estandar y el error. Desde luego, existe una interaccion
con todos los residuos fosfato del dodecamero, pero con el fin de ir reduciendo la informacién nos
centraremos en los porcentajes de ocurrencia mayores.

Para ser mas explicitos, en la explicacion de la tabla se ejemplifica la primera fila: el residuo Cu25 del
complejo 1 interacciona un 9.53% del total de trayectoria filtrada con el residuo Adeninal8 (A18) del
dodecamero, el conjunto de estos cuadros tiene una energia de interaccidon del aducto de -24.4
kcal/mol, con una desviacion estandar de 5.3 y un error de 0.19.

Con este andlisis se resaltan dos puntos importantes: el primero de ellos es que al filtrarse la
trayectoria y enfocarnos en una interaccion, la desviacién estandar disminuye considerablemente en
la mayoria de los casos. El hecho de que las desviaciones para algunos casos del residuo 26 sigan
siendo altas se debe al ruido que causa la presencia de dos complejos en la dindmica. Ademas, no se
descarta la posibilidad de encontrar otros minimos dentro de la trayectoria completa, representativos
de otras interacciones entre los complejos y el ADN. El segundo punto y mas importante es que este
analisis nos permitié identificar cierta selectividad hacia los residuos de Citosina contiguos a un residuo
Timina o Adenina, proponiendo ademas que la interaccién puede extenderse a éstos ultimos.
Energéticamente hablando se mantiene el orden de estabilidad de los complejos indicado
anteriormente (2 >3 > 1).

Ocurrencia Energia de Error
. Residuo de Residuo dela interaccion del Desviacion .
Complejo . . ‘2 . . estandar de
Complejo Fosfato interaccion aducto filtrada estandar la media
(%) (kcal/mol)
Cus Al18 9.53 -24.4 53 0.19
1 G16 7.69 -23.6 3.7 0.15
Cu6 T8 12.04 -24.9 12.1 0.37
C21 9.58 -23.3 9.3 0.32
Cus C21 29.6 -48.8 7.1 0.13
5 Cc9 12.28 -46.1 8.5 0.25
Cu26 C21 23.64 -31.6 12.4 0.26
Cc9 13.17 -30.9 10.7 0.30
Cc9 12.9 -46.3 7.6 0.21
5 Cu25 A6 9.0 -27.4 8.2 0.27
Cu26 C21 14.99 -32.5 14.6 0.38
Al7 9.92 -23.0 8.2 0.26

Tabla 5.16. Energia de interaccién de los complejos 1-3 con el ADN en la trayectoria filtrada. Donde A= Adenina,
G= Guanina, C= Citosina y T=Timina.
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Sitio de Reconocimiento

Una vez que identificamos la interaccién Cu-Fosfato como el primer sitio de reconocimiento entre los
complejos 1-3 y el ADN, lo comparamos con los resultados obtenidos para las Casiopeinas® en el grupo
de investigacion®®, en donde también se trata de la interaccién entre el centro metélico y un oxigeno
de un grupo fosfato del esqueleto (Figura 5.26). En el caso de las Casiopeinas®, al ser un complejo con
geometria cuadrada plana, se tienen las posiciones axiales vacantes y no hay una pérdida de los
ligantes, lo que genera una geometria del sitio de reconocimiento de tipo pirdmide de base cuadrada
con el 4tomo de oxigeno del grupo fosfato ocupando una de esas posiciones libres. En contraste, para
los compuestos que derivan del tnz se parte de una geometria tetraédrica y se pierden los
halogenuros, quedando vacantes ambas posiciones y generando que en el sitio de reconocimiento se
observe una geometria tetraédrica en donde los oxigenos de fosfatos ocupan una o ambas posiciones
vacantes (Figura 5.33, Figura 5.34 y Figura 5.35). Este hecho nos habla de la importancia de dicha
interaccion, por lo que decidimos hacer un analisis mas profundo sobre las interacciones entre los
compuestos basados en tinidazol y los grupos fosfato del esqueleto.

El siguiente paso es conocer los acomodos de esta familia de compuestos que es completamente
diferente a la familia Casiopeinas®. Para ello, ya obtenidas las 12 trayectorias filtradas con mayor
porcentaje de ocurrencia, se eligieron las que tenian mayor porcentaje para cada complejo y se realizd
una inspeccion visual para reconocer los modos de unidn del complejo, y, para los que predominaban
se realizaron los cortes de los residuos que no intervienen con el fin de aligerar el tiempo de cémputo
en la obtencion de los orbitales. Las trayectorias filtradas elegidas para la inspeccion visual y los cortes
fueron: para el complejo 1 el residuo Cu26 con el residuo T8; para el complejo 2 el residuo Cu25 con
el residuo C21; y para el complejo 3 el residuo Cu26 con el residuo C21.

Hablando de los modos de uniéon mas repetidos en cada complejo y para los cuales se recortaron los
residuos que no participan, en el complejo 1 se identificaron 8 geometrias, para el complejo 2 se
recortaron 5 geometrias y para el complejo 3 se establecieron 7 geometrias, siendo todas diferentes
en cada conjunto. Las 20 geometrias se muestran en la Figura 5.33 para el complejo 1, Figura 5.34
para el complejo 2, y Figura 5.35 para el complejo 3. A continuacidn se detallaran todas las geometrias.

Complejo 1. En la geometria 1, el cobre se coordina a dos oxigenos de fosfato y uno de los tnz
interacciona en la parte superior del esqueleto. La geometria 2 también tiene al cobre coordinado a
dos oxigenos, pero en este caso, uno de los tnz interacciona con la parte inferior del esqueleto.
También el cobre de la geometria 3 se coordina con dos oxigenos, pero en este caso ambos tnz se
extienden e interaccionan con el esqueleto; la misma conformacién adquieren los tnz en la geometria
4, pero en este caso sélo un atomo de oxigeno estd coordinado al metal. En la geometria 5 el cobre
solo se coordina con un fosfato y los ligantes tnz se intercalan. Las geometrias 6 y 7 tienen la misma
conformacion del tnz que las geometrias 1 y 2, pero el centro metdlico sélo se coordina con un
oxigeno. En la geometria 8 se encontré que ambos equivalentes de complejos interaccionan muy
cercanos entre si, el residuo Cu25 se coordina mediante un oxigeno y un tnz interacciona en la parte
superior, mientras que el residuo Cu26 se intercala por completo.

78



Figura 5.33. Geometrias de los cortes del complejo 1.

Complejo 2. En la geometria 1, el cobre se coordina con un oxigeno de fosfato, el primer tnz se
encuentra intercalado en la parte superior y el segundo se encuentra fuera adoptando una
conformacion cerrada en direccidn al primer tnz. La geometria 2 es muy similar a la geometria 1, pero
se diferencia en el acomodo del segundo tnz, puesto que adopta una conformacién semi-cerrada. En
la geometria 3 el cobre se coordina con dos atomos de oxigeno de fosfato, el primer tnz se intercala
en la parte superior y el segundo tnz se extiende por completo. En el caso de las geometrias 4y 5, el
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cobre se coordina Unicamente con un oxigeno de fosfato, el primer ligante tnz se intercala en la parte
inferior, pero el segundo tnz adopta una conformacion cerrada en la geometria 4 y una conformacién
extendida en la geometria 5.

Figura 5.34. Geometrias de los cortes del complejo 2.

Complejo 3. En la geometria 1, el cobre se coordina con un oxigeno de fosfato, el primer tnz se
encuentra intercalado en la parte superior y el segundo se encuentra fuera adoptando una
conformacion cerrada en direccidn al primer tnz. La geometria 2 es muy similar a la geometria 1, pero
se diferencia en el acomodo del segundo tnz, puesto que adopta una conformacién semi-cerrada. En
la geometria 3 el cobre se coordina con dos atomos de oxigeno de fosfato, el primer tnz se intercala
en la parte superior y el segundo tnz se extiende por completo. En la geometria 4 el cobre esta
coordinado a solo un fosfato y uno de los tnz interacciona en la parte superior del esqueleto, lo mismo
ocurre en la geometria 5, pero el tnz interacciona en la parte inferior. En la geometria 6 el cobre se
coordina con dos oxigenos de fosfato y uno de los tnz interacciona con el esqueleto en la parte inferior.
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La geometria 7 muestra al cobre coordinado con dos atomos de oxigeno de fosfato, y ambos ligantes
tnz completamente intercalados.

Figura 5.35. Geometrias de los cortes del complejo 3.
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Debido a que los modos de unidn son repetitivos, y con el fin de facilitar la visualizacidn, los cortes se
clasificaron de acuerdo con las disposiciones de la Figura 5.36. Las geometrias A, B y C corresponden
a aquellos recortes en los que al menos una parte del complejo esta intercalada en el surco menor
(sefialando que la intercalacidn no corresponde a la insercion en medio de las bases nitrogenadas,
sino al cambio en la conformacidn del ADN); mientras que las geometrias D, E y F corresponden a
aquellas que solo interactuan con el esqueleto del ADN. En todos los casos se representa al centro
metdlico con un circulo azul con la letra M, en los resultados posteriores, ademads, se indicara si el
cobre se encuentra unido a un solo grupo fosfato o a dos con las etiquetas 1P o 2P, respectivamente,
y éstos seran tomados como referencia para indicar una posicidn superior o inferior. Los ligantes tnz
se representan con un rectangulo redondeado, enumerandolos con el fin de distinguirlos; también se
diferencian en color dependiendo de si el ligante se intercala (color rosa) o si no se encuentra
intercalado (color naranja). Las etiquetas aqui explicadas seran utiles para diferenciar las geometrias
en los resultados presentados en las Interacciones especificas, principalmente en la Tabla 5.17 y Tabla

5.18.
A

AV

M J
A

4

Figura 5.36. Disposiciones del complejo preferidas en la interaccion con ADN. Las interacciones A-C
corresponden a la intercalacién en el surco menor, y las interacciones D-F corresponden a la interaccién con el
esqueleto. M es el centro metalico (Cu"), 1y 2 se utiliza para diferenciar los dos ligantes tnz coordinados al
cobre. El color rosa indica que el ligante esta intercalado, mientras que el naranja indica que no lo esta.
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Comparando todos los modos de unién podemos notar que existe una preferencia por la unién de
tipo B, es decir, cuando el primer ligante tnz se intercala en la parte superior del grupo fosfato de
referencia y el segundo ligante tnz se encuentra en la parte externa. Ademas, se prefiere la unién a
solo un grupo fosfato, en donde el centro metalico tiene una geometria tetraédrica con una posicion
vacante. Esta conclusion es mas notoria si nos centramos en la columna 2 de la Tabla 5.17 y la Tabla
5.18, resaltando que se repite en mds ocasiones la etiqueta “1P” y “B”.

En cuanto a los residuos recortados, la columna 3 de la Tabla 5.17 muestra primero el nimero de
residuos conservados de los 12 que conforman el dodecdmero y entre paréntesis la secuencia
conservada. Realizando un conteo de los residuos conservados podemos ver que en su mayoria se
trata de geometrias con 5 pares de bases, seguida de 4 y 6; esto indica que se requieren 5 pares de
bases para que el complejo, debido a las conformaciones que puede adoptar, muestre una interaccion
con el ADN. Comparando también cudles son estos pares de bases que mds se repiten, identificamos
que la mayoria de las estructuras comienzan en el residuo C3 y terminan en el residuo T8, siendo la
secuencia preferida en los cortes: d(CGAATT).

De la inspeccion visual para identificar los modos de unién, se observaron tres puntos muy
importantes:

a) Mientras que un complejo interacciona con un fosfato, el otro complejo se mueve
aleatoriamente, incluso llegando a interaccionar con el complejo como es el caso de la geometria 8
del complejo 1.

b) El cobre permanece unido en todo momento a al menos un grupo fosfato, pudiendo estar
unido a dos grupos fosfato. La coordinacién de los grupos fosfato ocupa las dos posiciones vacantes
del centro metalico debidas a la pérdida de los halogenuros o moléculas de agua, manteniéndose en
todo momento la geometria tetraédrica del cobre(ll).

c) Al estar anclado a un grupo fosfato, los ligantes tnz del complejo pueden adoptar diversas
conformaciones como estirarse e interaccionar con varios escalones del ADN, adoptar una posicién
cerrada en donde predominan las interacciones intra-moleculares, o uno o los dos tnz se intercalan
en el surco menor del ADN.

Interacciones especificas

Una vez obtenidas las 20 geometrias de los recortes, se calcularon los orbitales para posteriormente
realizar el analisis de la conectividad con base a la Teoria Cuéntica de Atomos en Moléculas. Para cada
geometria se realizé el conteo de las interacciones (columna “#” en Tabla 5.17 y Tabla 5.18),
identificando las secciones tanto del complejo como del ADN que se involucran en cada una.

Ademds, se calculd la Energia de Interacciéon (E};,;) entre los complejos y el ADN de acuerdo con la
aproximacién de Espinosa-Molins-Lecomte (EML), que hace uso de la densidad de energia potencial
(V(rgcp)) en los puntos criticos de enlace (BCP) que unen a los dtomos del complejo con los atomos
del ADN. V(rgcp) se define como el campo de potencial efectivo promedio experimentado por la
densidad de electrones y es proporcional a la energia de interaccidn inter-atémica. La suma de todas
las energias de interaccion asociadas a cada BCP es igual a la energia de interaccion total (Ej,), como
se muestra en la Ecuacién 10, en donde k es una constante que depende de cada interaccion y en el
caso de interacciones débiles y enlaces de hidrégeno su valor es 0.5.14%
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AE,, = z KV (fscp) Ecuacién 10
BCP

Es importante mencionar que para dicho cdlculo sélo se consideran las interacciones ligantes tnz-ADN

y no se considera la interaccidon Cu-Orosato, debido a que ésta es una interaccion de tipo idnica y no

electrostdtica o débil, por lo tanto, no se incluye dentro de la aproximacion EML. Los valores

resultantes se muestran en la Tabla 5.17 y la Tabla 5.18 con la etiqueta de columna “E; EML”.

Los valores de Ej;,; indican que la estructura mas estable es la geometria 3 del complejo 2 con -46.0
kcal/mol, y la menos estable es la geometria 3 del complejo 1 con -1.0 kcal/mol. Si nos enfocamos en
los 10 cortes mas estables podemos ver que se mantiene la tendencia de estabilidad 2 >3 > 1, puesto
que dentro de esos 10 se encuentran los 5 cortes del complejo 2, 4 cortes del complejo 3y 1 corte del
complejo 1, todos ellos tomando valores de energia entre -46.0 y -28.9 kcal/mol.

Para una mejor descripcidn de los resultados, a continuacidn, se explicara primero lo que sucede en
el ADN, posteriormente lo que sucede en el ligante tnz, y, finalmente en el centro metalico.

1. ADN

La Tabla 5.17 presenta los datos de lo que ocurre en el ADN en las 20 geometrias recortadas, cada una
diferenciada en la columna “Geometria del aducto” por la etiqueta generada a partir de la Figura 5.36.
La columna “Residuos de ADN conservados” muestra el nimero de residuos que interaccionan con el
complejo y fueron mantenidos después del corte, entre paréntesis se sefiala la secuencia que fue
conservada, por ejemplo, la geometria 1 del complejo 1 estd formada por 5 residuos, desde el 4 hasta
el 8 del dodecamero, lo que indica que se eliminaron los pares del 1 al 3y 9 al 12. La siguiente columna
muestra la Energia de Interaccion EML en kcal/mol

Posteriormente, la seccion interacciones de la tabla se divide en el nimero (#) de interacciones
contadas entre los ligantes tnz y el ADN, y cudntas de ellas se dan entre el ligante y algin dtomo del
grupo fosfato (columna “Fosfato”), entre el ligante y algin 4tomo del azucar desoxirribosa (columna
“Azucar”), y entre el ligante y cualquier 4tomo de las bases nitrogenadas (columna “Base”). En estas
tres columnas el dato de la parte superior indica el nimero de interacciones para cada seccidn, en el
caso de fosfato se afiade entre paréntesis el nimero de interacciones Cu-Ofostato aUNQUE NO sea
considerado en la energia de interaccidn, y en la parte inferior se muestra el porcentaje de dichas
interacciones para cada seccién considerando como 100% el valor de la columna “#”. Finalmente, se
muestran los residuos con mayor nimero de interacciones ligantes tnz-ADN, es decir, el preferido para
la union.

Podemos afirmar que la estabilidad aumenta conforme el nimero de interacciones aumentan, aunque
no existe una relacién directa entre ellas o un comportamiento lineal. Por ejemplo: la geometria 8b
del complejo 1 tiene el mayor nimero de interacciones, 40, pero es el tercer aducto mas estable,
mientras que la geometria 4 del complejo 1 tiene el menor nimero de interacciones, 4, pero es el
segundo compuesto menos estable.

La tendencia general que observamos es que para las geometrias mas estables el mayor nimero de
interacciones se da con los azucares, mientras que, para las geometrias menos estables, el mayor
numero de interacciones se da con los grupos fosfato.

Si nos enfocamos en las geometrias del complejo 2, que presentan mayor estabilidad, vemos que los
porcentajes de interaccion del grupo fosfato van del 13.3% hasta el 33.3%, los de los azlcares van de
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45.7% al 56.8%, y los de las bases se encuentran entre el 20.5% al 33.3%. En este caso, es notable que
la mayor interaccidén se da con los atomos que forman parte de los azucares, y que los &tomos de los

grupos fosfato y de las bases tienen una contribucién similar ya que dependiendo de la geometria se

involucra mas uno que el otro.

Geometria Residuos de Eint Interacciones (# %) Residuos en
Complejo del aducto ADN EML la
conservados  (kcal/mol) # Fosfato Azucar Base interaccion
. 9(2) 4 0
1: 2P-D 5 (4-8) 12.6 13 69.2% 30.8% 0 C21/G22
_ 5(2) 4 0
2: 2P-F 5(4-8) -10.4 d 55.6% 44.4% 0 T8
_ 4(2) 1 0
3: 2P-E 5 (4-8) 1.0 5 80.0% 20.0% 0 c21
_ 3(1) 1 0
4:1P-E 4 (6-9) 4.6 4 75.0% 25.0% 0 T8
. 10 (1) 12 2
1 5:1P-A 5(4-8) 19.6 24 41.7% 50.0% 8.3% i
6 (1) 3 0
:1P-D - 11,
6:1P 4(5-8) 6 ? 66.7% 33.3% 0 7
' 5(1) 3 0
7:1P-F 5(5-9) 8.4 8 62.5% 37.5% 0 T8
_ 5(1) 1 0
8a: 1P-D 6 (29) -6.5 6 83.3% 16.7% 0 i
. 6 (1) 23 11
8b: 1P-A -40.7 40 15.0% 57.5% 27.5% i
10 (1) 16 9
1:1P-B - -38.
P 5(3-7) 38.4 35 28.6% 45.7% 25.7% A
_ 4(1) 16 10
2:1p-B 5(3-7) 33.8 30 13.3% 53.3% 33.3% Ab
_ 13 (2) 18 8
2 3:2P-B 5(3-7) 46.0 39 33.3% 46.2% 20.5% Ab
_ 8 (1) 21 8
4:1P-C 6(3-8) -38.1 37 21.6% 56.8% 21.6% c21
_ 4(1) 17 9
5:1p-C 6(3-8) 30.7 30 13.3% 56.7% 30.0% T8
_ 4(1) 20 6
1:1P-B 5(3-7) 437 30 13.3% 66.7% 20.0% c21
_ 2(1) 19 8
2:1P-B 5(3-7) 30.6 29 6.9% 65.5% 27 6% A6/T7
4(1) 13 10
- 1P-B - -28. 2 21
3:1p 6(3-8) 8.9 / 14.8% 48.1% 37.0% ¢
. 5(1) 3 0
3 4:1P-D 4(3-6) 78 8 625%  37.5% 0.0 c1
' 7 (1) 1 0
5: 1P-F 4 (3-6) 8.0 8 87 5% 12.5% 0 T20
' 9(2) 5 0
6:2p-F 4(5-8) -12.1 14 64.3% 35.7% 0 T8
. 5(1) 23 8
7: 1P-A 5 (4-8) 40.5 36 13.9% 63.9% 29 2% T7/T20
] 435 128 224 89
Interacciones Totales 100% 29.0% 50.8% 20.2%

Tabla 5.17. Contribucién porcentual del ADN para las interacciones en el aducto. Columna 3: en paréntesis se
senalan los residuos del dodecamero conservados en el corte. Columna 6: se indica en paréntesis el numero de
interacciones Cu-Orostato que NO son consideradas en el céalculo de Ej,x E-M-L. Columnas 6-8 y dltima fila: el valor

de arriba corresponde al nimero de interacciones de cada seccién, mientras que el valor inferior indica el

porcentaje correspondiente a dicho nimero de interacciones.
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Si ahora ponemos atencidn al complejo 1, el menos estable y con las geometrias recortadas menos
estables, estos porcentajes de interaccion son: para el grupo fosfato entre el 41.7% hasta el 83.3%,
teniendo un Unico caso del 15%; en contraste, la contribucidn de los azucares va desde el 16.7% hasta
el 57.5%, mientras que las bases solo contribuyen en dos de las 8 geometrias con 8.3% y 27.5%. Estos
datos indican una inclinacién hacia una contribucién mayor de los grupos fosfato en las geometrias
menos estables.

