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INTRODUCCION

La diversa actividad que presentan los iones metdlicos a nivel biolégico ha
estimulado el estudio de agentes terapéuticos que no estan conformados sélo
por compuestos orgdnicos. Los metales de transiciéon tienen una gran variedad de
nimeros de coordinacién, geometrias, estados de oxidacién accesibles en
condiciones fisiolégicas y presentan un amplio rango de propiedades
termodindmicas y reactivas que dependen de la eleccién de los ligantes; todas
estas caracteristicas pueden ser (tiles en el desarrollo de nuevos farmacos con
numerosas ventajas en comparacién a los farmacos organicos o a los ya
existentes en el mercado. Dia con dia se buscan alternativas para el tratamiento
de cancer basadas en el mecanismo de estos compuestos, tratando de potenciar
la actividad y disminuir la toxicidad, siendo los de cobre de los complejos mas
prometedores.

Esta investigacion se centra en el estudio de una familia de compuestos de
cobre, en estado de oxidacién 2+, que han mostrado actividad antineopldsica en
andlisis in vitro e in vivo, respectivamente, llamados Casiopeinas®. Al momento no
estd totalmente definido el mecanismo por el cual actGan a nivel molecular.
Algunas evidencias experimentales y tedricas sugieren que su actividad puede
deberse a: a) la capacidad redox del Cu?®*, generando especies reactivas de
oxigeno que producen la citotoxicidad observada, o b) a procesos de
intercalaciéon en el surco menor del ADN. Este trabajo consiste en estudiar dos
modelos de procesos que se cree estan involucrados en el mecanismo de accién
de estos posibles farmacos, el primero es la formacién de enlaces disulfuro y el
segundo la reacciéon de hidrélisis de fosfatos, mediante calculos DFT y el andlisis
de propiedades atémicas derivadas de la densidad electrénica.

Los resultados muestran que los procesos en estudio son favorables
energéticamente. La formacién del enlace disulfuro requiere de una geometria
especial del sistema 2Casll-gly-2Cys que favorezca la transferencia electrénica y
permita la formacién del enlace entre los atomos de azufre. El modelo de la
reaccion de Raycroft fue (til para explicar la hidrélisis del dimetil-fosfato en
donde la presencia de moléculas de disolvente que actian como nucledfilo es
importante en el proceso que se favorece cuando se involucran dos moléculas de
metanol en comparaciéon a una molécula; éstos datos fueron (tiles para estudiar
dicho proceso en el sitio de reconocimiento molecular.
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Capitulo I

OBJETIVOS

Objetivo General

Contribuir al entendimiento del mecanismo de acciéon de la familia de las
Casiopeinas®, a partir del estudio teérico de dos modelos de reacciones que se
sabe son importantes en el mecanismo de accién, la primer reaccién involucra un
proceso Oxido-reduccién y la segunda consiste en una reaccién de hidrélisis.

Objetivos Especificos

1. Estudiar la reaccién de formacién de enlaces disulfuro mediada por una
Casiopeina® a partir de cisteinas, siguiendo la estequiometria obtenida a partir
de estudios experimentales previos.

2. Estudiar la reacciéon de hidrélisis de fosfatos del modelo experimental
propuesto por Raycroft y colaboradores!, promovida por la presencia de cobre.

3. Estudiar la hidrélisis del modelo obtenido por Galindo y colaboradores? del
sitio de reconocimiento molecular de una Casiopeina con el esqueleto del ADN,
partiendo de los resultados obtenidos para el modelo de Raycroft del objetivo
anterior.
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Capitulo II

HIPOTESIS

Esta tesis busca responder la siguiente pregunta: ¢cual es el rol del centro

metdlico de las Casiopeinas® en la formaciéon del enlace disulfuro y la hidrélisis
de fosfatos?

Las hipdtesis en las que se basa este trabajo son las siguientes:

1.

Es posible encontrar un aducto donde se favorezca la transferencia
electrénica entre un atomo de cobre y un atomo de azufre que provoque
la formacién de un enlace disulfuro.

Es posible encontrar una configuracién donde el grupo fosfato sea
activado por un complejo de cobre.