En el caso del complejo 3, al tener geometrias tanto estables como inestables, se identifican ambos
comportamientos; en algunos casos la mayor contribucién es de los grupos fosfato, en otros de los
azucares, y puede o no existir contribucion de las bases.

Ahora bien, puesto que la conformacion del ADN no se modifica en ningln caso, los datos son
comparables entre si y podemos hacer la sumatoria de las interacciones que corresponden a cada
grupo. La ultima fila de la Tabla 5.17 muestra el nimero total de interacciones y la suma de
interacciones de cada seccion del ADN, asi como los correspondientes porcentajes para su
comparacion. Esta ultima fila muestra que la mayor contribucién en las interacciones con los ligantes
tnz proviene de los &tomos que conforman los azucares del ADN, con un 50.8%, seguido de los grupos
fosfato, con 29%, y finalmente con las bases, con un 20.2%.

Como se reportd previamente en el grupo de investigacidn para un ligante organico, las interacciones
mas importantes se dan con los azucares del ADN.!*?°! Esto confirma que los grupos fosfato, al ser el
primer sitio de reconocimiento, son solo un ancla en la mayoria de las veces para que las interacciones
mas importantes se den con la desoxirribosa, y en algunos casos con las bases, tanto en compuestos
organicos como inorganicos.

La dltima columna de la Tabla 5.17 muestra los residuos del ADN que mas se involucran en la
interaccion de cada geometria, haciendo un recuento de todos es posible notar que los que mas
interaccionan son los residuos Citosina2l y Timina7, confirmando que hay una preferencia por la
unién en dichos pares de bases.

2. Complejo

En la Tabla 5.18 se observan los datos de los ligantes tnz que interaccionan con el ADN para cada una
de las 20 geometrias recortadas; de igual forma que la Tabla 5.17, al inicio se encuentran las columnas
de Complejo, “Geometria del aducto” con la etiqueta generada a partir de la Figura 5.36, y Energia de
Interaccidon EML en kcal/mol.

. Interacciones (# % kcal/mol
Geometria Eint (# % / )

Complejo  del aducto EML
(kcal/mol) # Cu Ciclo -H ciclo -CH3 ciclo -NOz ciclo CHzCHz 502 CHzCH3

2 2 2 3 2 2 0 0

1: 2P-D -12.6 13 154 154 15.4 23.1 15.4 15.4 0 0

- -1.7 -1.2 -2.2 -3.0 -4.6 0 0

2 1 1 2 1 2 0 0

1 2: 2P-F -10.4 9 222 111 11.1 22.2 11.1 22.2 0 0
- -1.9 -3.0 -1.1 -1.5 -2.9 0 0

2 1 0 0 2 0 0 0

3:2P-E -1.0 5 400 200 0 0 40.0 0 0 0

- -0.1 0 0 -0.9 0 0 0

(@]
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1 0 1 1 1 0 0 0
4:1P-E 4.6 4 250 0 250 250 25.0 0 0 0
- 0 35 11 0 0 0 0
1 1 2 5 5 4 2 4
5: 1P-A -19.6 24 42 42 83 20.8 206 167 83 167
- 05 07 -39 4.9 51 27  -18
1 2 0 4 1 1 0 0
6: 1P-D 116 9 111 222 0 44.4 11.1 11.1 0 0
- 16 0 4.4 33 2.4 0 0
1 1 1 2 1 1 0 1
7: 1P-F 8.4 8 125 125 125 250 12.5 12,5 0 12.5
. 07 04 29 0 2.0 0 25
1 0 2 1 2 0 0 0
6.5 6 167 0 333 167 333 0 0 0
8a: 1P-D - 0 2.7 1.1 2.7 0 0 0
1 2 1 5 5 8 7 11
8b: 1P-A -40.7 40 25 50 25 12,5 12.5 200 175 275
- a5 21 77 6.3 84 63  -83
1 3 2 6 5 6 3 9
1:1P-B -38.4 35 29 86 57 17.1 14.3 171 86 257
. 40 16 57 5.8 86 -68  -58
1 1 1 6 2 7 4 8
2:1P-B 33.8 30 33 33 33 20.0 6.7 233 133 267
. 03 0 9.2 11 102 -43 87
2 3 1 9 3 10 3 8
2 3:2P-B -46.0 39 51 77 26 23.1 7.7 256 77 205
. 36 -15  -103 23 137 58 88
1 2 1 1 5 9 5 13
4:1P-C 38.1 37 27 54 27 2.7 13.5 243 135 351
- 14 22 2.8 2.8 91 63 -135
1 3 0 1 5 7 4 9
5: 1P-C -30.7 30 33 100 0 3.3 16.7 233 133 30.0
.19 0 0.5 5.0 56 66 -11.2
1 2 0 5 3 8 4 7
1:1P-B 43.7 30 33 67 0 16.7 10.0 267 133 233
.15 0 4.0 7.2 114 90 -106
1 2 0 6 2 9 2 7
2:1P-B -30.6 29 34 69 0 20.7 6.9 310 69 241
.3 0 -6.4 13 135 26 55
1 3 0 3 1 6 5 8
3:1P-B -28.9 27 37 111 0 11.1 3.7 22 185 296
- 40 0 2.6 25 49 60  -9.0
1 1 0 4 0 2 0 0
5 4:1P-D 7.8 8 125 125 0 50.0 0 25.0 0 0
- 08 0 3.7 0 3.4 0 0
1 1 0 4 0 2 0 0
5: 1P-F -8.0 8 125 125 0 50.0 0 25.0 0 0
- 08 0 4.7 0 2.4 0 0
2 2 1 4 4 1 0 0
6: 2P-F 121 14 143 143 7.1 28.6 286 7.1 0 0
. 21 18 35 4.1 0.7 0 0
1 4 2 0 6 7 5 11
7: 1P-A -40.5 36 28 111 56 0 16.7 194 139 306
. 51 32 0 6.6 64 -103  -88

Tabla 5.18. Contribucion energética y porcentual del complejo de Cu' para las interacciones en el aducto.

Columnas 5-12: el valor superior corresponde al numero de interacciones de cada seccion, el valor central indica

el porcentaje correspondiente a dicho nimero de interacciones, y el valor inferior indica la contribucion

energética (en kcal/mol) de cada seccion a la Ej,y E-M-L.
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Figura 5.37. Division del ligante tnz para la numeracion de interacciones.

La seccion de interacciones de la Tabla 5.18 muestra inicialmente el nimero total de ellas (#), seguida
de las correspondientes al centro metdlico “Cu” (aunque éstas no se consideran en el calculo de la
energia de interaccidn, si se consideran en los porcentajes), para después dividir la contribucién del
ligante tnz en los atomos que conforman cada segmento de la tabla de acuerdo con la Figura 5.37: en
naranja se sefiala el “Ciclo”, del cual derivan tres sustituyentes: con color rojo el “-Hcco”, con verde el
“-CH3 cicio” ¥y en amarillo “-NO3 co”; continuando en morado la primer seccion alifatica “CH,CH,”,
seguido del sulfoxido “SO,” en color azul y finalmente la segunda seccién alifatica “CH,CHs” en color
café.

Cabe mencionar que en la tabla se suman todos los &tomos de ambos ligantes tnz del complejo en
cada segmento, con el fin de considerar las interacciones generadas en cada parte que conforma los
ligantes e identificar cual de ellas es la mds importante, como en el caso del ADN. En estas columnas,
el dato de la parte superior indica el nUmero de interacciones para cada segmento; en la parte central
se muestra el porcentaje de dichas interacciones, considerando como 100% el valor de la columna
“#”; y en la parte inferior se muestra la contribucidn, en kcal/mol, a la energia de interaccion de esa
seccion considerando como valor total la columna “Eint EML”. Por ejemplo, en el caso de la geometria
1 del complejo 1 el ciclo aromatico, etiquetado como “Ciclo” y sin afiadir los sustituyentes, contribuye
en 2 de las 13 interacciones del complejo, lo que corresponde a un 15.4% de las interacciones y a -1.7
kcal/mol de un total de -12.6 kcal/mol.

Es importante recalcar que no siempre el mayor nimero de interacciones corresponde a la mayor
contribucidn energética, debido a ello se hacen ambos analisis por separado.

Hablando del complejo mas estable, el complejo 2, notamos que las interacciones estdan muy sesgadas
hacia las partes alifaticas de los ligantes puesto que en todos los casos tienen los mayores porcentajes
de interacciones, desde 25.6% hasta 35.1%. Energéticamente hablando ocurre lo mismo, ya que la
mayor contribucidn energética proviene de las dos secciones alifaticas de los tnz, salvo el Ultimo caso
en donde se ve que aporta mas el grupo sulféxido. Esto indica que los enlaces que mas predominan
son los enlaces de hidrégeno de las secciones alifaticas.

En el caso del complejo 3 se observa un comportamiento muy similar al complejo 2, pero en este caso
ademas de la contribucidn importante de las secciones alifaticas también se observa una contribucién
importante, tanto numérica como energética, del sustituyente metilo del anillo aromatico. Este
resultado no suena tan disimilar al primer caso, puesto que el sustituyente metilo del anillo aromatico
también forma enlaces de hidrégeno con los atomos del ADN, afadiendo importancia a todas las
secciones alifaticas del tnz.
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Para el complejo 1, recordemos que es el menos estable, numéricamente el sustituyente metilo es el
gue mas contribuye, aunque también se observa que el grupo nitro es importante. Energéticamente
hablando, siguen predominando los enlaces de hidrégeno puesto que la mayor contribucidn
energética proviene de la primer parte alifatica del tnz y de los sustituyentes hidréogeno y metilo del
ciclo aromatico; sin embargo, en dos ocasiones también resalta la contribucién energética del grupo
nitro.

Este conjunto de resultados claramente resalta la importancia de las secciones alifaticas en el ligante
del complejo, debido a que tanto numéricamente como energéticamente los enlaces de hidrégeno
son el tipo de unidn preferido para la interaccion entre el ADN y esta familia de complejos de cobre(ll),
no importando el modo de unién o geometria que éstos adopten.

3. Cobre

Para analizar a profundidad lo que ocurre en el centro metalico de los complejos estudiados haremos
uso de las isosuperficies, los contornos y la grafica atémica obtenidos con la densidad electrdnica
mediante la Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas. En este caso Unicamente nos centraremos en
las dos geometrias mds estables, que son la geometria 3 del complejo 2 (Figura 5.38, a la que nos
referiremos como complejo 2 en esta seccidn) y la geometria 1 del complejo 3 (Figura 5.39, a la que
nos referiremos como complejo 3 en esta seccidn), puesto que éstas se diferencian en la coordinacién
del cobre y el comportamiento de ambas se ve reflejado en el resto de las geometrias. En el material
Anexo | se encuentran las geometrias, isosuperficies, contornos y graficas atdmicas de los 20 recortes.

En el complejo 2, el cobre(ll) se coordina a dos oxigenos de grupos fosfato y adopta una geometria
tetraédrica. Recibid la etiqueta “B” debido a que el primer tinidazol se intercala en la parte superior,

mientras que el segundo se encuentra en la parte externa con una conformacién extendida.

‘.

Figura 5.38. Geometria 3 del Complejo 2.
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En el complejo 3, el cobre(ll) se coordina Unicamente con un oxigeno de grupo fosfato, esto genera
gue la base del tetraedro se aplane y se identifique una geometria trigonal con las posiciones axiales
vacantes. También recibio la etiqueta “B” ya que el primer tinidazol se encuentra intercalado en la
parte superior y el segundo se encuentra en la parte externa adoptando una conformacion cerrada.

Figura 5.39. Geometria 1 del Complejo 3.

La Figura 5.40 muestra los contornos del Laplaciano de la Densidad Electrénica de los enlaces mas
importantes en el complejo (Cu-N) y en su interaccion con los grupos fosfato (Cu-O) para el Complejo
2y el Complejo 3.

En ambos complejos el contorno del Laplaciano de la Densidad de los atomos N1-Cu-N2 muestra que
los enlaces se dan entre una concentracién de densidad electrénica proveniente de los atomos de
nitrégeno, que se dirige a los sitios de dilucién de densidad electrdnica del centro metalico. Sabemos
que el complejo 2 interacciona con dos atomos de oxigeno, mientras que el complejo 3 Unicamente
con uno, por lo que los contornos de la parte derecha son 01-Cu-02 y 01-Cu-N1, respectivamente. En
estos casos la concentracion de densidad electrénica en los oxigenos apunta directamente a una zona
de concentracion en el cobre, por tanto, se trata de una interaccién de tipo idnica.

Lo observado en los contornos se confirma con las isosuperficies del Laplaciano de la Densidad de
ambos complejos (mostradas en la Figura 5.41), las cuales tienen la forma tipica de un atomo de
cobre(ll) al presentar cuatro huecos (o zonas de dilucidn) en una posicidn ecuatorial, como se observé
en los contornos. En todos los casos, los atomos de nitrégeno apuntan directamente a los huecos,
mientras que los &tomos de oxigeno apuntan a zonas de concentracién, es decir, a la superficie.
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Complejo 2 /

ks

Figura 5.40. Contornos del Laplaciano de la Densidad electrénica para N1-Cu-N2 (izquierda), O1-Cu-O2
(derecha arriba) y O1-Cu-N1 (derecha abajo) en los complejos 2 y 3.

Complejo 2 Complejo 3

Figura 5.41. Isosuperficies del Laplaciano de la Densidad Electrénica del atomo de cobre en el complejo 2
(isovalor = -565 u.a.) y complejo 3 (isovalor=-50 u.a.).

Complejo 3

Complejo 2

Figura 5.42. Gréfica atémica del cobre(ll) en el complejo 2 y complejo 3. Puntos criticos del Laplaciano de la
Densidad Electronica: (3,+3) en morado, (3,+1) en rojo y (3,-1) en amairillo.
Ademas, se obtuvieron las graficas atdmicas del cobre, es decir, el conjunto de puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad que se presentan en la Figura 5.42. Una grafica atdmica del cobre(ll)
tipicamente tiene la forma de la presentada para el Complejo 3, entonces nos enfocaremos en su
explicacidn; la grafica atdmica del Complejo 2 no logré obtenerse completa, aunque sigue cumpliendo
la relacion de Poincaré-Hopf. La grafica atémica se identifica visualmente como un semi-cubo, debido
a que se tienen 6 caras, sin embargo, lo apropiado es etiquetarla de acuerdo a su conjunto de puntos
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criticos caracteristico siendo de tipo [4,6,8] al tener 4 puntos criticos (3,+3) o de anillo (morados), 6
puntos criticos (3,-1) o de caja (amarillos), y 8 puntos criticos (3,+1) o de enlace (rojos).

Lo importante a resaltar en estos resultados, es que pudimos discernir entre la interacciéon Cu-N y Cu-
Orosfato, Ya que, mientras que el primero es un enlace localizado, el otro es una interaccién mas de tipo
ionica al identificarse que una regidn de concentracién en el oxigeno interactlda con la regién de
concentracion en el centro metalico.

5.3.5 Conclusiones

En esta seccidn se estudio la interaccion entre los compuestos tetraédricos de cobre(ll) basados en
tinidazol y el Dodecamero de Dickerson-Drew como modelo de ADN, bajo la aproximacion de
Dindmica Molecular y un andlisis de conectividad con la Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas.

El muestreo total sefiala que en la interaccién Complejo-ADN el complejo 2 es el mas estable, seguido
del complejo 3 y que el menos estable es el complejo 1, y que hay una preferencia por los residuos de
citosina.

Mediante una inspeccién visual del muestreo total se identificd la importancia de la geometria
tetraédrica del complejo para su interaccion con el ADN una vez que se pierden los halogenuros, ya
que esto propicia la unidn a los grupos fosfato del esqueleto mediante la coordinacién de los dtomos
de oxigeno al cobre(ll) en las posiciones de coordinacion libres.

Los modos de unién del complejo en el ADN en su mayoria ocurren via un solo enlace Cu-0O, siendo
pocos los casos en los que se une a dos grupos fosfato; y preferentemente por la intercalacién parcial
del complejo en el surco menor, en donde se observa un cambio de conformacién en el ADN y no se
da una insercién dentro de las bases nitrogenadas, aunque también puede darse una interaccion
Unicamente con el esqueleto.

Esto permite proponer que dicha uniéon Cu-0, ya sea a un solo fosfato o a dos fosfatos, corresponde
al primer sitio de reconocimiento molecular para los compuestos de cobre(ll) basados en tinidazol.

Comparando el comportamiento de los compuestos tetraédricos con lo reportado anteriormente para
las Casiopeinas® comprobamos que es de suma importancia esta primera interaccidon Cu-O, aunque
se presenten geometrias diferentes, puesto que dicho enlace es el que sirve como ancla para que el
resto de los complejos interactie con el ADN.

Analizando qué ocurre en el ADN, obtenemos que la mayor contribucidn en la interaccién con el
complejo ocurre en los atomos que conforman el azicar Desoxirribosa, es decir, los &tomos del azucar
son los que mas interaccidn tienen con cualquier atomo del complejo.

Respecto al complejo, identificamos que la mayor contribucién en la interaccién con el ADN se da
debido a los enlaces que las secciones alifaticas del ligante forman con cualquier parte del
dodecamero.