La posicién de coordinacién axial del cobre es determinante para ambos
procesos, ya sea que este libre u ocupada por un ligante que se comporte
como buen grupo saliente.

Las interacciones débiles en las que estan involucrados los ligantes del
complejo de cobre tienen un alto impacto en los procesos en estudio.

Es posible generar un modelo que explique la reduccién de Cu®* a Cu* y el
consumo de reductores endégenos, como cisteina y glutatiéon, para formar
los compuestos disulfuro.
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Capitulo III

ANTECEDENTES

La Organizacion Mundial de la Salud asegura que el cancer es una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo; en 2012 hubo
alrededor de 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes relacionadas
con el cancer. Ademds, se prevé que el nimero de casos nuevos aumente en
aproximadamente un 70% en los préximos 20 afios.?

En 2012, los tipos de cdancer diagnosticados con mas frecuencia en hombres
fueron los de pulmén, préstata, colon y recto, estbmago e higado. En mujeres
fueron los de mama, colon y recto, pulmén, cuello uterino y estémago. Mas del
60% de los nuevos casos anuales totales del mundo se producen en Africa, Asia,
América Central y Sudamérica. Estas regiones representan el 70% de las muertes
por cancer en el mundo.

En cuanto a nuestro pais, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI)
seflala que los tumores malignos son la tercer causa de mortalidad en el afo
2013, siendo el primer lugar las enfermedades del corazén y en segundo la
diabetes mellitus.’

3.1. Cancer

El Instituto Nacional del Cancer de los Institutos Nacionales de Salud de EE. UU.
sugiere que cancer es el nombre que se da a un conjunto de enfermedades
relacionadas que se caracterizan por wuna divisién celular descontrolada.
Normalmente, las células humanas crecen y se dividen para formar nuevas células
a medida que el cuerpo las necesita. Cuando las células normales envejecen o se
dafian, mueren, y las células nuevas las remplazan. En el cancer, este proceso
ordenado se descontrola. A medida que las células se hacen mas anormales, las
células viejas o dafiadas sobreviven cuando deberian morir, y células nuevas se
forman cuando no son necesarias. Estas células adicionales pueden dividirse sin
interrupcion y pueden formar masas de tejido llamadas tumores sélidos. La
formacién de tumores ocurre en muchos tipos de cancer, sin embargo, también
hay tipos de cancer que no los forman por ejemplo los canceres de la sangre
como las leucemias.’

Los tumores cancerosos pueden considerarse malignos, lo que significa que

14



tienen la posibilidad de extenderse a los tejidos cercanos o invadirlos. Cuando
dichos tumores crecen, algunas células cancerosas pueden desprenderse y
moverse a través del sistema circulatorio o linfatico formando nuevos tumores
lejanos al original. Al contrario de los tumores malignos, los benignos no se
extienden a los tejidos cercanos y no los invaden, permitiendo asi su extirpacién,
a pesar de que puedan presentar un gran tamafio.

Existen mas de 100 tipos de cancer. Generalmente, reciben el nombre de los
6rganos o tejidos donde se forman, o pueden describirse segln el tipo de célula
que los forma.

El cancer es una enfermedad genética, es decir, es causado por cambios en los
genes que controlan la forma coémo funcionan nuestras células, especialmente la
forma cémo crecen y se dividen. Estos cambios genéticos pueden heredarse de
los padres, suceder como resultado de errores que ocurren al dividirse las células
o por el dafio al ADN que causan algunas exposiciones del ambiente. Por tanto,
el cancer de cada persona tiene una combinacién Gnica de cambios genéticos.
Conforme avanza el cancer, ocurrirdn cambios adicionales. Los cambios genéticos
que contribuyen al cancer tienden a afectar tres tipos principales de genes:
proto-oncogenes, genes supresores de tumores y genes reparadores del ADN.
Estos cambios son llamados “causantes” de cancer. Conforme se ha aprendido
mas acerca de los cambios moleculares que resultan del cdancer, ciertas
mutaciones se han encontrado juntas en muchos tipos de cancer. A causa de
esto, los canceres se caracterizan a veces segln los tipos de alteraciones
genéticas que se cree son causantes, no solo por el sitio del cuerpo en donde
se forman y por la forma como se ven las células cancerosas al microscopio.’

El avance de la quimica inorganica medicinal, estimulado por el descubrimiento
casual de la actividad contra el cancer del cisplatino, ha sido facilitado por el
extensivo conocimiento de la quimica de coordinacién y las propiedades o6xido-
reduccion de los iones metalicos. Puesto que los centros metdlicos estan
cargados positivamente prefieren unirse a biomoléculas cargadas negativamente;
los constituyentes de las proteinas y de los acidos nucleicos ofrecen excelentes
sitios para unirse a los iones metdlicos. La acumulaciéon en el cuerpo de los
iones metalicos puede producir efectos perjudiciales a nuestra salud. Por tanto, es
necesario considerar la biodistribuciéon y especificidad farmacolégica del complejo
metdlico, asi como demostrar las respuestas biolégicas favorables de los
candidatos mediante estudios in vitro e in vivo, antes de hacer pruebas clinicas.®

3.2. Compuestos metdlicos como agentes contra el cdncer

Estudios experimentales de actividad biolégica en distintas lineas celulares con
compuestos formados por iones metalicos han contribuido al descubrimiento de
nuevos tratamientos terapéuticos contra el cancer, a continuacién se darda un
panorama general de compuestos basados en platino y cobre.
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3.2.1. Compuestos de platino

El cisplatino o cis-diaminodicloroplatino(ll) se sintetizé6 por primera vez a mediados
del siglo XIX, es conocido también como cloruro de Peyrone, ya que fue
descubierto por Michel Peyrone.” No fue hasta la década de 1960 cuando los
cientificos empezaron a interesarse en sus efectos biolégicos y comenzé a usarse
en ensayos clinicos para la terapia del cancer en 1971, siendo asi el primer
farmaco basado en platino desarrollado. A finales de los afios 70, ya era
ampliamente usado en el tratamiento del cancer, y hasta la fecha sigue siendo
uno de los farmacos mas utilizados a pesar de los numerosos medicamentos de
quimioterapia desarrollados en las Ultimas décadas.

Este farmaco se usa en el tratamiento de distintos tipos de cdancer como
sarcoma, cancer de pulmén microcitico, tumores de células germinales, linfoma vy
cancer de ovario. Hasta la fecha han surgido otros farmacos con este metal,
como el carboplatino y el oxaliplatino, que presentan menos efectos secundarios
y sobre todo benignos en comparacién al cisplatino.®

El cisplatino es uno de los farmacos basados en metales mas usados, resaltando
su uso contra el cancer de tipo testicular con una tasa de cura mayor al 90%. El
mecanismo de acciéon de este farmaco indica que entra a las células mediante
difusiéon pasiva, y su citotoxicidad se origina al unirse a la cadena de ADN
formando enlaces covalentes cruzados. La unién del cisplatino al ADN causa una
distorsién significativa de la hélice, resultando en la inhibicién de la replicacién y
transcripcion.®

La aplicacion médica del cisplatino ha sido limitada debido a los efectos
secundarios significativos y la resistencia adquirida o intrinseca. Por tanto, se ha
puesto mucha atenciéon en el disefio de nuevos compuestos con platino con
propiedades farmacolégicas y un mejor rango de actividad antitumoral. Los
compuestos de platino de la figura 3.1 ya se encuentran en pruebas clinicas,
pero no han demostrado tener ventajas significativas sobre el cisplatino.®
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Figura 3.1. Estructuras de compuestos de platino en ensayos clinicos o recientemente aprobados
para uso clinico.
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3.2.2. Complejos con otros metales

A excepcién de los compuestos de Pt**, hay muy poca informacidén respecto al
mecanismo de acciéon de farmacos metalicos contra el cancer, ya que los iones
metdlicos pueden actuar mediante diversas rutas. Es probable que los compuestos
activos no platinados tengan mecanismos de accién, biodistribucién y toxicidad
diferente a los farmacos de platino y pueden ser efectivos contra células
cancerosas que son pobremente quimiosensitivas o a las que tienen resistencia
los farmacos de platino.’