Es importante resaltar la funcion del dtomo de cobre en la interaccidn puesto que al formar un enlace
idnico con los dtomos de oxigeno de los grupos fosfato, el metal actia como un ancla para que los
ligantes tinidazol interactuen con el resto del ADN, ya sea intercalado o con el esqueleto. El hecho de
presentar una geometria tetraédrica propicia que la unién Cu-O sea lo suficientemente estable para
permanecer unido el tiempo necesario para que el tinidazol interactie con el ADN.
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Los resultados obtenidos concuerdan con la hipdtesis experimental de que la actividad de estos
compuestos de cobre con el ADN se rige por interacciones electrostaticas y por interaccién en el surco,
resaltando ademas que el hecho de presentar una geometria tetraédrica propicia que la unién Cu-0O
sea lo suficientemente estable para permanecer unido el tiempo necesario para que el tinidazol

interactue con el ADN.
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6. Conclusiones

Este trabajo nos ayudd a entender desde diversos puntos de vista el mecanismo por el cual pueden
actuar los complejos de cobre(ll) a nivel bioldgico. Por una parte, se estudié a detalle su actividad
nucleasa oxidativa mediante la propuesta de la interaccidn con especies reductoras tioladas. Ademas,
se identificd el conjunto de enlaces en estos complejos que son necesarios para que se dé una
respuesta bioldgica. Y, finalmente, se logrd identificar el primer sitio de reconocimiento para una
nueva familia de compuestos de cobre(ll), siendo esta la propuesta de primera interaccion que puede

conducir a la actividad nucleasa hidrolitica de ellos.

De forma mas especifica, en la primera parte se caracterizé mediante experimentos y calculos
computacionales un intermediario de reaccién que promueve un proceso de transferencia electrénica
necesario para la obtencién de los productos de reaccidn propuestos anteriormente. Este
intermediario de reaccion surge de una primera interaccién entre el cobre y el azufre, lo que genera
un aducto que puede encontrarse en una geometria octaédrica o pirdmide de base cuadrada. La
transferencia electrénica se da cuando la cisteina comienza a alejarse en este aducto y busca la
formacidn de un radical tiilo, que es el reactivo inicial en la obtencién del enlace disulfuro. Ademads, se
observa la reduccién del centro metalico a un complejo de cobre(l) con geometria tetraédrica.

En la segunda parte se generaron dos modelos QSAR que resaltan la importancia de los enlaces C-N
para la actividad biolégica en lineas celulares cancerosas HCT-15 y Hela de los 31 compuestos
diferentes utilizados. Dichos enlaces forman parte principalmente de ligantes aromaticos. Los modelos
obtenidos en ambas lineas celulares mostraron una descripcién adecuada de la propiedad, y cumplen
con los parametros estadisticos de un buen modelo QSAR que puede ser util en la prediccion de la
actividad de nuevas moléculas que se encuentren dentro de este dominio de aplicabilidad.

En la tercera parte determinamos el primer sitio de reconocimiento de estos compuestos de cobre(ll)
basados en tinidazol, no reportado anteriormente. Ademas, identificamos que en el blanco
terapéutico (ADN en este caso) cobran mucha importancia las interacciones dadas por la
Desoxirribosa. En el caso del complejo distinguimos que las interacciones se dan en mayor medida por
las partes alifaticas del ligante tnz.

En general, este trabajo muestra un panorama amplio de las posibilidades de estudio en las
interacciones ligante-blanco en Quimica Medicinal Computacional, dando importancia a las dos partes
que contribuyen en dicha unioén.
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8. Anexos

l. Resultados de la Interaccion de compuestos de cobre(ll)

tetraédricos con ADN

A continuacidn se presentan los detalles de los compuestos de cobre(ll) basados en tinidazol que
interactdan con el ADN. Para cada complejo primero se describen las geometrias completas y de corte;
posteriormente se hace una descripcién completa del Laplaciano de la Densidad Electrdnica en la capa

de valencia del cobre(ll), en forma de tabla, grafica atémica, contornos e isosuperficies.

a) Complejo 1: [Cu(tnz),Br;]

1. Geometria 1: cobre coordinado a dos fosfatos y un ligante tnz orientado hacia arriba.

Figura A 1. Geometria total y corte 1 del Complejo 1.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSgRho
1 (3,+3) 0 15643.18118 | -1.41E+09
2 (3,-1) 0.54129 5.302936 -28.13502
4 (3,-1) 0.54648 5.112586 -19.25602
5 (3,-1) 0.53801 5.462694 -34.40685
6 (3,+3) 0.511861 6.819522 -113.9751
8 (3,+1) 0.519551 6.548218 -82.08534
9 (3,-1) 0.543395 5.255014 -24.07614
10 (3,+1) 0.517236 6.714782 -90.31599
11 (3,+1) 0.516794 6.764568 -91.6685




12 (3,+1) 0.516543 6.741483 -93.1346
13 (3,+1) 0.520504 6.475716 -79.10925
14 (3,+3) 0.511681 6.793297 -115.1359
15 (3,+3) 0.512178 6.760145 -112.9869
16 (3,+1) 0.517243 6.692029 -90.65258
17 (3,+3) 0.510858 6.850409 -119.1351

Tabla A 1. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la
geometria 1 del Complejo 1.

¢

s

Figura A 2. Gréfica atémica del atomo de cobre en la geometria 1 del Complejo 1. Puntos criticos del Laplaciano
de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amarillo.

Figura A 3. Contornos del Laplaciano de la Densidad Electronica para los enlaces N1-Cu-N2 y O1-Cu-O2 en la
geometria 1 del Complejo 1.

Figura A 4. Isosuperficie del Laplaciano de la Densidad Electrénica para el cobre en la geometria 1 del Complejo
1. Isovalor=-50 u.a.
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2. Geometria 2: Cobre coordinado a dos fosfatos y con el segundo tinidazol orientado hacia

abajo.
Figura A 5. Geometria total y corte 2 del Complejo 1.

# PC Lap Tipo PC Lap Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15643.12379 | -1.407E+09
2 (3,-1) 0.552157 4.871565 -11.307485
3 (3,-1) 0.548011 4.994204 -17.228726
4 (3,-1) 0.528175 6.028516 -56.531258
5 (3,-1) 0.533227 5.775004 -43.797481
6 (3,+1) 0.515343 6.714923 -98.829066
7 (3,+1) 0.521495 6.474918 -75.637907
8 (3,+1) 0.520264 6.523048 -79.742862
9 (3,+3) 0.511238 6.927329 -115.75386
10 (3,+1) 0.516286 6.646956 -95.674538
11 (3,+3) 0.512324 6.794176 -112.23592
12 (3,+1) 0.516717 6.601274 -94.026505
13 (3,+1) 0.517446 6.540881 -91.186006
14 (3,+3) 0.513687 6.757905 -106.25231
15 (3,+1) 0.514031 6.678485 -104.98701
16 (3,+3) 0.511278 6.885116 -116.00139
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20

(3,+3)

0.513583

6.742891

-106.48951

Tabla A 2. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la
geometria 2 del Complejo 1.

Figura A 6. Gréafica atémica del atomo de cobre en la geometria 2 del Complejo 1. Puntos criticos del Laplaciano

de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amarillo.

3. Geometria 3: Cobre coordinado a dos fosfatos y ligantes tinidazol extendidos desde el centro.

Figura A 7. Geometria total y corte 3 del Complejo1.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
(3,+3) 0 15643.2767 | -1.407E+09
(3,-1) 0.520583 6.546027 | -78.738984
(3,+1) 0.520666 6.54034 -78.350703
(3,-1) 0.54428 5.197315 | -22.684583
(3,-1) 0.544668 5.176894 | -22.255689
(3,-1) 0.539452 5.42413 -31.3643
(3,+3) 0.511375 6.832749 | -116.60159
(3,-1) 0.53829 5.484596 | -33.665911
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9 (3,+1) 0.520452 6.51115 -79.517528
10 (3,+1) 0.516787 6.693381 -92.595219
11 (3,+3) 0.511919 6.793807 -114.00131
12 (3,+3) 0.511597 6.81876 -115.28694
13 (3,+3) 0.510805 6.883722 -118.90145
15 (3,+1) 0.519576 6.541611 -82.551486
17 (3,+1) 0.518124 6.655778 | -87.129574
21 (3,+1) 0.519008 6.581372 -84.334092

Tabla A 3. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la
geometria 3 del Complejo 1.

Figura A 8. Gréfica atémica del atomo de cobre en la geometria 3 del Complejo 1. Puntos criticos del Laplaciano
de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amarillo.

Figura A 9. Contornos del Laplaciano de la Densidad Electronica para los enlaces N1-Cu-N2 y O1-Cu-O2 en la
geometria 3 del Complejo 1.

Figura A 10. Isosuperficie del Laplaciano de la Densidad Electronica para el cobre en la geometria 3 del
Complejo 1. Isovalor=-50 u.a.
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4. Geometria 4: Cobre coordinado a un fosfato y ligantes centrados.

Figura A 11. Geometria total y corte 4 del Complejo 1.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,43) 0 15641.0825 | -1.407E+09
2 (3,+1) 0.522151 6.261571 | -76.121781
3 (3,+1) 0.521884 6.29713 -76.901033
4 (3,+1) 0.520317 6.452888 | -81.428079
5 (3,+1) 0.520073 6.495309 | -82.089483
6 (3,43) 0.517596 6.588878 | -91.011277
7 (3,+3) 0.519025 6.541304 | -85.393803
8 (3,-1) 0.525787 6.075008 | -64.571568
9 (3,43) 0.518175 6.575602 | -88.886941
10 (3,43) 0.517949 6.59149 -89.528892
11 (3,43) 0.521628 6.288617 | -78.654091
12 (3,-1) 0.525649 6.094385 | -64.831266
13 (3,-1) 0.523897 6.237031 | -70.176305
15 (3,+1) 0.523196 6.265397 -72.72982
17 (3,+1) 0.524268 6.154129 | -70.239435

Tabla A 4. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la

geometria 4 del Complejo 1.
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Figura A 12. Gréfica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 4 del Complejo 1. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

5. Geometria 5: Complejo intercalado.

Figura A 13. Geometria total y corte 5 del Complejo 1.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15643.2489 | -1.407E+09
2 (3,-1) 0.534094 5.695161 | -42.213171
3 (3,-1) 0.546847 5.081692 | -18.972116
4 (3,-1) 0.543915 5.19364 -23.403642
5 (3,+1) 0.515922 6.766753 -95.56237
6 (3,-1) 0.537839 5.508813 | -34.487961
7 (3,+3) 0.510958 6.886664 | -118.14859
8 (3,+1) 0.518925 6.503881 | -86.065665
9 (3,+1) 0.517861 6.631079 | -88.677133
10 (3,+1) 0.519541 6.610903 | -81.746574
11 (3,+1) 0.521599 6.421618 | -76.090649
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12 (3,+3) 0.51203 6.806443 | -113.25108

13 (3,+3) 0.511863 6.803888 | -114.15906

Tabla A 5. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la
geometria 5 del Complejo 1.

Figura A 14. Gréfica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 5 del Complejo 1. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

7

Figura A 15. Contornos del Laplaciano de la Densidad Electronica para los enlaces N1-Cu-N2 y N1-Cu-O1 en la
geometria 5 del Complejo 1.

Figura A 16. Isosuperficie del Laplaciano de la Densidad Electrénica para el cobre en la geometria 5 del
Complejo 1. Isovalor=-50 u.a.
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6. Geometria 6: Cobre coordinado a un fosfato y el primer ligante tinidazol orientado hacia
arriba.

Figura A 17. Geometria total y corte 6 del Complejo 1.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15640.7672 | -1.407E+09
3 (3,+3) 0.518375 6.565251 | -88.174991
4 (3,-1) 0.526758 6.028823 | -61.925236
5 (3,+1) 0.52229 6.263101 | -75.567446
6 (3,-1) 0.526109 6.058075 | -63.653933
7 (3,+3) 0.517852 6.595432 | -90.009514
8 (3,-1) 0.52232 6.343568 | -74.744884
9 (3,-1) 0.525417 6.107986 | -65.344593
10 (3,+1) 0.521967 6.345754 | -76.269421
11 (3,+3) 0.517649 6.606802 -90.78017
12 (3,-1) 0.522241 6.342365 | -75.224771
13 (3,+1) 0.520103 6.467273 | -82.198862
14 (3,+1) 0.523367 6.207434 | -72.877324
15 (3,+3) 0.521029 6.309224 | -80.705159
16 (3,+1) 0.52261 6.230946 | -74.884996
17 (3,+1) 0.51999 6.480442 | -82.537794
18 (3,+1) 0.521762 6.361596 | -76.631314

Tabla A 6. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la

geometria 6 del Complejo 1.
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Figura A 18. Grafica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 6 del Complejo 1. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

7. Geometria 7: Cobre coordinado a un fosfato y el segundo tinidazol orientado hacia abajo.

Figura A 19. Geometria total y corte 7 del Complejo 1.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15643.3929 | -1.407E+09
2 (3,+1) 0.518738 6.587964 | -85.566566
19 (3,+3) 0.511355 6.854881 | -116.22307
20 (3,+1) 0.519317 6.610421 | -82.546025
21 (3,-1) 0.535343 5.621629 | -39.764024
22 (3,+3) 0.510828 6.908147 | -117.96347
23 (3,-1) 0.546085 5.1191 -20.070427
24 (3,-1) 0.542911 5.241189 -25.07805
25 (3,+1) 0.519184 6.501427 | -85.078506
26 (3,-1) 0.537399 5.532863 | -35.281649
27 (3,+1) 0.521272 6.448502 | -77.151173
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28 (3,+3) 0.511591 6.823266 | -115.23324
29 (3,+1) 0.518752 6.525468 | -86.163309
30 (3,-1) 0.520851 6.541457 -77.2174

31 (3,+1) 0.517556 6.66427 -89.792724
32 (3,+3) 0.511132 6.868028 | -117.39687
33 (3,+1) 0.520884 6.515485 -77.388953

Tabla A 7. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la
geometria 7 del Complejo 1.

Figura A 20. Gréfica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 7 del Complejo 1. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

Figura A 21. Contornos del Laplaciano de la Densidad Electronica para los enlaces N1-Cu-N2 y N1-Cu-O1 en la
geometria 7 del Complejo 1.

r?\

Figura A 22. Isosuperficie del Laplaciano de la Densidad Electrénica para el cobre en la geometria 7 del
Complejo 1. Isovalor=-50 u.a.
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8. Geometria 8: Ambos complejos interactian con el ADN de manera cercana, uno de ellos
interactua con un fosfato y se intercala, y el otro se coordina a un fosfato y el primer ligante
tinidazol se orienta hacia arriba.

Figura A 23. Geometria total y corte 8 del Complejo 1.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15641.6966 | -1.407E+09
3 (3,+1) 0.522372 6.255686 | -75.874067
5 (3,+3) 0.518158 6.57385 -88.620198
6 (3,+1) 0.520479 6.440664 | -81.071321
7 (3,+3) 0.516751 6.647881 | -93.852389
8 (3,+3) 0.516546 6.665759 | -94.564962
9 (3,+1) 0.523187 6.210041 | -73.387392
10 (3,+1) 0.521521 6.381997 | -77.520739
11 (3,-1) 0.524942 6.139132 | -66.807408
12 (3,-1) 0.523556 6.267719 | -70.743528
13 (3,-1) 0.52505 6.134681 | -66.579612
14 (3,+1) 0.521591 6.38647 -77.450529
15 (3,-1) 0.526346 6.054409 | -62.742691

Tabla A 8. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre (en el
residuo 25) de la geometria 8 del Complejo 1.
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Figura A 24. Gréafica atdmica del atomo de cobre (en el residuo 25) en la geometria 8 del Complejo 1. Puntos

criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amarillo.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15641.4103 | -1.407E+09
3 (3,+1) 0.52279 6.206959 | -74.866146
4 (3,+1) 0.522196 6.244925 | -76.399614
5 (3,+1) 0.518967 6.542173 | -85.688894
6 (3,+3) 0.517563 6.612136 | -90.985286
8 (3,+1) 0.523063 6.203702 -73.91871
9 (3,-1) 0.522465 6.331872 -74.28572
10 (3,+3) 0.518995 6.536096 -85.84308
11 (3,+3) 0.517319 6.614535 | -92.144909
12 (3,-1) 0.526871 6.016812 | -61.339095
13 (3,+1) 0.520132 6.475479 | -82.097219
14 (3,+3) 0.518041 6.586963 | -89.252041
15 (3,+1) 0.519921 6.473407 | -82.845821
16 (3,+3) 0.522183 6.237414 | -77.123863
22 (3,-1) 0.826799 2.076205 12.195748

Tabla A 9. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre (en el
residuo 26) de la geometria 8 del Complejo 1.
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Figura A 25. Gréafica atémica del atomo de cobre (en el residuo 26) en la geometria 8 del Complejo 1. Puntos
criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amarillo.

b) Complejo 2: [Cu(tnz).Cl;] producto cinético

1. Geometria 1: Cobre coordinado a un fosfato, el primer ligante tinidazole intercalado en la
parte superior y el segundo ligante tinidazol adopta una conformacién cerrada.

Figura A 26. Geometria total y corte 1 del Complejo 2.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15643.4956 | -1.407E+09
3 (3,-1) 0.538612 5.468218 -32.917883
4 (3,+3) 0.511508 6.838762 -115.54537
5 (3,+1) 0.519359 6.507021 -84.345374
6 (3,-1) 0.535975 5.587656 -38.311229
7 (3,-1) 0.54253 5.262168 -25.749109
8 (3,+3) 0.510829 6.888993 -118.71654
9 (3,-1) 0.545302 5.152062 -21.355101
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10 (3,+1) 0.51915 6.570505 -84.112198
11 (3,+1) 0.520809 6.476567 -78.689438
12 (3,+1) 0.520906 6.50387 -77.583337
13 (3,+3) 0.511026 6.894246 -117.08217
14 (3,+1) 0.518839 6.631707 -84.226064
15 (3,+1) 0.518898 6.533328 -85.37917
16 (3,+1) 0.517936 6.644352 -88.399803
17 (3,+3) 0.511579 6.820659 -115.372

18 (3,-1) 0.52093 6.53931 -77.056765

Tabla A 10. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la
geometria 1 del Complejo 2.

¢ “ ¢
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Figura A 27. Gréafica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 1 del Complejo 2. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

@\ :

Figura A 28. Contornos del Laplaciano de la Densidad Electronica para los enlaces N1-Cu-N2 y N1-Cu-O1 en la
geometria 1 del Complejo 2.

Figura A 29. Isosuperficie del Laplaciano de la Densidad Electrénica para el cobre en la geometria 1 del
Complejo 2. Isovalor=-50 u.a.
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2. Geometria 2: Cobre coordinado a un fosfato, el primer ligante tinidazole se intercala en la

parte superior y el segundo ligante tinidazol adopta una conformacién semi-cerrada.

o
Figura A 30. Geometria total y corte 2 del Complejo 2.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15643.393 | -1.407E+09
2 (3,-1) 0.542157 5.287999 | -26.283948
3 (3,-1) 0.544537 5.185506 | -22.673972
4 (3,-1) 0.537946 5.494967 | -34.366427
5 (3,+1) 0.520025 6.541501 | -80.568164
6 (3,-1) 0.537366 5.529256 | -35.235284
7 (3,+3) 0.51088 6.892291 | -118.33886
8 (3,+1) 0.519508 6.500255 | -83.867161
10 (3,+3) 0.511371 6.852682 | -116.20881
11 (3,+1) 0.518931 6.544349 | -85.472238
12 (3,+1) 0.519245 6.560677 | -83.915775
13 (3,+1) 0.519998 6.529548 | -80.887071
14 (3,+3) 0.5122 6.777379 | -112.76659
16 (3,+1) 0.521001 6.470005 | -77.925135
17 (3,+3) 0.510781 6.897046 | -118.28798

Tabla A 11. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la

geometria 2 del Complejo 2.
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Figura A 31. Gréafica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 2 del Complejo 2. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

Q@

Figura A 32. Contornos del Laplaciano de la Densidad Electronica para los enlaces N1-Cu-N2 y N1-Cu-O1 en la
geometria 2 del Complejo 2.