La actividad citotéxica de un complejo metdlico, que estd intimamente relacionada
a su actividad antitumoral, estd controlada por diversos factores como: la
identidad del metal, su estado de oxidacién y las propiedades de sus ligantes
coordinados. Sin embargo, en muchos casos sélo uno de estos factores es
dominante. El mecanismo de accién de los compuestos basados en metales
puede ser clasificado en cuatro grupos de acuerdo a: (i) preferencia por la unién
a grupos sulfhidrilo (SH); (ii) unién a quelatos y complejos metélicos de quelatos;
(iii) generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y estrés oxidante; y (iv)
produccién de iones lipofilicos.™

Existen estudios de antitumorales conformados por metales menos dafiinos con
nuestro organismo como rutenio'*'?, oro'®, hierro!*® cobalto'*°, manganeso!’?*?!
y cobre®???, buscando reducir la toxicidad y aumentar la actividad bioldgica.

3.3. Cobre y cdncer

El cobre es el elemento 29 en la tabla periédica, pertenece al grupo 11 de los
metales de transicion. Aunque se han reportado compuestos con los estados de
oxidacion Cu* y Cu*? la quimica del cobre estd dominada por los compuestos
de Cu* y Cu? 2%

El cobre en estado de oxidacion 1+ forma numerosos compuestos tanto con
ligantes organicos como inorganicos. Debido al caracter blando de este ion,
segln el criterio de acidos y bases duros y blandos de Pearson, el Cu* prefiere
ligantes con atomos que tengan un caracter donador blando como azufre (en
cisteina o metionina), nitrégenos en compuestos aromaticos (con hibridacién sp?
en piridina e histidina) y fésforo (en fosfinas terciarias).

Los compuestos de Cu® usualmente prefieren una estructura lineal con un nimero
de coordinacién (CN) igual a 2, trigonal con CN igual a 3 o tetraédrica con CN
igual a 4. Los iones de Cu® tienen una configuracidon electrénica de valencia d'
y, por tanto, son diamagnéticos y usualmente incoloros. La estabilidad de los
complejos de Cu® depende principalmente de la naturaleza del ligante y es
determinada por los valores de energia reticular grandes y la energia de

solvatacién del ion Cu*?’

17



En el caso de los complejos con cobre?, el CN varia desde 4 hasta 8, siendo los
mas comunes complejos cuadrado planos en tetracoordinados, bipiramide trigonal
y piramides de base cuadrada en pentacoordinados, en el caso del nimero de
coordinacién 6 se observan geometrias octaédricas, que en su mayoria presentan
distorsiones tetragonales. La figura 3.2 resume la estereoquimica adoptada por los
iones de Cu*y Cu® en los CN.®
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Figura 3.2. Ambientes de coordinacion utilizados por iones de cobre.

La gran variedad de estructuras disponibles para estos iones permite la eleccion
de diversos ligantes de coordinacién (desde mono- hasta hexa-dentados) vy
atomos donadores de preferencia “duros” con hibridacién sp®> como nitrégeno y
oxigeno.

En biologia, el cobre es crucial para la funcién de muchas enzimas y proteinas
como son: respiracién mitocondrial (citocromo-oxidasa, Cco), antioxidacién (Zn vy
Cu-superéxido-dismutasa, SOD), entrecruzamiento de colageno (lisil-oxidasa),
pigmentaciéon (tirosinasa) y biosintesis de catecolaminas (dopamina-B-mono-
oxigenasa).”® Estos procesos involucran reacciones de oéxido-reduccién en las
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cuales el cobre reacciona directamente con oxigeno molecular para producir
radicales libres.*>*' Por esta razén, la concentracién de cobre libre en las células
se mantiene a niveles extremadamente bajos.?

La estabilidad de los sistemas con Cu® puede cambiar drasticamente si los iones
contenidos en las enzimas estan rodeados por ligantes biolégicos en lugar de
agua. Estos ligantes alteran el potencial de media onda de los iones de cobre,
haciendo el sistema mas o menos facil de oxidar o reducir. Los iones suaves de
Cu* prefieren ligantes sulfurados o ligantes insaturados como o-fenantrolina (phen)
y 2,2-bipiridina (bipy) que tienen nubes de electrones polarizables. Los iones
relativamente duros de Cu? prefieren ligantes con nitrégenos duros. Usualmente,
las enzimas de cobre involucradas en reacciones redox presentan ambos tipos de
ligantes, por tanto los centros metalicos pueden existir en ambos estados de
oxidacion.??

Las principales funciones bioldgicas del cobre involucran reacciones de oxidacién-
reducciéon en las cuales el cobre reacciona directamente con oxigeno molecular
para producir radicales libres. Por lo tanto, el cobre requiere de mecanismos
homeostdaticos estrechamente regulados para garantizar un suministro adecuado
sin algln efecto téxico, los cuales son llevados a cabo por un grupo de proteinas
que Unicamente contienen dominios ricos en cisteina, metionina e histidina. El
exceso o deficiencia de cobre esta asociado, respectivamente, con la enfermedad
de Wilson (WD) y la enfermedad de Menkes (MD), resultantes de la disfuncién o
ausencia de las ATP-asas transportadoras de cobre que reciden en todas las
células. Actualmente existen terapias efectivas para el tratamiento de MD y WD
que se basan en la administracién de sumplementos de cobre con histidina o la
remocién del exceso de cobre mediante un quelato de cobre especifico,
respectivamente. Por otra parte, se han encontrado niveles elevados de cobre en
muchos tipos de cancer humano, incluyendo de préstata, pecho, colon, pulmén y
cerebro.??

El descubrimiento de la actividad antitumoral del cisplatino representa uno de los
avances en quimioterapia mas significativos del siglo XX.3? Sin embargo, el
tratamiento es limitado por diversos efectos secundarios que incluyen
nefrotoxicidad, emetogénesis y neurotoxicidad.® Como alternativa se han probado
muchas familias de complejos de cobre con actividad anticancerigena.®?%33
Enseguida se describen brevemente algunos ejemplos significativos.

3.3.1. Complejos de cobre con tiosemicarbazonas

Las tiosemicarbazonas (TSCs) son una clase de compuestos de interés medicinal
que han reportado actividad anticancerigena desde 1960 y su desarrollo sigue
en progreso®. Algunos de ellos, como Marboran™ o Triapina™, se encuentran en
pruebas clinicas®. Las TSCs han sido ampliamente estudiadas debido a su accién
inhibitoria de la enzima del ADN ribonucleotidodifosfato-reductasa y su
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selectividad hacia los canceres sensibles a hormonas?®.

3.3.2. Complejos de cobre con Bases de Schiff conjugadas

Se han sintetizado complejos de cobre con bases de Schiff derivadas de la
nimesulida®, para evaluarlas en lineas celulares de tumores pancreéticos BxPC-3
y MiaPaCa, reportdndose que el mecanismo de accién responsable de su
actividad bioldégica involucra la inhibicion de VEGF y COX-2 ademas de la baja
regulaciéon de las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bcl-XL.

Algunos complejos de cobre®* con la base de Schiff, Isatina, fue sintetizada y
caracterizada por Cerchiaro y colaboradores®. Estudios de citotoxicidad a estos
complejos indican que algunos de ellos activan la apoptosis en células
promielociticas humanas U937 y neuroblastoma SH-SY5Y. Ademds, los autores
encontraron que inducen apoptosis por via mitocondrial; sin embargo, se sugiere
que éstos compuestos son transportadores de cobre hacia el interior de la célula,
produciendo asi ROS.

3.3.3. Complejos de cobre con ligantes imidazoles, benzimidazoles, pirazoles y triazoles

La actividad antitumoral presentada por los complejos [trans-
bis(acetato)bis(imidazol)ICu®* en la linea celular de melanoma murino B16%
estimulé la sintesis de complejos de cobre con imidazoles sustituidos. El
benzimidazol y muchos de sus derivados son conocidos por exhibir actividad,
incluyendo antibacterial, antiviral, anticancerigena y antifingica*.