Figura A 33. Isosuperficie del Laplaciano de la Densidad Electrénica para el cobre en la geometria 2 del
Complejo 2. Isovalor=-50 u.a.
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3. Geometria 3: Cobre coordinado a dos fosfatos, el primer ligante tinidazol intercalado en la
parte superior y el segundo ligante tinidazol adopta una conformacién abierta.

Figura A 34. Geometria total y corte 3 del Complejo 2.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15642.9104 | -1.407E+09
15 (3,-1) 0.54959 4.967131 | -14.528029
16 (3,-1) 0.548732 4.994854 | -15.633015
17 (3,+1) 0.520057 6.563174 | -80.029357
18 (3,+1) 0.515939 6.70008 | -96.320838
19 (3,+1) 0.523858 6.312668 | -68.594889
20 (3,-1) 0.530054 5.921216 | -51.502132
21 (3,-1) 0.535005 5.664504 | -40.116739
22 (3,+3) 0.511477 6.8666 -115.63494
23 (3,+3) 0.511616 6.850931 | -114.85075
24 (3,+1) 0.516635 6.651993 | -93.835521
25 (3,+1) 0.516238 6.643167 | -95.716225
26 (3,+3) 0.511819 6.82158 | -113.91978
27 (3,+1) 0.516274 6.646489 | -95.265478
28 (3,+3) 0.512738 6.75675 | -110.31984

Tabla A 12. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la

geometria 3 del Complejo 2.
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Figura A 35. Gréafica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 3 del Complejo 2. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

Figura A 36. Contornos del Laplaciano de la Densidad Electronica para los enlaces N1-Cu-N2 y O1-Cu-O2 en la
geometria 3 del Complejo 2.

Figura A 37. Isosuperficie del Laplaciano de la Densidad Electrénica para el cobre en la geometria 3 del
Complejo 2. Isovalor=-55 u.a.
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4. Geometria 4: Cobre coordinado a un fosfato, el primer ligante tinidazol se intercala en la

parte inferior y el segundo ligante tinidazol adopta una conformacién cerrada.

Figura A 38. Geometria total y corte 4 del Complejo 2.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15641.2973 | -1.407E+09
3 (3,+1) 0.520119 6.456639 | -82.330902
4 (3,+1) 0.524236 6.141634 | -70.617376
5 (3,+3) 0.517445 6.6228 -91.254229
6 (3,+3) 0.518111 6.586221 | -88.738163
7 (3,+1) 0.523279 6.19219 -73.574409
8 (3,-1) 0.524081 6.223482 -69.56037
9 (3,-1) 0.525506 6.097545 | -65.254823
10 (3,+3) 0.517158 6.633433 | -92.524675
11 (3,-1) 0.525427 6.10601 -65.344279
12 (3,+1) 0.521316 6.388532 -78.30653
13 (3,-1) 0.52527 6.118045 | -65.692539

Tabla A 13. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la

geometria 4 del Complejo 2.
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Figura A 39. Gréfica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 4 del Complejo 2. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

5. Geometria 5: Cobre coordinado a un fosfato, el primer ligante tinidazol adopta una

conformacion abierta, y el segundo ligante tinidazol se intercala en la parte inferior.

Figura A 40. Geometria total y corte 5 del Complejo 2.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15643.7517 | -1.407E+09
15 (3,+3) 0.511164 6.868827 | -116.93528
19 (3,-1) 0.538923 5.443643 | -32.215325
20 (3,+1) 0.517679 6.675683 | -88.794751
21 (3,-1) 0.540946 5.346964 | -28.441027
22 (3,-1) 0.539101 5.419411 | -31.948723
23 (3,-1) 0.541793 5.312253 | -27.233346
24 (3,+1) 0.521048 6.430451 | -77.666977
25 (3,+3) 0.511251 6.864184 | -116.16645
26 (3,+1) 0.520589 6.450827 | -80.010172
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27 (3,+1) 0.520256 6.529669 -80.005113
28 (3,+3) 0.511315 6.830847 -116.41555
29 (3,+3) 0.510831 6.888389 -118.69771
30 (3,-1) 0.521474 6.446369 -76.253081
31 (3,-1) 0.521021 6.533468 | -76.595591
32 (3,+1) 0.5197 6.555076 | -81.922217
33 (3,+1) 0.519692 6.529327 -82.079381
34 (3,+1) 0.52031 6.467101 -80.546007
35 (3,+1) 0.520599 6.450942 -79.698149

Tabla A 14. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la
geometria 5 del Complejo 2.

Figura A 41. Gréfica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 5 del Complejo 2. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

Figura A 42. Contornos del Laplaciano de la Densidad Electronica para los enlaces N1-Cu-N2 y N1-Cu-O1 en la
geometria 5 del Complejo 2.

Figura A 43. Isosuperficie del Laplaciano de la Densidad Electrénica para el cobre en la geometria 5 del
Complejo 2. Isovalor=-50 u.a.
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c) Complejo 3: [Cu(tnz).Cl,] producto termodinamico

1. Geometria 1: Cobre coordinado a un fosfato, primer ligante tinidazole intercalado en la

parte superior, y segundo ligante tinidazol adopta una conformacién cerrada.

Figura A 44. Geometria total y corte 1 del Complejo 3.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15643.4363 | -1.407E+09
10 (3,+1) 0.519487 6.512806 | -83.413895
13 (3,+3) 0.511602 6.817124 | -115.09082
19 (3,-1) 0.54235 5.289189 | -25.638783
20 (3,-1) 0.541487 5.318385 | -27.326481
21 (3,-1) 0.537588 5.509754 | -34.744298
22 (3,+1) 0.521203 6.432902 | -77.35772
23 (3,+1) 0.521528 6.421312 | -76.508695
24 (3,+1) 0.521234 6.440055 | -77.208426
25 (3,-1) 0.540727 5.372618 | -28.879574
26 (3,+3) 0.511388 6.847076 | -115.91628
27 (3,-1) 0.522854 6.397516 | -71.422854
28 (3,+3) 0.511034 6.865277 | -117.14645
29 (3,+3) 0.511717 6.820995 | -114.60836
30 (3,+1) 0.521327 6.433804 | -77.079943
31 (3,-1) 0.522709 6.410624 | -71.770473
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33 (3,+1) 0.519363 6.529212 | -83.750269

35 (3,+1) 0.519812 6.491604 | -82.356874

37 (3,+1) 0.519603 6.5032 -83.021522

Tabla A 15. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la
geometria 1 del Complejo 3.

Figura A 45. Gréafica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 1 del Complejo 3. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

Figura A 46. Contornos del Laplaciano de la Densidad Electronica para los enlaces N1-Cu-N2 y N1-Cu-O1 en la
geometria 1 del Complejo 3.

Figura A 47. Isosuperficie del Laplaciano de la Densidad Electrénica para el cobre en la geometria 1 del
Complejo 3. Isovalor=-50 u.a.
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superior, y segundo ligante tinidazol adopta una conformacion semi-cerrada.

Figura A 48. Geometria total y corte 2 del Complejo 3.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15643.6661 | -1.407E+09
5 (3,+1) 0.518257 6.657398 | -86.886566
19 (3,-1) 0.541391 5.330465 | -27.706398
20 (3,-1) 0.53968 5.397212 | -31.010314
21 (3,-1) 0.539632 5.39231 | -30.930516
22 (3,-1) 0.543034 5.264608 | -24.763981
23 (3,+1) 0.519721 6.503553 | -82.44656
24 (3,+3) 0.511272 6.842553 | -116.85556
25 (3,+3) 0.511762 6.80425 | -114.61572
26 (3,+3) 0.510363 6.928325 | -120.04998
27 (3,+3) 0.511115 6.853569 | -117.15472
28 (3,-1) 0.521149 6.478534 | -77.255426
29 (3,+1) 0.520484 6.504539 | -79.302374
30 (3,+1) 0.519887 6.541273 | -81.289665
31 (3,+1) 0.520701 6.469907 | -79.189268
32 (3,+1) 0.520253 6.478097 | -81.028776
33 (3,-1) 0.52101 6.542273 | -76.651848
34 (3,+1) 0.520846 6.45736 -78.30426

2. Geometria 2: Cobre coordinado a un fosfato, primer ligante tinidazol intercalado en la parte
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35 (3,+1) 0.518347 6.638582 | -86.365137

Tabla A 16. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la
geometria 2 del Complejo 3.

Figura A 49. Gréfica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 2 del Complejo 3. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

o ®

Figura A 50. Contornos del Laplaciano de la Densidad Electronica para los enlaces N1-Cu-N2 y N1-Cu-O1 en la
geometria 2 del Complejo 3.

Figura A 51. Isosuperficie del Laplaciano de la Densidad Electrénica para el cobre en la geometria 2 del
Complejo 3. Isovalor=-50 u.a.
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Figura A 52. Geometria total y corte 3 del Complejo 3.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15641.6657 | -1.407E+09
4 (3,+3) 0.518104 6.526273 | -89.653162
5 (3,+1) 0.524027 6.198239 | -70.193978
6 (3,-1) 0.524973 6.159531 | -65.64868
7 (3,-1) 0.525948 6.104416 | -63.306793
8 (3,+3) 0.517989 6.525364 | -89.969083
9 (3,-1) 0.527896 6.003425 | -59.287308
10 (3,+1) 0.519825 6.509449 | -82.572369
11 (3,+3) 0.517718 6.539967 | -90.922332
12 (3,+3) 0.517558 6.573776 | -91.389717
13 (3,+3) 0.518129 6.598776 | -88.457226
14 (3,+1) 0.519926 6.484435 | -82.311312
15 (3,-1) 0.52661 6.061372 | -61.866382
16 (3,+1) 0.524381 6.17052 | -69.357301
17 (3,+1) 0.520054 6.420211 | -82.467743
18 (3,-1) 0.528112 5.986488 | -58.828672
19 (3,+1) 0.519331 6.471509 | -84.706638
20 (3,+1) 0.518776 6.489007 | -86.806134

3. Geometria 3: Cobre coordinado a un fosfato, primer ligante tinidazol intercalado en la parte
superior, y segundo ligante tinidazol adopta una conformacién abierta.
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(3,+1)

0.519996

6.416995

-82.925187

Tabla A 17. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la

Figura A 53. Gréafica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 3 del Complejo 3. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

geometria 3 del Complejo 3.

4. Geometria 4: Cobre coordinado a un fosfato, el ligante tinidazol interacciona con el esqueleto
en la parte superior.

Figura A 54. Geometria total y corte 4 del Complejo 3.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15643.1347 | -1.407E+09
15 (3,+1) 0.522327 6.38616 -73.617945
17 (3,-1) 0.550362 4942114 | -13.774212
18 (3,-1) 0.547516 5.03588 -17.704329
19 (3,-1) 0.53249 5.803206 | -45.879691
21 (3,+1) 0.520467 6.549156 -78.49204
22 (3,+3) 0.512176 6.789461 | -112.65115
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23 (3,+3) 0.510592 6.923521 -118.99106
24 (3,-1) 0.535274 5.647875 -39.738826
25 (3,+1) 0.517395 6.579658 | -91.222476
26 (3,+3) 0.511758 6.849448 | -114.15003
27 (3,+3) 0.511206 6.873473 -116.90573
28 (3,+1) 0.516097 6.733285 -95.540056
29 (3,+1) 0.517924 6.540772 -89.799527
30 (3,+1) 0.517177 6.645764 | -91.677838

Tabla A 18. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la
geometria 4 del Complejo 3.

Figura A 55. Gréafica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 4 del Complejo 3. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

\ 7/

Figura A 56. Contornos del Laplaciano de la Densidad Electronica para los enlaces N1-Cu-N2 y N1-Cu-O1 en la
geometria 4 del Complejo 3.

Figura A 57. Isosuperficie del Laplaciano de la Densidad Electrénica para el cobre en la geometria 4 del
Complejo 3. Isovalor=-50 u.a.
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5. Geometria 5: Cobre coordinado a un fosfato, el ligante tinidazole interacciona con el esqueleto
en la parte inferior.

Figura A 58. Geometria total y corte 5 del Complejo 3.

OO

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15641.2304 | -1.407E+09
17 (3,+3) 0.522342 6.240869 | -76.560423
18 (3,+3) 0.517733 6.603952 | -90.494728
19 (3,+3) 0.518495 6.565002 | -87.705449
20 (3,+1) 0.520172 6.460133 -82.06891
21 (3,-1) 0.525243 6.110277 | -65.869603
22 (3,+1) 0.521392 6.384396 | -78.233997
23 (3,+1) 0.523152 6.207137 | -73.698782
24 (3,+3) 0.51732 6.61768 -91.984422
25 (3,-1) 0.526357 6.053642 | -62.697036
26 (3,-1) 0.523146 6.284432 | -72.149021
27 (3,-1) 0.526274 6.054279 | -62.957355
28 (3,+1) 0.522301 6.249074 | -76.283608
29 (3,+1) 0.522514 6.230381 | -75.579831
30 (3,+1) 0.520187 6.466363 | -81.725004

Tabla A 19. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la

geometria 5 del Complejo 3.
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Figura A 59. Gréafica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 5 del Complejo 3. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

6. Geometria 6: Cobre coordinado a dos fosfatos, el ligante tinidazol interactda con el esqueleto
en la parte inferior.

Figura A 60. Geometria total y corte 6 del Complejo 3.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15643.0761 | -1.407E+09
6 (3,+1) 0.520993 6.518624 | -77.232179
15 (3,-1) 0.547542 5.029365 | -17.865662
16 (3,-1) 0.549922 4.959618 | -14.163955
17 (3,-1) 0.534755 5.686552 | -40.779772
18 (3,+3) 0.511418 6.860575 | -116.01621
19 (3,+1) 0.520685 6.509657 | -78.083197
20 (3,-1) 0.534588 5.675718 | -41.287818
21 (3,+3) 0.511986 6.812384 | -113.38827
22 (3,+3) 0.512335 6.771985 | -112.42922
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23 (3,+1) 0.516463 6.647925 | -94.695242
24 (3,+1) 0.514454 6.799664 | -101.95558
25 (3,+3) 0.511735 6.82256 -114.96

26 (3,+1) 0.517389 6.623696 | -90.856338
27 (3,+1) 0.518373 6.558338 -86.87502

Tabla A 20. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la
geometria 6 del Complejo 3.

Figura A 61. Gréafica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 6 del Complejo 3. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

Figura A 62. Contornos del Laplaciano de la Densidad Electronica para los enlaces N1-Cu-N2 y O1-Cu-O2 en la
geometria 6 del Complejo 3.

Figura A 63. Isosuperficie del Laplaciano de la Densidad Electrénica para el cobre en la geometria 6 del
Complejo 3. Isovalor=-50 u.a.
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7. Geometria 7: Cobre coordinado a un fosfato, ambos ligantes tinidazol intercalados.

Figura A 64. Geometria total y corte 7 del Complejo 3.

# PC Lap Tipo PC Lap | Distancia desde el nucleo Rho DelSqRho
1 (3,+3) 0 15643.0634 | -1.407E+09
16 (3,-1) 0.54153 5.324739 | -27.530932
17 (3,-1) 0.538674 5.449056 -32.76085
18 (3,-1) 0.541384 5.327135 | -27.591573
19 (3,-1) 0.543941 5.216478 | -23.509938
20 (3,-1) 0.520235 6.596348 | -79.134348
21 (3,+1) 0.521655 6.426955 | -75.387005
22 (3,+1) 0.519871 6.563331 | -81.041241
23 (3,+1) 0.520391 6.48575 -80.187739
25 (3,+3) 0.511566 6.823624 | -115.32856
26 (3,+3) 0.510858 6.87061 -118.3461
27 (3,+1) 0.519013 6.601634 | -84.260607
28 (3,+1) 0.51982 6.488251 | -82.391065
29 (3,+3) 0.510709 6.890205 | -119.31342
30 (3,+3) 0.511803 6.813882 | -114.23001
31 (3,+1) 0.519905 6.494246 | -81.867382
32 (3,+1) 0.518207 6.661711 | -86.670066
37 (3,-1) 0.521643 6.435593 | -75.380588
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38 (3,+1) 0.518653 6.63008 -85.529772

Tabla A 21. Puntos criticos del Laplaciano de la Densidad Electronica en la capa de valencia del cobre de la
geometria 7 del Complejo 3.

Figura A 65. Grafica atdbmica del atomo de cobre en la geometria 7 del Complejo 3. Puntos criticos del
Laplaciano de la Densidad Electronica: (3, +3) en morado, (3, +1) en rojo y (3, -1) en amatrillo.

/ ) 7
Figura A 66. Contornos del Laplaciano de la Densidad Electronica para los enlaces N1-Cu-N2 y N1-Cu-O1 en la
geometria 7 del Complejo 3.

Figura A 67. Isosuperficie del Laplaciano de la Densidad Electrénica para el cobre en la geometria 7 del
Complejo 3. Isovalor=-50 u.a.

. Mecdanica Molecular

Bajo esta aproximacion, la energia total de un sistema (E7,¢q1) Se expresa en forma de ecuaciones
matematicas llamadas Campos de Fuerza, dichas ecuaciones permiten predecir las energias relativas
y las barreras de interconversién de diferentes conformaciones, y generalmente tienen la forma de la
Ecuacion A 1:

Ecuacion A 1
ETotal = z Estretching + z Ebend + z Etorsion + z EvdW + z ECoulombic
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Donde Eg¢retching €S la energia de estiramiento de enlace, Epepnq €5 la energia de enlace debida a los
cambios de angulos, E;yrsion €S la energia de enlace debida a los cambios en la conformacién del
enlace, E, 4 s la contribucion total a la energia debido a las fuerzas de van der Waals y Ecouiompic
son las fuerzas electrostaticas repulsivas y atractivas que operan en la molécula entre &tomos con una
carga parcial o completa; si es necesario, en algunas ocasiones se afiaden términos, por ejemplo para

enlaces de hidrégeno.[®?

A continuacién se describe la forma general de calcular cada una de las energias que conforman la la
Ecuacidn A 1, considerando a los enlaces como resortes mecanicos que obedecen la Ley de Hooke.[®?

1. Estretching: Para un par de atomos enlazados de esta forma (A — B), y que presentan este

movimiento de estiramiento y compresion:

Distancia de enlace en equilibrio ® ®
r

Distancia de enlace estirado @ T @ E

Distancia de enlace comprimido .—r ®

1 ) Ecuacion A 2
Estretching = 2 k(r — 1)

Donde 1y es la distancia de enlace en el equilibrio o ideal, 7 es la distancia del enlace estirado, y k es
la constante de fuerza del resorte, que es un indicativo de la fuerza del enlace (un valor mayor indica
un enlace mas fuerte).