Recientemente, han sido sintetizados complejos metalicos con una serie de
ligantes basados en pirazolilpiridina bidentada o pirazolilbipiridina tridentada. En
particular, Yang y colaboradores® reportaron la sintesis de estos ligantes unidos
a Cu® y Zn?, encontrando ademds que el complejo de cobre tiene gran afinidad
con el ADN y una citotoxicidad mayor en las lineas celulares humanas de
leucemia HL-60, cancer gastrico humano BGC-823 y cancer de glandula mamaria
humana MDA5, en comparaciéon a los complejos de Zn?* y el ligante sin coordinar.

3.3.4. Complejos de cobre con ligantes fosfina

El Auranofin (un tetra-acetil tioglucosa) ha sido el primer complejo metalico con
fosfina con uso clinico para tratar la artritis reumatoide. Estudios han mostrado
que presenta actividad citotéxica in vitro y actividad antitumoral en sistemas in
vivo de leucemia murina.** Berners-Price, Sadler y colaboradores® han sintetizado
complejos de bisarildifosfina (P-P) de tipo [M(P-P),l[Cll] donde M es Au, Ag y Cu; P-
P es dppe: 1,2-bis(difenilfosfino)etano, dppp: 1,2-bis(difenilfosfino)propano o dppey:
1,2-bis(difenilfosfino)etileno; mostrando actividad citotéxica en células de leucemia
murina P388, melanoma B16 y sarcoma de células reticulares M5076.
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3.3.5. Complejos de cobre con liganes N-aromdticos aceptores m (fenantrolina y
bipiridina)

El ligante 1,10-fenantrolina (phen) y las sales de cobre forman complejos bis-phen
estables que han mostrado actividad nucleasa en presencia de agentes
reductores y oxigeno molecular. La actividad biolégica de dichos complejos
cuprosos comenzé a ser investigada por Sigman y colaboradores en los afios
70s*. El complejo bis-phen [Cu(phen),]* (figura 3.3) fue descrito como un agente
capaz de degradar oxidativamente el ADN y ARN atacando los grupos azlcar?.
Ademas, ha mostrado actividad clinica interesante como antitumoral, antibacterial,
antifingica y propiedades antimicrobiales®*. La escisién del ADN por el complejo
[Cu(phen),l*, significativamente mayor que por el complejo mono-phen®3 ocurre
principalmente en el C-1’, C-4 o C-5 de las unidades 2-desoxirribosa del ADN
mediante un mecanismo en que ocurre un cambio de oxidacién del metal®*.

Figura 3.3. Estructura del complejo bis-phen [Cu(phen),]*.

Zhou vy colaboradores han reportado que el complejo [Cu(phen),/*”* induce
apoptosis en la linea celular de carcinoma Bel-7402%°. Cai y colaboradores®®
demostraron que este fenédmeno puede ser iniciado por el exceso de cobre en
las células transportado por el ligante lipofilico phen. Ademas, la reaccién redox
del cobre en la que se involucran reductores intracelulares induce un incremento
de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y un decremento de la
relacion glutatién reducido/oxidado (GSH/GSSG). Adicionalmente, el mismo
complejo exhibe una gran citotoxicidad en células de leucemia humana HL60 y
células estomacales humanas SGC-7901, con wuna inhibicibn de crecimiento
superior al 90%”".

Por otra parte, el uso de los complejos Cu-phen presenta algunas restricciones,
ya que su formacién es desfavorable en condiciones fisiolégicas debido a la
pequefia constante de asociacién de la segunda molécula phen. En un esfuerzo
por superar estos limites, Pitié y colaboradores®® sintetizaron un puente de serinol
(abreviado como Clip) para unir dos ligantes phen en las posiciones 2 resultando
en [Cu(2-Clip-phen)l** (figura 3.4a), y 3 resultando en [Cu(3-Clip-phen)** (figura
3.4b). Se ha propuesto que el grupo amino en [Cu(3-Clip-phen)] puede ser
protonado, favoreciendo su interaccién con la estructura polianiénica del ADN*.
Asi, podria interactuar via enlaces de hidrégeno con el atomo de oxigeno del
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fosfato del surco menor del ADN.
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Figura 3.4. Estructuras de los complejos (a) [Cu(2-clip-phen)]** y (b) [Cu(3-clip-phen)l**.