En caso de tratarse de un enlace de tres atomos (A — B — (), la expresion seria:

Estretching =Espt+Ep ¢

1 2 1 2
= 5 ke-e) (Ta-5) ~Towu-5) " +5ke-0) (Te-c) ~Toe-c))

Ecuacion A 3

2. Eyena: en este caso, se considera el dngulo formado entre 3 atomos enlazados (A — B — C),
de la forma siguiente:

Movimiento Movimiento
atémico atémico

Ecuacion A 4

E =1k (6 — 6,)?
bend 2 6 0

Donde 6, corresponde al angulo de enlace ideal, es decir, el dngulo entre los &tomos en la geometria
de minima energia.

3. Eiorsion: €n este caso se habla de la rotacion alrededor del enlace formado entre los atomos
By C al estar unidos cuatro dtomos (A — B — C — D), representado en la figura:
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20
o,

1 Ecuacion A 5
Etorsion = E k¢ [1 + cosm(¢ + ¢off5et)]
Donde kg es la barrera energética de la rotacion del angulo ¢, m es la periodicidad de la rotacién y
bofrser €s €l angulo de torsion ideal relativo (el angulo entre los dtomos en la posicion de minima
energia) a una disposicién escalonada de los dos atomos.

4. E,aw: lasinteracciones de tipo Van der Waals entre dos atomos (i y j) no enlazados, tiene un
comportamiento de esta forma:

Energia <+— Repulsién entre
potencial iyj
°f
€ ‘ Atraccion entre
v iyj
 —
Tmin
Distancia de separacién
entreiyj
12 .z
Ymin Tmin\° Ecuacion A 6
E‘lidW =& -2
T r

Donde 1y,,;,, €s la distancia entre dos atomos (i y j) cuando la energia tiene un valor minimo (g) y r es
la distancia actual entre atomos. Esta ecuacion se conoce como potencial de Lennard-Jones 6-12. El
término elevado a la potencia 6 representa las fuerzas atractivas, mientras que el término elevado a
la potencia 12 representa las fuerzas repulsivas de corto alcance entre los dtomos.

5. Ecoulompic: €n este caso se habla de interacciones electrostaticas de tipo couldmbicas entre
los 4tomos i y j, provocadas debido a una re-distribucién interna de los electrones que crea
partes positivas y negativas en la molécula, dicho potencial coulémbico se representa de la
forma:

Interaccién de
atraccion o repulsion

OO

959 Ecuacion A 7
ECoulombic - D
rij

Donde g; y q; son las cargas puntuales de los atomos i y j, respectivamente, 7;; es la distancia entre
ambas cargas y D es la constante dieléctrica del medio que rodea las cargas.

137



En todos los casos, los valores de los pardmetros usados desde la Ecuacion A 2 hasta la Ecuacion A 7
(r, 1o, k, etcétera) son obtenidos a partir de datos experimentales, en caso de tenerlos disponibles, o
de calculos cuanticos con el nivel de teoria apropiado.

Es importante recalcar que dependiendo del sistema que se esté modelando otras ecuaciones pueden
ser mas apropiadas para describirlo, matematicamente hablando, por lo cual serd necesario usarlas.
Un ejemplo de ello es afiadir un término Y, E¢,.,ss €N la Ecuacion A 1 que cubra el acoplamiento entre
los términos de la Ecuacion A 2 hasta la Ecuacidon A 6 y relacione los cambios en distancias de enlace y
angulos de enlace. Usualmente se escriben como productos de la expansién de Taylor de primer orden
en cada coordenada, por ejemplo, el término cruzado stretching/bend para una secuencia de
atomos A — B — C tendria la forma de la Ecuacién A 8:¢%

ABC .
Estretching/bend = kABC(QABC — 6, )[(TAB — T'OAB) — (TBC — rOBC)] Ecuacion A 8

Bajo esta aproximacion, la idea de que las moléculas estén compuestas por dtomos estructuralmente
similares en diferentes moléculas se implementa bajo tipos de dtomos. Estos tipos de dtomos van a
depender del nimero atémico y del tipo de enlace quimico involucrado. Por ejemplo, en el campo de
fuerza MM2(91) hay 71 tipos de atomos diferentes, el tipo 1 corresponde a un carbono con hibridacién
sp>; los tipos 2, 3 y 50 son carbonos con hibridacién sp? pero se diferencian por el 4tomo vecino, el 2
corresponde a un carbono de tipo alqueno (doble enlace sencillo), el tipo 3 a un carbono unido a un
oxigeno (un grupo carbonilo) y el tipo 50 se trata de un carbono que forma parte de un anillo
aromatico con enlaces deslocalizados.!®!

[Il.  Teoria de Funcionales de la Densidad

La base de la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) es la prueba, reportada por Hohenberg y
Kohn, de que la energia electrénica del estado basal se determina completamente por la densidad
electrénica (p). A continuacidn, se detallan los teoremas que dieron origen a esta teoria.

Si comparamos este enfoque con la resolucién de la ecuacidn de Schrédinger mediante la
aproximacioén de la funcion de onda, sabemos que la funcidn de onda de un sistema de N electrones
va a contener 4N variables, tres que corresponden a las coordenadas espaciales y una mas al espin
electrdnico. En contraste, la densidad electrénica es el cuadrado de la funciéon de onda, integrado
sobre N — 1 coordenadas electrdnicas, y cada densidad de espin solo depende de las tres coordenadas
espaciales, sin importar el nUmero de electrones. Sabemos que, si el nUmero de electrones aumenta,
la complejidad de la funcién de onda también aumenta, pero exponencialmente; mientras que la
densidad electrénica tiene el mismo numero de variables independientemente del tamafio del
sistema. El Unico inconveniente es que, aunque se ha probado que para cada densidad se tiene una
energia, se desconoce el funcional que conecta a ambas. Por tanto, el objetivo de esta teoria es disefiar
dichos funcionales que conecten la densidad electrénica con su energia.l®®!

Teorema de Existencia de Hohenberg-Kohn

Para resolver la ecuacion de Schrédinger, necesitamos conocer el Hamiltoniano (H). La construccidn
del Hamiltoniano depende del nimero total de electrones y de las posiciones y nimeros atémicos del
nucleo, y con un observable como la densidad electrénica podemos lograr dicho objetivo de forma
simple. Sabemos que, al integrar la densidad en todo el espacio, podemos obtener el nimero total de
electrones (Ecuacién A 9).
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Ecuacion A 9
N = f p(r)dr
Ademas, debido a que los nucleos son cargas puntuales, sus posiciones corresponden a los maximos
locales en la densidad electrénica. Finalmente, en el caso de los numeros atdmicos, también podemos
conocerlos a partir de la densidad, ya que para cada nucleo A localizado en un maximo de la densidad
electrodnica (ry) se tiene la Ecuacién A 10:

dp(ry) Ecuacién A 10

=-2Z
L 4P (Ta)

donde Z,4 es el nimero atomico de 4, r, es la distancia radial desde A4, y p es el promedio de densidad
esférica. Sin embargo, esto no es un formalismo para calcular la energia. Por lo que, para establecer
una dependencia entre la energia y la densidad del estado basal, Hohenberg y Kohn mostraron que la
densidad determina el operador Hamiltoniano.

En el lenguaje de DFT, los electrones interactlan entre si y con un potencial externo. Entonces, en el
gas de electrones uniforme, el potencial externo es la carga positiva distribuida uniformemente, y en
una molécula, el potencial externo es la atraccién al nicleo. Si se tiene la densidad electrénica, se
conoce el niumero de electrones y sélo se tiene que determinar el potencial. Para probar que la
densidad electrdnica del estado basal determina el potencial externo, Hohenberg y Khon demostraron
que la asuncién contraria era un resultado imposible (reductio ad absurdum) de la siguiente forma.

Inicialmente se asume que dos potenciales externos diferentes pueden ser consistentes con la misma
densidad electrénica de estado basal no degenerado (pg). Estos potenciales se etiquetaran como v, y
Up, ¥ los Hamiltonianos en los que aparecen seran H, y H,, respectivamente. Cada Hamiltoniano se
asocia una funcidn de onda del estado basal ¥, con su respectivo eigenvalor Ej. El teorema variacional
de la teoria de orbitales moleculares indica que el valor esperado de H, sobre la ¥, ;, debe ser mayor
que la energia del Ej 4:

Eoq <(WoplHal¥op) Ecuacién A 11
La Ecuacidn A 11 puede ser reescrita de la siguiente forma:
Eoq < (WoplHy — Hy + Hp| ¥ ) Ecuacion A 12
<(Wo,plHg — Hp|%o,p) + (Won | Hp|Wo,p)
< (W¥o,plva —vp|¥op) + Eop

Como los potenciales v son operadores de un electrdn, la integral en la Ultima linea de la Ecuacion A
12 puede ser escrita en términos de la densidad del estado basal:

Ecuacion A 13

Eoa < f (e () = 0y ()] po (1) dr + Eq5

Debido a que no se hace distincion entre a y b, se pueden intercambiar los indices de la Ecuacion A 13
y llegar a la Ecuacion A 14, que es igual de valida

Ecuacion A 14

Eop < f [y (F) — v (1)] po (1) dr + Eg 0

Ahora, si sumamos las desigualdades de la Ecuacién A 13 y de la Ecuacion A 14, tenemos:
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Ecuacion A 15

%wfm<ﬁwm—%mmMﬂw+ﬁ%m—%ummnw+%b
+ Eopq

<ﬁ%m—%m+%m—%mmmefw+%a

< Eolb + EO,a

En donde la suposicidn de que las densidades de los estados basales asociadas a las funciones de onda
a y b son las mismas, nos permite eliminar las integrales que suman cero. Sin embargo, el resultado
de que la suma de las energias es menor que la misma, es imposible, indicando que la suposicidn inicial
es incorrecta. Entonces, la densidad del estado basal no degenerado debe determinar el potencial
externo, y, por tanto, el Hamiltoniano, y a su vez, la funcidn de onda. Es importante notar que el
Hamiltoniano determina no solo la funcién de onda del estado basal, sino también la funcién de onda
de los estados excitados, teniendo como resultado mucha informacién a partir de la densidad.[**]

Teorema Variacional de Hohenberg-Kohn

En un segundo teorema, Hohenberg y Kohn demostraron que la densidad obedece el principio
variacional al igual que la teoria de orbitales moleculares.

Para esto, primero se asume que tenemos una densidad bien comportada que integra al nimero
adecuado de electrones, N. En ese caso, el primer teorema indica que esta densidad determina un
candidato (cand) de funciéon de onda y de Hamiltoniano. Entonces, se puede evaluar el valor de
energia esperado de la siguiente forma:

(chanlecandllpcand) = Ecana = Eo Ecuacion A 16

Que debe ser mayor o igual a la energia real del estado basal por el principio variacional de la teoria
de orbitales moleculares.

Asi, en principio, podemos seguir eligiendo diferentes densidades y aquellas que den una energia
menor que la calculada en la Ecuacién A 16, estardan muy cercanas a la correcta.

Ya sabemos que la densidad determina el potencial externo, el cual determina el Hamiltoniano, y este
determina la funcién de onda. Si tenemos el Hamiltoniano y la funcidn de onda, podemos calcular la
energia. Sin embargo, este procedimiento no simplificaria el uso de la teoria de orbitales moleculares.
Por lo que, en el afio 1965 Kohn y Sham sugirieron una propuesta para determinar la energia
directamente sin pasar por la funcién de onda.**!

Hasta el momento, el procedimiento tiene dos desventajas: la primera es como elegir la densidad
candidato adecuada, y la segunda es que si se pretende evitar la resolucion de la ecuacién de
Schrédinger no se obtiene un avance al calcular la energia como el valor esperado del Hamiltoniano.
La dificultad, por supuesto, se trata de la naturaleza del funcional. Para ello, Kohn y Sham propusieron
la metodologia de campo autoconsistente.

Metodologia de Campo Autoconsistente de Kohn-Sham

Puesto que se busca simplificar la metodologia, el problema ahora es el término correspondiente a la
interaccion electréon-electrén en el Hamiltoniano correcto. Kohn y Sham notaron que el problema se
simplificaria si solo un operador Hamiltoniano fuera util para un sistema de varios electrones no
interactuantes. Tal Hamiltoniano puede ser expresado como una suma de operadores de un electrén,
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que tiene funciones propias que son determinantes de Slater de las funciones propias individuales de
un electrén, y tiene valores propios que son simplemente la suma de los valores propios de un
electroén.

Entonces, se debe tomar como punto de partida un sistema ficticio de electrones que no interactdan
y que tiene como densidad general de estado fundamental la misma densidad que algun sistema real
de interés donde los electrones interactudan. A continuacidn, dividimos el funcional de la energia en
componentes especificos para facilitar un andlisis adicional, en particular:

E[p()] = Tni[p(0)] + Ve [p(D] + Vee [p(0)] + AT [p(r)] + Alee[p(r)] Ecuacion A 17

Donde los términos se refieren a la energia cinética de electrones no interactuantes (T,;), la
interaccidn nucleo-electrén (14,,), la repulsion cldsica electrén-electrén (V,.), 1a correccidn a la energia
cinética derivada de la naturaleza interactuante de los electrones (AT), y todas las correcciones no
clasicas a la energia de repulsion electrén-electron (AV,,).

Es importante notar que, para un sistema de electrones no interactuantes, la energia cinética es
simplemente la suma de las energias cinéticas individuales. Con una expresion de orbital para la
densidad, la Ecuacion A 17 puede ser reescrita de la forma:

N nicleos Ecuacion A 18

1
Elp@] = ) | (ul -5V - (il )

_“k
Ir; — 1
L

N
1 !
+ ol f L ) + Euelp)

Donde N es el numero de electrones y la densidad para una funcidn de onda determinante de Slater
(que es una funcién propia exacta para un sistema no interactuante) es simplemente:

N
p= me)

En la Ecuacidn A 18 los términos dificiles, AT y AV,,, se han sumado en el término E,., tipicamente

Ecuacion A 19

conocido como la energia de intercambio y correlacion. Resaltando que este término incluye no solo
los efectos del intercambio y la correlacién de la mecdnica cuantica, sino también la correccién de la
energia clasica de auto-interaccidn y la diferencia de energia cinética entre el sistema no interactuante
ficticio y el real.

Si encontramos los orbitales y que minimicen E en la Ecuacidn A 18, de la manera habitual,
encontramos que satisfacen las ecuaciones de pseudovalores propios:

thSXi = &iXi Ecuacién A 20

En donde el operador de un electréon Kohn-Sham (KS) se define como:

nucleos Ecuacion A 21
KS 1 Zy p(r’) ,
h dr’' + V.

KS — __y2 —
' 2! Ir; — 7] Ir; — 1’|

141



SE,. Ecuacion A 22

5p

Vae

V.c s una derivada funcional, mejor descrito como el operador de un electrén para el cual el valor
esperado del determinante de Slater KS es E,.

Cabe resaltar que debido a que la energia que se esta minimizando en la Ecuacidn A 17 es exacta, los
orbitales y deben proporcionar la densidad exacta, es decir, el minimo debe corresponder a la
realidad. Ademas estos orbitales son los que forman la funcién propia determinante de Slater para el
Hamiltoniano separable que no interactua, definido como la suma de los operadores de Kohn-Sham
en la Ecuacion A 21, por ejemplo:

N N Ecuacion A 23
z i s - xw) = z & lxaxz = xw)
i=1 i=1
Por lo que hay consistencia interna en el enfoque Kohn-Sham de postular un sistema que no interactua
con una densidad idéntica a la del sistema real. Por tanto, esta justificado usar el primer término de la
Ecuacidn A 18 para calcular la energia cinética de los electrones no interactuantes, que resulta ser una
gran fraccidn de la energia cinética del sistema real.

Para la determinacién de los orbitales KS, los expresamos dentro de un conjunto de funciones base
{¢}, y determinamos los coeficientes individuales de cada orbital mediante la solucién de una
ecuacion secular completamente andloga a la empleada en la teoria Hartree-Fock, quedando de la
forma:

Ecuacion A 24

_ _1 2 _ ynicleos Zy p(l") '
Kuv—<¢u| 5 Vi = 2k Iri—rk|+f|ri—r’|dr + Vie

®)

En la medida en que se requiera la densidad para el calculo de los elementos de la matriz secular, pero
dicha densidad sea determinada utilizando los orbitales derivados de la solucién de la ecuacidn secular
(Ecuacion A 19), el proceso Kohn-Sham debe realizarse como un procedimiento iterativo de campo
autoconsistente (SCF).!*4%

En resumen, el proceso SCF de un célculo con la Teoria de Funcionales de la Densidad debe seguir la
secuencia mostrada en la Figura A 68, comenzando con la densidad de partida (p), con ella se estima
V. inicial, el cual se usa en las ecuaciones de Kohn-Sham (Ecuacion A 20) y permite obtener los
orbitales KS ()(IKS). Una vez obtenidos los )({(S, éstos son usados para conseguir una densidad
electrdnica, y con ello se inicia el ciclo de nuevo. Las iteraciones continuan hasta que no exista una
diferencia en la densidad y en los orbitales KS. Y una vez que el calculo converge, se puede calcular la

energia, ya que se conoce p y el funcional aproximado E,.[**?

La diferencia clave entre la teoria de Hartree-Fock y DFT, es que la segunda no contiene
aproximaciones, por tanto, es exacta. Como hemos visto, lo Unico que necesitamos conocer es E,. en
funcién de la densidad. Es por ello que, desde la propuesta de Hohenberg y Kohn, se ha buscado
proponer nuevos funcionales de la densidad.
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thSXi = E&iXi

No

N .
" Si Calculo de
p= Z(Xib(i) Convergid propiedades
i=1

Figura A 68. Calculo con Teoria de Funcionales de la Densidad. Replicada de 14?1,

IV. Relacion Cuantitativa Estructura-Actividad

Generacion del Modelo

El método mds comun es la Regresion Lineal Mdltiple (MLR), que puede ser representado
matematicamente con una ecuacién de linea recta de tipo:

y=mx-+c

Donde los valores de m y c dan a la linea el mejor ajuste de los datos. La ecuacién de regresién debe
ir acompafiada de datos adicionales que hablen sobre la precisidn y difusién de los datos, como son el
nimero de datos usados (n), la desviacién estandar de los datos (s) y el coeficiente de regresion (R?).
El valor del coeficiente de regresidn, que debe estar entre 0 y 1, es una medida de qué tan cerca se
encuentran los datos o coinciden con la ecuacidn, de tal forma que un valor igual a 1 corresponderia
a una coincidencia perfecta.'®” El valor de R? se calcula como la Ecuacién A 25:

) RSS Ecuacién A 25
RE =175

Donde RSS es la suma residual de cuadrados, y TSS es la suma total de cuadrados.
Dominio de Aplicabilidad

Bajo la aproximacidén leverage se puede verificar si un compuesto se encontrara dentro del DA (para
ser considerado interpolado y con incertidumbre reducida, por tanto, confiable) o fuera del DA (para
ser considerado extrapolado en el modelo y con gran incertidumbre, por tanto, no confiable). Es util
para evaluar el grado de extrapolacion, lo que representa la “distancia o lejania” de un compuesto del
espacio experimental modelo (el centroide estructural del conjunto de entrenamiento) y es una
medida de la influencia que tiene ese compuesto en el modelo: aquellos compuestos cercanos al
centroide influyen menos en la construccién del modelo en comparacion a los que se encuentran en
los extremos.

Las predicciones se deben considerar como no confiables para compuestos que tengan un valor de
leverage (h) alto, esto quiere decir que h > h*, donde h* es el valor critico y se calcula h* = 3p’/n,
donde p' es el nimero de variables en el modelo mas una, y n es el nimero de objetos usados para
calcular el modelo. Cuando el valor de leverage (h) es menor que el valor critico, la probabilidad de
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concordancia entre los valores predichos y reales es tan alta como la de los compuestos del conjunto
de entrenamiento. En contraste, un valor de leverage alto para un compuesto en el conjunto de
prueba se encuentra estructuralmente lejano a los del grupo de entrenamiento, entonces debe
considerarse fuera del DA del modelo.

Para visualizar el dominio de aplicabilidad de un modelo QSAR se utiliza una grafica de los valores de
leverage (h) en el eje x contra los valores de residuos estandarizados con validacion cruzada (R) en el
eje y, conocido como grafico de Williams. Dicho gréfico permite identificar de manera simple e
inmediata los outliers, que son los compuestos con valores de residuos estandarizados con validacidn
cruzada mayores a tres unidades de desviacion estandar (> 30), y los compuestos estructuralmente
influenciados en el modelo (h > h*).

Validacion del modelo

La Validacién Cruzada (VC o Q?) es la técnica mas comun en la validacién interna, e involucra diversas
técnicas estadisticas en las que diferentes porciones de los compuestos son sacadas del conjunto de
entrenamiento de forma iterativa para generar un nuevo modelo que permita verificar la prediccién
interna. Algunos de los métodos de VC mas usados son:

(a) Dejando Uno Fuera (Leave-One-Out o Q%,,): implica hacer el nimero de iteraciones igual al
numero de datos (n), para que en cada una se tenga un solo dato de prueba y el resto de los
datos sea de entrenamiento.

El error (MSE;) es calculado como el promedio de los errores estandar (Ecuacién A 26):

MSE; = (y; — 9)* Ecuacién A 26

Donde ¥, es la prediccién para y;. Entonces, Q%o se calcula de la siguiente forma:

Ecuacion A 27

2 1 o
Qioo = _z MSE;
ni=1

(b) Dejando Muchos Fuera (Leave-Many-Out o QfMo): en este caso los datos se dividen de forma
aleatoria en un nimero k de subconjuntos conformados por mas de un dato, en cada iteracién
cada subconjunto sera el grupo de prueba y el resto de los datos sera el de entrenamiento,
hasta completar k iteraciones. Q7o se calcula de la siguiente forma:

Ecuacion A 28

2 1 C
Qimo = Ez MSE;
i=1

(c) Bootstrapping (QZ,,¢): €n un conjunto de datos de entrenamiento se extraen aleatoriamente
cierto nimero de datos que son reemplazados, formando un nuevo conjunto de datos con el
que se genera un modelo. Dicho remuestreo se realiza k veces.

En contraste al valor de R?, que incrementa conforme el nimero de descriptores aumenta, los valores
de Q? generalmente aumentan solo cuando los descriptores afiadidos son Utiles para predecir
compuestos excluidos. Los pardmetros estadisticos obtenidos mediante VC deben ser lo mas altos
posible (en opinién de Gramatica®”, al menos con un valor Q2 > 0.7) en el modelo para proponer que
el modelo es robusto y que puede tener un gran poder predictivo, sin embargo, eso no descarta que
el modelo pueda sobreestimar el poder predictivo, y al realizar una validacion externa se descarte
dicha opcién.
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El proceso de validacion externa depende en gran medida de la disponibilidad de bases de datos, ya
que se debe aplicar la ecuacion (descriptores y coeficientes) a un conjunto nuevo de compuestos que
formen parte del dominio de aplicabilidad. Lo cual puede resolverse si antes de crear el modelo se
separan adecuadamente los datos disponibles, considerando entonces un conjunto de entrenamiento
para crear el modelo y un conjunto para la evaluacién predictiva del modelo. Se recomienda que el
modelo sea evaluado en al menos un 20% del nimero de datos con los cuales fue construido, pero no
se descarta que el conjunto de prediccidn sea mas grande que el conjunto de entrenamiento; en caso
contrario, es decir, cuando se evalle en muy pocos compuestos, los resultados pueden obtenerse por
casualidad y no se podran tener buenas conclusiones.

Uno de los métodos mas usados para validacidn externa es Y-Scrambling, que consiste en intercambiar
aleatoriamente los valores de respuesta (o propiedad) y verificar la validez del modelo. Este método
es util para probar la significancia del modelo, resaltando la presencia de modelos aparentes o no
confiables y obteniendo correlaciones por casualidad. Otro pardmetro muy util es el calculo de Errores
Cuadraticos Medios (Root Mean Squared Errors o RMSE) en el conjunto de entrenamiento, en el
conjunto de la validacién cruzada y en el conjunto de prediccidon externa, ya que proporcionan una
indicacidn mas confiable de la idoneidad del modelo. Si los valores de RMSE son pequefios el modelo
tiene gran habilidad de predecir, y si los valores son similares entre los conjuntos de entrenamiento,
de VCy de prediccién externa se habla sobre la generalizabilidad del modelo.

V. Teoria Cuantica de Atomos en Moléculas

Topologia de la Densidad Electrdnica

La topologia de la densidad electrénical’? nos permite identificar puntos criticos (CP, del inglés: Critical
Points), que se definen como puntos en el espacio en los cuales la primera derivada de la densidad es
igual a cero como muestra la Ecuacidn A 29:

Ecuacion A 29

Vp=1i—

dp n i@ " d_P Nk 0 en los puntos criticos y en o
dx “dy dz

+ 0 en todos los demés puntos

En donde el vector cero significa que cada derivada individual en el operador gradiente, V, es cero y
no sdlo la suma. Una caracteristica topoldgica de la densidad es que en la posicidon de cada nucleo se
identifica un maximo local, dicho punto critico es del tipo nuclear (NCP).

Para identificar los minimos locales, maximos locales y puntos de silla es necesario calcular la segunda
derivada de la densidad electrdnica, y construir la matriz Hessiana (Ecuacién A 30) que puede ser
diagonalizada y obtener las curvaturas de la densidad respecto a los tres ejes (valores de A en Ecuacién
A 31). Dichas curvaturas, o traza de la matriz Hessiana, es conocida como el Laplaciano de la Densidad
(V2p(r)), que esta dado por la Ecuacién A 32:

d%p d%p %p Ecuacion A 30
0x? 0xdy 0x0z
0%p 9%p 0%
dyox dy? 0dyoz
%p 09%p 9%p
0z0x 0zJdy 0z

A(r,) =
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a 2p Ecuacion A 31

0
2
0x 6% L4 0 0
dy'?
0 0 A
%p
0 0 —-—
0z'%/ 1=y,
azp azp azp Ecuacion A 32
Vzp(l‘) = Ox2 + ayz + 922 = Al + /12 + 13

Cada punto critico puede ser clasificado de acuerdo a su rango (w) y firma (o) de la forma [w,o]. El
rango es el nimero de curvaturas diferentes a cero en el CP, mientras que la firma es la suma

algebraica de los signos de dichas curvaturas, es decir, cada curvatura contribuye con un valor +1

dependiendo si su valor es positivo o negativo. Esta clasificacion da pie a identificar cuatro tipos de CP
estables, que ademas se identifican con un elemento de la estructura quimica:

= (3,-3): con tres curvaturas negativas, la densidad es un maximo local y se trata de un punto
critico nuclear (NCP).

= (3,-1): con dos curvaturas negativas, la densidad es maximo en el plano definido por los
eigenvectores correspondientes, pero es un minimo en el tercer eje (perpendicular al plano);
lo que corresponde a un punto critico de enlace (BCP).

= (3,+1): con dos curvaturas positivas, la densidad es un minimo en el plano definido por los
eigenvectores correspondientes, y es un maximo en el tercer eje (perpendicular al plano), que
se identifica como un punto critico de anillo (RCP).

= (3,+3): con tres curvaturas positivas, la densidad es un minimo local y se trata de un punto
critico de caja (CCP).

El nimero y tipo de puntos criticos en una molécula deben cumplir una relacidn topolégica, conocida
como relacidn de Poincaré-Hopf, que establece:

Nycp — Npcp + Nrcp — Necp = 1 Ecuacion A 33

Donde n es el nimero de CP de cada tipo. El conjunto {nycp, Ngcp, Nrcp, Necp} de un sistema se
conoce como conjunto caracteristico.

La topologia ayuda a dividir el espacio molecular en regiones separadas para cada nucleo,
denominadas cuencas atémicas (€2 ). Dicho espacio se delimita por una superficie de flujo cero en el
vector de campo gradiente de la densidad electrénica que cumple la condicién representada en la
Ecuacion A 34:

Vp(r) - n(r) = 0,para todas las r que pertenecen a la superficie S(Q)  Ecuacion A 34

En donde r es la posicidn del vector y n(r) es el vector normal a la superficie S(£2). Esta condicién de
frontera permite definir un 4tomo en una molécula, de acuerdo con esta teoria, como la unién de un
nucleo y el espacio que abarca la cuenca asociada a dicho nucleo.

La representacion grafica del conjunto de trayectorias de enlace y puntos criticos en una molécula en
equilibrio se conoce como grafica molecular. En donde las trayectorias de enlace se definen como la
linea de maxima densidad electrdnica que une los nucleos de dos atomos quimicamente unidos, y son
un indicador de un enlace quimico de cualquier tipo (débil, fuerte, interacciones de capa cerrada y
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capa abierta). El punto con el menor valor de densidad electrénica a lo largo de la trayectoria de enlace
corresponde al punto critico de enlace (BCP), y ademas es el punto en el que la trayectoria de enlace
intersecta la superficie de flujo cero que separa dos dtomos enlazados.

Particion Atémica de Propiedades Moleculares

La division del espacio molecular en cuencas atdmicas permite la particion de las propiedades
electrdnicas en las contribuciones atdmicas. De tal forma que, el promedio de una propiedad O en
una cuenca atémica (), 0(Q), se calcula como muestra la Ecuacion A 3572:

Ecuacion A 35

0@ = () = [ dr [ ax'[w0w + (0w) ]
Q

Donde O es un operador de un electréon o la suma de operadores de un electrén. A continuacion se
describen las propiedades atémicas empleadas en este trabajo.

1) Poblacidn electrdnicay carga
La poblacién electrénica (N (Q)) total de un dtomo en una molécula se obtiene cuando O=1enla
Ecuacidn A 35, de esta formal’:
Ecuacion A 36

NQ) = fﬂp(r) dr

Que también puede ser expresada en términos de las poblaciones de espin separadas de la siguiente
forma:

Ecuacion A 37

N = ) [0 + W@l

Mientras que la carga atémica, q(Q), se obtiene al sustraer (N(£)) de la carga nuclear (Zg)"? :
q(Q) =Zg — N(Q) Ecuacion A 38
2) Localizaciéon y Deslocalizacidn Electrénica

La poblacion electrénica, tanto atémica (N(Q))) como molecular (N), puede dividirse en dos
contribuciones: localizacion electrénica (A(€))) y deslocalizacién electrénica (5 (Q4, Q5)), las cuales se
definen en la Ecuacién A 39 y la Ecuacién A 40, respectivamente.!!*!

ORI HE N O
ij

Ecuacion A 39

Ecuacion A 40

60, 08) =2 ) 0”0} 0)S(2)
ij

La localizacion electréonica es una medida del niumero de electrones localizados en cualquier
atomo, (), mientras que la deslocalizacion electrénica corresponde al nimero de electrones
compartidos entre dos atomos diferentes, (4 y Q5), que no necesariamente se encuentran unidos.
En la Ecuacion A 39y la Ecuacion A 40, n; y ; son los nimeros de ocupacion en los orbitales ¢; y ¢;,
y Sij(Q,) es laintegral de traslape entre ¢; y ¢; dentro de la cuenca del d&tomo Q.

La deslocalizacion total de un dtomo incluye dos contribuciones: para atomos unidos y dtomos no
unidos, como se observa en la Ecuacion A 41. La deslocalizacidn de no enlace puede ser interpretada
como el indice de valencia libre cldsico.!**
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1 1 Ecuacién A 41
5O =5 ) 8@n0)+5 ) 6@ 0)

O-A_QB QA#-'QB
= 6p () + 6np ()

Cabe mencionar que los indices de localizacidn y deslocalizacién son exactos Unicamente para un

determinante de Slatery, en el caso de métodos correlacionados son una aproximacion.14>146l

3) Momento dipolar

El momento dipolar atémico, u(f2), se define como el promedio del espacio atémico del vector de
posicién electrdnico, y nos ayuda a describir el modo en que la densidad electrdnica se polariza. Esta
formado por dos contribuciones: la transferencia de carga (ucr) y las polarizaciones atémicas (u(Q)).
Estas ultimas son una medida del desplazamiento del centroide atémico de una carga negativa desde
la posicidn de su nucleo y generalmente se opone a la transferencia de carga. También, se pueden
definir contribuciones intra-atémicas e inter-atémicas (de enlace) al momento dipolar atémico, como
se muestra en la Ecuacién A 42.1147]

Ecuacion A 42

Hintra(Q) = — f rop(r)dc
Q
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Abstract: A strategy to improve the cancer therapies involves agents that cause the depletion of the
endogenous antioxidant glutathione (GSH), increasing its efflux out of cells and inducing apoptosis
in tumoral cells due to the presence of reactive oxygen species. It has been shown that Casiopeina
copper complexes caused a dramatic intracellular GSH drop, forming disulfide bonds and reducing
Cul! to Cul. Herein, through the determination of the [Cul']-SH bond before reduction, we present
evidence of the adduct between cysteine and one Casiopeina as an intermediate in the cystine
formation and as a model to understand the anticancer activity of copper complexes. Evidence of
such an intermediate has never been presented before.

Keywords: copper complexes; glutathione depletion; cysteine; Casiopeina; intermediate; copper
reduction

1. Introduction

The study of the oxidation of endogenous thiolated compounds, such as glutathione
(GSH) and cysteine (Cys), is essential to understand the oxidative stress within the cells [1].
Glutathione (y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycine, GSH) is a tripeptide that participates in
redox processes into the cells, where the Cys residues of GSH are easily oxidized to disulfide
(GSSG) [2,3]. It also participates in cancer cell protection against xenobiotics, ionizing
radiations, and oxidative stress. Its oxidation favors the opening of the mitochondrial
permeability transition pore complex, facilitating the release of death-related molecular
signals [4,5]. A strategy to improve cancer therapies’ efficacy should involve cytosolic
and mitochondrial GSH depletion through an increase of GSH efflux out of cells [4].
Kachadourian and coworkers tested, in human lung cancer cells (H157 and A549), one
copper complex of the Casiopeina® family, showing that it induced a dramatic drop in
the intracellular levels of GSH (Figure 1A) [6]. Additionally, there are reports of GSH
depletion produced by copper complexes on cervix HeLa and neuroblastoma CHP-212.
GSSG/GSH and cystine/cysteine’s redox potentials are very similar, —263 and —220 mV vs.
normal hydrogen electrode (NHE) respectively [7,8], with glutathione being a slightly better
reducing agent (Figure 1C). The oxidation by copper(II) ions of cysteine-containing peptides
such as glutathione and cysteine has been studied to understand this biometal’s role in
oxidative stress processes [9-12]. The copper favors the oxidation of thiols [11,13], where
Cul! reacts with thiols to form [Cull]-thiol adducts depending on their molar ratio. The
[Cull]-thiol complex is reduced to Cu!, and in turn, thiols are oxidized to the corresponding
radicals. The CasIlI-ia ([Cu(4,4’-dimethyl-2,2'-bipyridine)(acetylacetonate) INO3*(HO)s,
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Figure 1B) is a copper(ll) complex from the Casiopeina family with a potential of 62 mV vs.
NHE [14], which could mediate the oxidation of biological thiols (Figure 1C). Recently, a
paper [15] demonstrated the formation of O,-~ when bisdiimine copper(Il) chelates were
reduced by ascorbate. However, the pathway by which Cull is reduced to Cu! has not yet
been described; therefore, in this work, we present a strategy to understand this reduction
process and determine the possible intermediate.

A) ol
(A)  GsH Cu(ll) (B) we. o | N
- I\
Casiopeina w
N:&(
(9] ()

ch)\)\ CHy

6§ cull) GssG
GSH+O / 0,”

Cystine Cul'cagiiia
©)

1 | 4 : 4 | L V) ve
I t t t t E (mV) vs NHE
300 -200 100 0

Cysteine Culcagiiia

Figure 1. (A) The hypothesis of the interaction between the Casiopeina family and a thiolated
redactor [6]. (B) CaslIl-ia structure. (C) The redox potential of thiol-containing biomolecules and
CasllI-ia.

These observations suggest the importance of copper complexes, such as the Ca-
siopeinas, to oxidate thiol residues, inducing mitochondrial damage [6]. From the above
considerations, in the present work, we study the specific interaction between cysteine
and Caslll-ia to understand the pathway leading to a final reduction of the copper metal
center and the disulfide bond formation. We focused on Cys, the reactive site of GSH,
because it reacts slower than GSH in solution, and standard analytic techniques can detect
its reactive intermediates. Additionally, we used mechanochemical methods to reduce the
oxidation reaction rate. The family of Casiopeinas® [16] was designed considering three
elements: copper(Il) as a central metal and two mixed ligands with several substituents,
providing to copper the possibility of producing cytotoxicity through different mechanisms
of action [17]. Ligands modify the cationic copper’s transport properties [18], the electronic
properties of the central metal [19], and the molecular recognition of the complex [20]. The
Casiopeina activity goes along with the cytotoxic effects, such as the generation of reactive
oxygen species (ROS) [21,22], which can damage cellular components through oxidation
and alter the oxidation-reduction balance cell or interfere with the mechanisms of cellu-
lar signaling related to the redox state [23]. There are reports about the antiproliferative
and antineoplastic activities over murine and xenografted human tumors [24,25]. On the
other hand, survival was evaluated in murine models: L1210 (leukemia), S180 (sarcoma),
and B16 (melanoma) [26]. In non-tumor cells, the mean inhibitory concentration of this
compound was 4.7, determined in lymphocytes, approximately 250 times higher than that
observed in tumor lines, suggesting a selectivity towards tumoral cells [27]. Additionally,
pharmacokinetic analyses performed with rat urine [28] and dog blood [29] samples have
proved a high elimination rate of the Casiopeinas. All these results indicate an increase
in the in vivo activity of the compound Caslll-ia, concerning the cisplatin activity as a
positive control, evaluated in the same system. Our group has investigated the relationship
between the features of the metal complex and their activity. A QSAR study showed that
the half-wave potential and aromatic ring in the molecule are relevant for the compounds’
action [14].

Other derived models can predict mixed chelate copper complexes’ degree of activity
based on the chemical correlation between structure, EPR, and electrochemical behavior,
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supported by DFT calculations [19]. We also developed a regression model to reproduce the
antiproliferative activity involving the atomic delocalization and dipole moment changes
within the ligands” C-N bonds [30]. These bonds are also determinant for the recognition
site of copper complexes by the DNA backbone [20].

2. Results and Discussion

In solution, the endogenous reductant species, such as GSH, react very fast with
Casiopeinas to be detected by standard analytical methods. For this reason, we decided to
focus on the reactive site of GSH and Cys, and perform the reaction process in the solid
state to observe the steps occurring in the Cys oxidation process. It has been reported that
the Cys redox reaction barrier is smaller than the GSH one and also that the redox process
is faster than any ligand exchange. In this way, Cys is an acceptable model of GSH for the
process catalyzed by the Caslll-ia.

The CaslIl-ia was prepared by the patent procedure [31-33]. To prove the inclusion
of Cys in the copper coordination sphere and determine the features of the [Cul']-Cys
interaction, we performed powder X-ray diffraction (PXRD), electronic spectra (UV-Vis-
NIR), infrared spectroscopy (FTIR), electron paramagnetic resonance spectroscopy (EPR),
and mass spectra-direct analysis in real-time (MS-DART) analyses. To understand the
structural evolution of the [CuH]—Cys adduct, we carried out a DFT computational analysis
for the cooper reduction process.

The reaction between equimolar solutions of Cys (colorless) and Caslll-ia (blue)
showed color changes from brown/green to blue color (see the Movie S1 in the Sup-
plementary Materials), and the same observations were reported by Seko et al. [34] and
Ugone et al. [35]. EPR spectra of fresh mixtures of two CasllI-ia and Cys stoichiometric
solutions were recorded at 77 K. Figure 2 shows the copper electronic environment change
of Caslll-ia when it interacts with Cys. Therefore, it is proposed that Caslll-ia generates
a [Cu“]—Cys adduct before its reduction. However, the reaction’s rapid kinetics avoids
studying the [Cul']-Cys adduct in solution using this technique. Then, we opted to change
the conditions to reduce the reaction rate with a mechanochemical solid-state approach.
Caslll-ia and Cys were milled until a homogenous solid mixture was obtained, EtOH
was added, and was mixed until dryness. During the mechanical process, it was possible
to observe a color change, from Pantone 2139c to Pantone 289¢ (Figure 3), that can be
associated with Cys’ coordination to CaslII-ia. It was impossible to isolate and purify the
reaction intermediates; therefore, we used several techniques to identify them within the
reaction mixture.

A B
@ —— Caslll-ia ®) Caslll-ia
—— Caslll-ia-Cys 1:1 —_— Caslll-@a-Cys 11
—— Caslll-ia-Cys 1:5 250 —— Caslll-ia-Cys 1:5
2004
2
‘@
g
£ 150
100 -
50
T T T T T T T T T T T T )
260 280 300 320 340 252 254 256 258 260 262 264 266 268
Field (mT) Field (mT)

Figure 2. Experimental EPR spectra for CaslII-ia (1 mM) in red, CasIlI-ia—Cys (1:1) in black, and CasIII-ia—Cys (1:5) in blue,
in MeOH/H,O (1:1) frozen solution at 77 K. (A) From 250 to 350 mT, and (B) from 252 to 268 mT.
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Absorbance (u.a.)

(A)

Figure 3. Reactant and intermediates of the mechanochemical solid-state reaction process: (A) cys-
teine (white), (B) CasllI-ia (Pantone 2139c¢), (C) intermediate 1 (Pantone 289c), and (D) intermediate 2
(Pantone 532c¢).

First, we analyzed the powder X-Ray diffraction patterns of the reactants and the
reaction mixture. The crystal square pyramid structure of Caslll-ia has been reported in
a previous description (CCDC 1440021). Supplementary Figure S1 shows the diffraction
pattern of the reaction mixture and the two reactants. It is possible to observe that the
crystalline arrangement is conserved. Some remnant signals can be associated with the
Cys and the CasllIl-ia; however, some signals are no longer present, such as the 7.9 intense
signals in 20. On the other hand, new signals are presented, such as 11.24, 12.12, 17.18,
25.94, 32.58, 33.02, 37.92, and 38.58 (see Supplementary Materials for details). These peaks
confirm a new species that still have copper(Il) as a metal center.

The second evidence of the presence of a new copper(Il) complex is the UV-Vis
spectrum of the reaction mixture, as shown in Figure 4. The reaction mixture spectrum
resembles that for Caslll-ia—Cys, with maxima at 395 and 598 nm. The latter can be
associated with the electronic transitions of an elongated Dy, octahedral structure. The
simulated spectra show that the signals of two possible CaslII-ia—Cys adduct arrangements,
octahedral (axial Cys) and square planar pyramid (equatorial Cys), are very close to the
experimental ones, 626 and 663 nm, respectively. The deconvolution of the two observed
signals agrees with three theoretical excited states of octahedral and square planar pyramid
geometries. These signals are mainly related to the transition to SOMO or LUMO molecular
orbitals (for octahedral geometry: SOMO-20 — SOMO, SOMO-16 — SOMO, and SOMO-16
— LUMGO; for square planar pyramid: SOMO-18 — SOMO, SOMO-18 — LUMO, and
SOMO-15 — LUMO). Details are provided in the Supplementary Materials.

(A) (B)
——— Caslll-ia —— Experimental Caslll-ia-Cysteine
—— Caslll-ia-Cysteine ——— Octahedral
—— Square Planar Pyramid
0.4 0.4+
©
2
8
c
©
£
o
0.2 2 02
<
0.0 T T T T J 0.0 T T T T J
600 700 800 900 1000 200 400 600 800 1000
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figure 4. (A) UV-Vis spectra for CasllI-ia (red) and the reaction between CasllII-ia and cysteine (black). (B) UV-Vis spectra
comparison between experimental reaction (black) and calculated geometries for the CasllI-ia-Cysteine system: octahedral

(red) and square planar pyramid (blue).

The third evidence of the interaction between Caslll-ia and Cys is the EPR data.
Figure 5 shows the experimental spectra and fitting models of CasllII-ia (A) and CasllI-ia—
Cys (B). Table 1 presents experimental and computational values for the g and A tensors
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of the spectra in Figure 5. We compared the observed spectra with DFT simulations of
octahedral and square planar pyramid structures. Caslll-ia shows an axial symmetry
spectrum associated with a square planar pyramid geometry. The reaction product is
a 1:1 CasllIl-ia/CaslIl-ia—Cys mixture in the solid state. The linear combination of the
axial and isotropic EPR profiles of CasllII-ia and CaslII-ia-Cys reproduce the experimental
spectrum. The axial symmetry can be associated with geometry with a pseudo-Janh-Teller
effect, where a Cys occupies the axial position of Caslll-ia. The difference between the
experimental and theoretical g values ranges from 0.004 to 0.10, and for A values, from
25 to 98 MHz. These differences agree with that obtained in other reports [36,37]. For
the Caslll-ia—Cys, we compared the experimental data with two different geometries:
octahedral and square planar pyramid. The difference between the experimental and
theoretical data is 0.004 and 0.030 for giso, respectively. The Ajq, value differences are 56
and 25 MHz, respectively. The best fit for gjs, corresponds to octahedral geometry, while
for Ajg, it is given by the square planar pyramid.

(B) Caslil-ia-Cysteine (1:1) © Caslil-ia-Cysteine (1:1)
10004 204

—— Experimental —— Experimental —— Experimental
—— Simulation —— Simulation —— Octahedral

—— Square Planar Pyramid

Intensity
Intensity

~1000 4

-2000

200

360
Field (mT)

400 200 300 400 200 3% 400
Field (mT) Field (mT)

Figure 5. EPR spectra in the solid-state for (A) CaslII-ia and (B) CasIII-ia with cysteine reaction, and (C) comparison between
experimental reaction and calculated geometries for the CaslII-ia-Cysteine system.

Table 1. Experimental and computational values for the g tensor and the A tensor (in MHz) parame-

ters of spectra A and B in Figure 5.

CaslII-ia (A)

Experimental Computational

Zxx = Gyy 2.0767 2.0466
82z 2.2517 2.1458
Axx = Ayy 7.47 105.26

Az, 117.4 —185.99

CaslII-ia—Cysteine 1:1 (B)
Experimental Octahedral Square Planar Pyramid

8xx = 8yy = 82z 2.10557 2.1010 2.0755
Axx = Ayy = Azy 48.797 104.57 23.85

The fourth evidence of the Cu-S interaction is the LR. signals presented in the Sup-
plementary Materials. Since cysteine is a molecule of biological interest, its solid-state
vibrational spectra have been extensively studied, considering the polymorphisms that it
can show [38] and the LR. modifications with different protonation modes [39]. The Cys LR.
signals S-H (1063 em 1), C-5 (692 em™1), and C-N (291 cm 1) [38], agreeing with theoretical
frequencies (1056.73, 669.99, and 278 cm ™!, respectively), yield the most significant changes
when interacting with the copper complex. In the case of Caslll-ia, the Cu-O and C-N
bonds’ LR. signals appear at 596 and 294 cm ™! (603.88 and 279.73 cm ! theoretical values),
respectively. The 1:1 solid reaction mixture, with drops of EtOH, produces an adduct which
presents LR. signal variations as evidence of the CaslII-ia—Cys interaction (Figure 6). Based
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on computational information (179 and 194 cm ™" for octahedral and SPP theoretical values,
respectively), we can assign the frequency at 187 cm ™! to the Cu-S interaction between
CasllIl-ia and Cys. It is possible to note signals associated with the metal-ligand interaction
within CasllI-ia, such as Cu-O (594 cm 1) and Cu-N (289 cm™!). Cu-N weakened after
Cys coordination from 294 to 289 cm™~!. The weakening of the C-S bond is shown by
reducing the frequency from 692 to 685 cm~!. One can observe a small S-H at 1063 cm ™!
as evidence of unreacted Cys.

—— 5 min
—— 20 min
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901
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vzoL
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|
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Figure 6. ATR-FTIR spectrum of CasllI-ia—Cys (1:1) mixture at 5 (red) and 20 (black) minutes.

After NaOH was added in an equimolar amount, S-H frequency, at 1063 cm ™, disap-
peared, but the C-S and Cu-O vibrations remain. We confirmed that Cu-S interaction is
associated with the 187 cm ™! frequency. These signals correlate with those exhibited by
octahedral theoretical geometry. Details are provided in the Supplementary Materials.

Our last evidence is from the direct analysis in real-time mass spectrometry (DART-
MS). Under positive ionization of the DART technique, it has been reported that the
amino-acid presents protonation, radical, and adduct formation [40]. In the Cys case,
it is possible to observe [Cys + H]* = 122 m/Z and [2Cys + H + H] = 243 m/Z. The
mechanochemical solid-state mixture was analyzed using DART-MS, whose spectrum is
presented in Figure 7. It is possible to observe the signal associated with dimethylbipyridine
(m/Z =185.1), Cu(acetylacetonate), (m/Z = 262), and Caslll-ia (m/Z = 346). At 200 °C,
we found a signal of m/Z = 423 corresponding to the CasllI-ia—Cys adduct, with a loss of
carboxylic group. It has been reported that Cys loses CO in situations where the sulfur
atom is involved in a bond or a strong interaction. The fragmentation pattern of Cys
by DART-MS and cystine by TANDEM-MS both present the [Cistina-H,O-CO + H] ion
with m/Z = 195 when the CO loss can be observed [41,42]. The presence of the signals
at 346 and 348 for Caslll-ia, at 262 and 264 for Cu(acetylacetonate),, and at 422.99 and
424.98 for the adduct agree with the isotopic distribution for ®*Cu and %Cu observed in
a copper(Il) species. The abundance of each peak can be related to the stability of the
analyzed species [43]. In this way, the adduct is an unstable species compared with the
CasllI-ia.

To understand the pathway leading to a final reduction of the copper metal center, we
calculated the structures and their dynamics. The two possible molecular arrangements of
the Caslll-ia—Cys adduct are the octahedral and the square planar pyramid (Figure 8). In
the former, the sulfur atom occupies an axial coordination position at 2.82 A Cu-S distance.
The latter presents the sulfur atom located in an equatorial position, at 2.37 A Cu-S distance.
The square planar pyramid is 4.9 kcal/mol more stable than octahedral geometry.
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Figure 7. DART spectra of the mechanochemical solid-state mixture CasIII-ia—Cys at 200 °C. (A) From 100 to 500 m/Z, and

(B) from 420 to 430 m/Z.
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Figure 8. From square planar pyramid Cu'! complex to tetrahedral Cu! complex, electron transfer path. Spin density values
for copper atom in black and for sulfur atom in red.

The reductive process’s reaction path begins from the Cys coordination to CasllI-ia
in the square planar pyramid geometry, and it is presented in Figure 8, along with the
atomic spin population. From the initial 2.37 A, the Cu-S distance increases until 3.9 A,
where the electron is transferred from sulfur to the copper atom. It is possible to observe a
spin population change from 0.78 to 0.001 e~ in the copper atom, which is transferred to
the sulfur atom, which shows an increase from 0.00 to 0.94 e™. In this process, the copper
valence shell changes, and then the geometry of the complex becomes tetrahedral. Our
group has previously reported the spin change effect on the metal valence shell and thus on
the complex structure [44,45]. From this point, the thiyl radical is free to participate in the
following reaction to form the disulfide bond. Details are provided in the Supplementary
Materials.
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3. Materials and Methods
3.1. Chemicals

All reagents: acetylacetone (acacH) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), Cu(NOg3),-
2.5H,0(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), and 4,4'-dimethyl-2,2’-bipyridine (dmbpy)
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), as the organic solvents, were used without further
purification. L-cysteine (Cys) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) was also used without
further purification. The elemental analysis of the white crystalline powder for C3H;O,S
was %C 29.82 (29.73), %H 5.92(5.82), %N 11.70 (11.56), %S 26.97 (26.46) ((#) calculated
values). The far FTIR-ATR spectrum of a deep white powder of Cys showed characteristic
bands at 1614 cm ™! CO;, 1063 cm ™! S-H, 692 cm~! C-S, and 637 cm~! CH-CO,.

3.2. Caslll-ia Synthesis

[Cu(4,4'-dimethyl-2,2’-bipyridine)(acetylacetonate) INO3*(H,O); (CasllI-ia) CAS [223930-
33-4], the copper(Il) complex, was prepared following the reported patent [31-33]. The
complex was isolated on MeOH/H,O solution, and a blue crystalline powder was obtained.
The elemental analysis of the blue powder for CuC17H;9N305*(H0), was %C 44.26 (45.89),
%H 4.79(5.21), and %N 9.45 (9.44) ((#) calculated values). The far FTIR-ATR spectrum of
a deep blue powder of CaslII-ia showed characteristic bands at 1616 cm~! C=0 (acac),
1373 em ™! N-O (nitrate), 596 cm ™! Cu-O, and 294 cm™~! Cu-N.

3.3. Solid-State Reaction

CaslllI-ia (30 mg, 0.0674 mmol) and cysteine (8.17 mg, 0.0674 mmol) were milled until
a homogenous solid was obtained. EtOH (400 uL) was added and mixed until dryness.

3.4. Measurements

Powder X-ray diffraction (PXRD) data were collected under ambient conditions
on a Rigaku ULTIMA 1V diffractometer operated at 160 W (40 kV, 40 mA) for Cu Kal
(A =1.5406 A).

Electron paramagnetic resonance spectroscopy (EPR) measurements were carried out
in a JEOL JES-TE300 spectrometer operated at X-Band mode at a microwave frequency of
9.4 GHz and center field of 300 mT. Solid-state measurements were performed at room
temperature, where the samples were placed in a quartz cell. The acquisition and manipu-
lation of spectra were performed using the ES-IPRIT/TE program. The g and hyperfine
tensors were determined by fitting the powder spectra using the EasySpin [46] simulation
package (Version 5.2.28, easyspin.org, (accessed on 6 May 2020)) for MATLAB R2019b.

The solid-state electronic spectra (UV-Vis-NIR) for the samples were measured over
the range 40,000-5000 cm~! by the diffuse reflectance method on a Cary-5000 Varian
spectrophotometer at room temperature.

The near-FTIR attenuated total reflectance (ATR) spectra were obtained over the
range 4000-250 cm ™! on a Thermo Fisher Scientific Nicolet IS-50 spectrophotometer. The
samples were examined as solid. The middle-FTIR spectra were obtained over the range
4000-400 cm ! on a Nicolet spectrophotometer Nicolet AVATAR 320. The samples were
analyzed as KBr disk.

The MS-DART spectra were acquired with a JEOL AccuTOF JMS-T100LC spectrometer.
The samples were examined as solid. The values of the signals are expressed in mass/charge
units (m/Z), followed by the relative intensity with reference to a 100% base peak.

The elemental analysis (EA) was carried out using The PerkinElmer® 2400 Series I
CHNS/O Elemental Analyzer.

3.5. Computational Details

All structures were fully optimized at the DFT level in gas phase, with the m05-2x
functional and the LanL2DZ basis set, as implemented in Gaussian 09 software [47]. Then,
we performed frequency calculations to verify the equilibrium states and to obtain infrared
spectra. We used the TD-DFT CAM-B3LYP/SDD theoretical level for the UV-Vis spectra,
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with the SMD solvation model, with water as the solvent. For the electron transfer studies,
we used the Quantum Theory of Atoms In Molecules [48], using the set of molecular
orbitals of each molecule to compute the atomic properties of the electron density with the
AIMAII software [49]. EPR parameters and g and A tensors of the optimized structures
were calculated with ORCA software [50], using the B3LYP functional and the def2-SVP
basis set.

The initial complex presented a square planar geometry with a water molecule in one
axial site, as in the reported crystallographic geometry [51]. Then, a cysteine molecule was
linked to the complex by the vacant axial site, yielding an octahedral geometry. A base in
the environment removes the -SH proton, expelling the water molecule from the opposite
side. We detected the electron transfer by the complex change to a tetrahedral geometry,
which is the geometry preferred by a copper atom with a 1+ oxidation state.

4. Conclusions

A strategy to improve cancer therapies’ efficacy should involve cytosolic and mito-
chondrial GSH depletion through an increase of GSH efflux out of cells. There are reports
of GSH depletion produced by copper complexes of the Casiopeina family. In this work,
we presented experimental evidence of the formation of an adduct between cysteine and
a Casiopeina complex. This adduct shows equilibrium between octahedral and square
planar pyramid structures. From this equilibrium, it is possible to identify an electron
transfer path when the Cu-S distance increases to 3.9 A, which produces a thiyl radical
and a reduced tetrahedral copper(I) complex. The proposed mechanism is presented in
Figure 9.
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9. Proposed mechanism for the interaction between CasllII-ia and cysteine.

Supplementary Materials: The following are available online, Video S1: Reaction in solution. Ex-
perimental Details: Figure S1: Powder X-ray diffraction, Table S1: Powder X-ray diffraction (PXRD)
data, Table S2: Experimental EPR parameters, Figure S2: Details of the CaslII-ia:Cysteine (1:1) EPR
simulation, Figure S3: Deconvolved UV-Vis spectra, Table S3: Comparison between deconvolved and
computational values for UV-Vis transitions, Figures S4-S7: Details of ATR-FTIR spectra, Table S4:
Main absorption infrared signals, Figures S8 and S9: MS-DART spectra for reactants, computational
calculations: optimized geometries, Figures S10-514: UV-Vis spectra, Figures S15-S17: Infrared
spectra, Tables S5-S8: Infrared signals, Table S9: Calculated EPR parameters, Figure S18: Spin density
changes, Table S10: Spin density values for Cu and S atoms, Figure S19: Spin density changes in Cu-S
bond distance scan, Figure S20: Geometries in the Cu-S bond distance scan, Figures S21 and S22:
Copper Atomic graphs.
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In this paper, we present a new set of topological atomic descriptors (TAD) to identify pharmacophoric
sites, using the anti-tumoral activities of metal copper (II) complexes. To this end, multiple linear
regression-based models were built using TAD. These descriptors are related with the atomic electronic
population, localization and delocalization, dipolar moment and quadrupole moment, and describe the
way in which the atoms donate, accept or share electron density and how the electron density is
polarized within an atomic domain. The regression models were built to reproduce the antiproliferative
activity on two tumor human cells lines. Usually, the activity analysis of a metal complex focusses on the
metal center features, but the ligands have a definitive role on the molecular recognition of the com-
plexes by the biomolecules. In this case, the best models selected are those involving the changes of the
delocalization and dipole moments of atoms within the C—N bonds of the ligands. These changes
correlate with the antiproliferative activity and, thus, it allows to identify the C—N bonds as the phar-
macophoric site of the copper complexes. These bonds are determinant for the recognition site of copper
complexes by DNA backbone, as found in a previous molecular dynamics study performed by our group.

Atomic descriptors

© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The concept of a pharmacophoric site within a molecule has a
key role in medicinal chemistry and drug development [1]. This is
defined as the spatial arrangement of functional groups within a
molecule that is essential for its molecular recognition and bio-
logical activity [2]. There are mainly two ways to locate a phar-
macophoric group within an active biological compound; a direct
method when the ligand and the receptor information is readily
available, and an indirect method, where a collection of molecules
with experimental and biological activity are used to extract spe-
cific molecular features with the goal to identify structural patterns

* Corresponding author. Instituto de Quimica, Universidad Nacional, Auténoma
de México, Av. Universidad 3000, C.U. México City, 04510, Mexico.
E-mail address: fercor@unam.mx (F. Cortés-Guzman).

https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2019.127480
0022-2860/© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.

associated with the biological activity [2]. Usually, the features used
in the pharmacophore discovery are atoms or functional groups
commonly found in molecules such as hydrophobic groups, aro-
matic rings and hydrogen bond acceptors or donors. The feature
extraction step depends on which structure property is of interest
with a medicinal chemistry point of view. Quantum structure level
provides details about the electronic structure and specific chem-
ical interactions involved in the molecular recognition and bio-
logical activity.

The general hypothesis of the Quantitative Structure-Activity
Relationships (QSAR) is that changes in molecular structure are
proportional to the changes of its activity, and that it is possible to
obtain a model that relates descriptors of the chemical structures
with their activity using statistical methodologies. A key step of a
QSAR study is the selection of descriptors, which can support either
a hypothetical mechanism or a known pharmacophore model [3].
We present in this work a novel way to identify a pharmacophoric
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site of a group of anticancer copper complexes using quantum to-
pological atomic descriptors.

Quantum chemical topology (QCT) [4] is a procedure that rep-
resents molecules compactly and reliably, extracting relevant mo-
lecular information from their electron density and other similar
scalar fields, which can provide important chemical information.
QCT defines several bonding, atomic and interatomic properties
that generates a layered set of descriptors of a molecule [5]. With
that representation, it is possible to measure the similarity between
chemical structures and to determine the reactive and active cen-
ters [6,7]. In this work we use these the atomic properties as
defined by the gradient of the electron density within the Quantum
Theory of Atoms in Molecules (QTAIM) [8], to describe the way in
which an atom donates, accepts or share electron density and the
way the electron density is polarized within an atomic domain. The
descriptors are related with the atomic electronic population [9],
localization and delocalization [10], dipolar moment and quadru-
pole moment as described within the QTAIM framework [11].
QTAIM atomic properties have been used to obtain models to
predict pKa of acidic hydrogens [12,13], partial molar volumes and
log P of amino acids [14], excitation energies of small molecules
[15], interaction energies with DNA bases [16], among other ap-
plications. As far as we know, this is the first time that the topo-
logical atomic descripts are used to understand and predict the
biological activity of metal complexes.

Copper complexes have gained considerable interest as diag-
nostic agents and chemotherapeutic drugs over the last decade
[17—-21]. Their biological activity has been associated with the
production of reactive oxygen species [22], the production of lipid
peroxidation [23] and to directly cleave nucleic acids [24—26]. A set
of copper compounds (CCs), denominated Casiopeinas, have shown
promising biological activity to many tumors both in vitro, in cell
and in vivo; and two of these complexes are currently in phase I
clinical trial [27—31]. In a previous report [32], we studied the in-
fluence of the substituents on diimine ligand selected physico-
chemical properties (i.e. half-wave potential, Ey;2) and their
relationship with medial lethal dose or medial inhibitory concen-
tration (ICsp) on several tumor cell lines. We produced models with
a strong relationship between the ICsg and Eq 2, where it is possible
to observe that the most active complexes are the weaker oxidants.
We also found that the redistribution of the electron density along
with the copper complex formation can explain the chemical and
spectroscopic activities [33]. We have previously proposed that the
formation of the copper complex reduces the electron population
of the complex ligands, which increases the population on the
metal center with a subsequent 7 back-bonding electron transfer.
The reduction of the electron population of the ligands is a key
factor that determines the recognition processes of copper com-
plexes by DNA chains [34].

2. Methodology

The general formula of the Casiopeina family is
[Cu(N—N)(N—O)]NO3; and [Cu(N—N)(O—O)]NO3 where the N—N
ligand denotes the aromatic ligand, either 2,2’-bipyridine or 1,10-
phenanthroline, whereas N—O represents a non-aromatic ligand,
an essential amino acid or peptides; and O—O indicate either ace-
tylacetonate or salicylaldehydate (Table 1) [35,36]. Activity assays
for multiple cell lines show that Casiopeinas show a ~10-fold
enhanced effect when they are compared with cisplatin
[27,32,37]. Table 1 presents all the considered molecules for this
study and their antiproliferative activity on tumor human cells lines
[32,38]. For the HeLa cancer cell line, the most active molecules are
those with methyl groups in positions 4 and 7 of the aromatic

ligand. In the case of the HCT-15 cell line, the aromatic ligands with
methyl groups at the positions 3,4,7 and 8 give the highest activ-
ities. Complex 4 is the most active molecule for both tumor human
cells lines. The less active complexes are those without sub-
stituents, with chlorine or nitro groups. When the non-aromatic
ligand is either alanine, isoleucine, leucine, norleucine or valine
amino acids; an increase of selectivity to HeLa is observed. We also
included copper (II) complexes with benzimidazole [39], clotri-
mazole [40] and tetrazolo[1,5-a]pyrimidine [41], which have re-
ported anticancer activity. The training set used in the present work
is reported in Table 1.

2.1. Quantum topological atomic descriptors

Molecular and atomic electron populations, N and N(A), can be
split into two contributions, that is, electron localization (A(A)) and
delocalization (3(A,B)) according to Equations (1) and (2) [42]. The
quantity of electron localization, A(A), provides a measure of the
number of electrons localized on atom A, whereas the electron
delocalization, 3(A,B), accounts for the number of electrons shared
by two different atoms, A and B (not necessarily bonded). In these
definitions, n; and 7; denote the occupation numbers of natural
orbitals ¢; and ¢ j; and S;(A) is the overlap integral of ¢ ; and ¢ ;
within the basin of atom A.

The localization and delocalization indices, equations (1) and (2)
respectively, are exact only for a Slater determinant and are an
approximation for correlated methods [43,44]. The total delocal-
ization of an atom includes two contributions, the electron delo-
calization from bonded and non-bonded atoms respectively, as
shown in equation (3). The non-bonded delocalization can be
interpreted as the classical free valence index [45]. Furthermore,
the way in which the electron density polarizes, is described by the
molecular dipole moment, which can be split in two contributions:
charge transfer (pcr) and atomic polarizations (u(A)). The latter
provides a measure of the displacement of the atomic centroid of
negative charge from the position of its nucleus and usually op-
poses pict, Also, it is possible to define intra-atomic and inter-atomic
(bond) contributions to the atomic dipole moment (Equation (4))
[11].

MA)=>"n!*n/%s;(A)? )
ij

3(A,B)=2> n!/*n//?s;(A)S;;(B) @)

ij

B(A) =3 D 0(A.B) + 5 S 0(A,B)=Dy(A) + Bun(A) 3)
A-B A#B

binra(A) =~ [rap()dr @

Q

2.2. Modeling methodology

Geometry optimization of each molecule in Table 1 was per-
formed at UMO05-2x [46]/6—31++G(d,p) [47] theoretical level as
implemented in Gaussian 09 program (D01 version) [48]. The set of
Kohn-Sham orbitals of each molecule were used to obtain the
electron density and to calculate the atomic properties with the
AIMAIIl program [49]. The descriptors were computed with the
program CODESSA [50]. The M05-2X functional has been successful
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Table 1

Structures of the Casiopeinas® family. (A) Cu[(1,10-phenanthroline)(acetylacetonate)]* and (B) Cu[(1,10-phenanthroline)(aminoacidate)]* and copper (II) complexes with
benzimidazole, clotrimazole and tetrazolo[1,5-a]pyrimidine, along with their antiproliferative activity (ICso, pM) on HeLa and HCT-15 tumor human cells lines. Values taken

from references 29—32, and 39—41.

A C D E
Structure Number Training/test sets Structure 1C50 (LM)
Hela HCT-15

1 Training A 10.7 73
2 Training 4-Me-A 1.6 6.0
3 Training 5-Me-A 6.2 26
4 Training 4,7-diMe-A 14 21
5 Training 5,6-diMe-A 34 19
6 Training 3,4,7,8-tetraMe-A 1.9 14
7 Training 5-phenyl-A 39 25
8 Training 4,7-diphenyl-A 4.2 32
9 Training 5-CI-A 45 129
10 Training 5-NO2-A 213 35.0
11 Training B,R=H 139 212
12 Training 4-Me-B,R=H 8.7 5.1
13 Training 5-Me-B,R=H 6.2 3.7
14 Training 4,7-diMe-B, R = H 5.5 2.0
15 Training 5,6-diMe-B, R = H 53 2.1
16 Training 3,4,7,8-tetraMe-B, R = H 18 18
17 Training 4,7-diphenyl-B, R = H 5.1 76
18 Training 5-CI-B,R=H 143 223
19 Test 5-NOz-B,R=H 44.8 47.3
20 Test 4,7-diMe-B, R = CH3 1.9 13.96
21 Test 4,7-diMe-B, —CH(CH3), 15 4.59
22 Test 4,7-diMe-B, R = —CH(CH3)CH,CH3 1.64 7.99
23 Test 4,7-diMe-B, R = —CH,CH(CH3), 1.52 6.51
24 Test 4,7-diMe-B, R = —CH,CH,CH,CH3 133 3.68
25 Training C 95.59 26.72
26 Training X; =Xz =C-D 6.80 15.40
27 Training X; =Xz =Br-D 3.90 6.50
28 Training X; = Clotramizole, X; = NO3-D 3.50 4.80
29 Test Ly =H-E 0.69 0.45
30 Training L; = OH-E 0.57 0.36
31 Training L, = Cl-E 0.87 0.57

Cisplatin 5.1 5.4

to model copper complexes [51], providing a suitable representa-
tion of the adenine—Casiopeina adducts and non-bonded in-
teractions [16].

From the descriptor matrices obtained for the copper com-
plexes, QSAR models were calculated with the Multiple Linear
Regression (MLR) statistical procedure by using the MobyDigs
software (version 1.0) [52]. Briefly, the MLR method is combined
with the meta-heuristic Genetic Algorithm (GA), which is
employed as the feature selection method [53]; in this way, the
chemical space is explored with the purpose of building the best
possible correlation models. The configuration parameters of the
GA were set to their default values, except the population size that
was fixed to 100. These values were chosen according to the anal-
ysis performed by Todeschini et al. [52].

The search process was carried out by using the RQK function
[54], in order to avoid models with unwanted features, e.g., models
with chance-correlation. RQK function uses the Q,ZUO (“leave-one-
out” cross validation) statistic as the fitness function, and satisfies

four constraints: QUICK rule, asymptotic Qﬁm rule, redundancy rule

and overfitting rule. Only two and three variable models were built
from 229 quantum topological atomic descriptors, according to the
principle that each variable into a model must explain at least the
variance of five cases (molecules), that is, the case-to-independent
variables ratio must be 5:1.

To each generated QSAR model, the bootstrapping (Q2,,,) and Y-
scrambling (a(Q?)) training validation procedures were applied,
with the purpose of assessing the predictive ability and the possible
chance-correlation based on the HCT-15 and Hela biological ac-
tivities. The bootstrapping method [55] randomly forms training
sets with repeated molecules and the remaining cases not included
are considered as the test set, while the Y-scrambling [56]
randomly changes the real response variables (biological activities)
to determine the goodness of the model. Both methods were
repeated 5000 and 300 times, respectively. In addition of these two
statistics, the standard deviation (s) was also used to assess the
training quality. Lastly, the best models according to their training
parameters were also evaluated using the external validation (Q%,)
on the corresponding test set [57].
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Table 2

Statistical parameters and equations of the best models developed with respect to the HCT-15 and HeLa biological activities.

Size R’ Qoo QPooor  AQY) s Q’exc  Models

HCT-15 activity

Eq.(5) 3 07659 0.6959 05449 -0273 4.827 08080 Activity =17.933 — 85.3133 3 |ingra(Neu-n)| + 14.9478 Y |ttpong(N)| — 14.4042 S dnon_pond(H)

HelLa activity

Eq.(6) 2 09585 09012 0.8503 -0.204 4.858 0.7768 Activity = 66.1477 + 42.6102 3_|u(Cc_n)| — 8.7483 X |tinera(He—)| — 129.4397 3| ingra (Neun))|
3. Results represented by the Equation (6) (HeLa activity). The identified

Even though there is no relationship between the solubility or
the metabolism of the copper complexes with the set of atomic
topological descriptors chosen, we were able to obtain predictive
models of the anticancer activity using the presented methodology.
Table 2 shows the statistical parameters and equations of the best
regression models obtained for the HCT-15 and Hela biological
activities (see Supplementary Information 1). Equations (5) and (6)
(see Table 2) describe the activity against the HCT-15 and Hela
tumors in terms of several descriptors that condense the infor-
mation of the atomic properties. Equation (5) shows that the ac-
tivity on HCT-15 can be described by > |tingra(Ncu—N)|» 3o |#bona(N)|
and Y~ 0,0n_pona(H) descriptors: the sum of the magnitudes of the
intra-atomic bond components of the dipole moment of the ni-
trogen atoms and the sum of the total electron delocalization of
hydrogen atoms with the non-bonded atoms. On the other hand,
Equation (6) involves three descriptors, > |u(Cc_N)|, X" |tingra(He-g)
| and >"|@intra(Ncu—n)|- These three quantities describe the com-
ponents of the dipole moment of carbon atoms in C—N bonds,
hydrogen atoms in C—H bonds and nitrogen atoms in Cu—N bonds.

Overall, it can be observed that the Q3,, and Q%,,, parameters
determined for each model have values greater than 0.69 and 0.5,
respectively, which is an indicative of the suitable predictive ability
of the models developed. The a(Q2) coefficients have, in all cases,
values inferior to 0.3, demonstrating a reduced tendency to chance-
correlation. The Qf,xt values suggest that the models present good
predictive power in the corresponding test set, given that all values
are superior to 0.75 (75% of the total variance). For all the models,
the outlier cases for response (i.e. those with standardized residuals
superior to 3.0-times the Standard Deviation Error in Calculation
(SDEC)), or for structure (i.e. structures with a leverage (h) superior
to a warning leverage (h* — h > h*) were recognized using a Wil-
liams graph (plot of residuals vs. leverages [52,58] (see Supple-
mentary Information 2). As a result, response outliers were not
detected for any of the models built. However, as structure outlier,
only compound number 25 was identified for the model

outlier compound is the complex with 2-methylbenzimidazole,
which has the larger ICsq in both cell lines.

Lastly, an Applicability Domain (AD) analysis was performed
with the purpose of knowing the behavior of the QSAR models
developed to perform reliable predictions [59]. To this end, the idea
of AD based on consensus [60] was used in this work, considering
five approaches commonly employed in the literature (Range,
Euclidean, City-block, Mahalanobis, Density) to define if the pre-
dictions achieved are reliable or not. If a compound is outside of the
AD for at least two methods, then the respective prediction is
classified as untrustworthy. The individual AD methods are avail-
able in the AMBIT program [61]. Table 3 shows the AD of the test
compounds according to the five AD procedures above mentioned,
as well as the outcomes of the consensus-based decision. As a
result, it can be noted that all estimates performed by the QSAR
models built in this work for the HCT-15 and HelLa biological ac-
tivities are reliable according to the consensus-based outcomes. All
in all, it can be concluded that, to estimate the biological activities
for the HCT-15 and HeLa endpoints, the two models built consti-
tutes prominent alternatives.

To give chemical meaning to the two models, we include a
comparison between the results of our present work and a previous
work involving the recognition of copper complexes with DNA. The
coordination of the phenanthroline to the copper metal center
produces a redistribution of the electron density, which induce
changes in the way the nitrogen and carbon atoms delocalize and
polarize within the C—N bonds. The delocalization between the
C—N bond increases in average 11% after the coordination process,
whereas, the magnitude of the atomic dipole moment decreases
around 6%. These changes are recovered by the selected set of de-
scriptors, which correlate with the antiproliferative activity and
allow us to identify the C—N bond of the aromatic ligand as the
pharmacophoric site of the copper metal complex. In the analysis of
molecular dynamics simulation of copper complexes and DNA
chains, we reported that the interaction between the deoxyribose
of the backbone binds Casiopeinas through the polarized C—N bond

Table 3
Applicability domain based on consensus of the compounds belonging to the test set (see Table 1 for labels).
Comp. Applicability Domain Methods Consensus
Range Euclidean CityBlock Mahalanobis Density
HCT-15 (Eq. (5)) 19 IN IN IN IN ouT IN
20 IN IN IN IN IN IN
21 IN IN IN IN ouT IN
22 IN IN IN IN ouT IN
23 IN IN IN IN ouT IN
24 IN IN IN IN IN IN
29 IN IN ouT IN IN IN
Hela (Eq. (6)) 19 IN IN IN IN IN IN
20 IN IN IN IN IN IN
21 IN IN IN IN IN IN
22 IN IN IN IN IN IN
23 IN IN IN IN IN IN
24 IN IN IN IN IN IN
29 ouT IN IN IN IN IN
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a)

Fig. 1. a) Copper complex in the minor groove of DNA, b) Recognition site of copper complexes in DNA. The copper atom links to a phosphate’s oxygen atom and the aromatic ligand

interacts with the deoxyribose by means of C—H -, O - 7 (C) and O

of phenanthroline. The C—N bond behaves as an acceptor in several
weak interactions with oxygen atoms of the deoxyribose groups of
the backbone of DNA chains. This interaction plays a key role in the
recognition process of a copper complex with DNA, as shown the
Fig. 1 [34]. It seems, that this recognition site is the first step of two
processes, the intercalation between the nucleobases of the DNA
and the hydrolysis of phosphates present in the backbone. There
are several reported experimental evidences that the Casiopeinas
interact and break DNA chains which could help explain the origin
of their antineoplastic activity [29].

4. Conclusion

In this work, we identified the pharmacophoric site of the metal
copper (II) complexes within the Casiopeina family using chem-
informatics methods that employ quantum topological atomic
descriptors. These descriptors condense the information of the
atomic properties and their changes correlate with the biological
activity of the metal complexes. Two models were developed that
describe the activity based on the way in the way the electron
density is polarized within an atomic domain. The best models to
describe the activity against HCT-15 and Hela, are those corre-
sponding to the equations which involve the dipole moments of
atoms within the C—N bonds. These bonds are essential to the
recognition of the metal complex by the backbone of DNA chains. It
is possible to define the polarized C—N bond as the pharmacophoric
site of the Casiopeina family and guide the design for other the
synthesis of novel copper complexes.
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