Egan y colaboradores determinaron el potencial quimioterapéutico de
[Cu(phen),(mal,H,O (malH, es &cido malénico)® usando dos lineas celulares
humanas (carcinoma de rifion A-498 y carcinoma hepatocelular Hep-G2).
Palaniandavar y colaboradores® aislaron y caracterizaron una serie de complejos
con ligantes mixtos de tipo [Cu(tdp)(N-N)I*, donde Htdp (figura 3.5) es el ligante
tetradentado 2-[(2-(2-hidroxietilamino)-etilimino)metill y N-N es bpy, phen, 3,4,7,8-
tetrametil-1,10-phen (tmp) y dipirido-[3,2-d:2’,3-f]-quinoxalina (dpqg). Los autores
encontraron que los complejos con dpq y phen estan involucrados en una
intercalacion parcial fuerte con los pares de bases del ADN en el surco menor;
en cambio, el complejo con tmp lleva a cabo una fuerte interacciéon hidrofébica
con el ADN mediante los cuatro grupos metilo del anillo de phen, que es
relevante para su habilidad de conferir el cambio conformacional de B-ADN a A-
ADN.

Figura 3.5. Estructura del complejo [Cu(tdp)(phen)l[CLO,].

Una serie de farmacos basados en cobre, registrados con el nombre de
Casiopeinas® (Cas), ha sido desarrollada por Ruiz Azuara y colaboradores®®:
Puesto que estos complejos son en los que se centra esta investigacion, se
detallaran enseguida.
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3.4. Casiopeinas®

Se han registrado y patentado bajo el nombre de Casiopeinas® a una serie de
compuestos quelatos mixtos de Cu? con férmula general [Cu(N-N)(O-O)INO; o
[Cu(N-N)(O-N)INO5;, donde N-N es 1,10-fenantrolina (phen) o 2,2-bipiridina (bpy)
con sustituyentes en diversas posiciones, N-O es un aminoacidato esencial o un

péptido, y O-O es acetilacetonato (acac) o salicilaldehidato (salal) (ver figura
3.6).54%8
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Figura 3.6. Estructura general de la familia de complejos de Cu?*: Casiopeinas®.

Una segunda generacién de esta familia involucra las mismas diiminas aromaticas
(N-N), pero cambiando el ligante secundario a 2-aminometil benzimidazoles, 2-
hidroximetil benzimidazoles o 1,2-fenilendiamina, compuestos que aln se
encuentran en desarrollo.*° La tabla 3.1 describe la nomenclatura que se utiliza
en el grupo de investigacion en Casiopeinas® para nombrar a cada uno de los
compuestos.

El disefio de estas moléculas fue basado en tres factores principales: a) el
compuesto debia contener un metal esencial para disminuir la toxicidad en
comparaciéon a los compuestos derivados de platino, b) ligantes quelatos que
favorezcan la configuraciéon cis- alrededor del ién metdlico, y c¢) presentar
diferentes grados de hidrofobicidad para favorecer las propiedades de absorcién y
distribucién. Los ligantes primarios seleccionados fueron 2,2-bipiridina (bpy) vy
1,10-fenantrolina (phen) sustituidas en varias posiciones, siendo ambos un ligante
bidentado donador de nitrégeno que presenta una afinidad al cobre relativamente
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alta’’™; el sistema aromatico permite a estos ligantes unirse al ADN tanto por

interacciones de intercalacion como de no-intercalacién. Se eligi6 como ligante
secundario a los a-L-aminodcidos debido a su afinidad a los complejos de
cobre(ll) con bpy y phen y su baja toxicidad. En el caso de los ligantes
secundarios salal y acac, éstos también tienen buena afinidad a los complejos de
cobre(ll) con phen y pueden modular las propiedades redox del centro metalico.”
Confirmando asi la hipdtesis de que la naturaleza, nimero y posicién de los
sustituyentes en los ligantes diimina, y también la modificacién del a-L-aminodacido
o donador O-O tendra un efecto en la selectividad o la actividad bioldgica
mostrada por los complejos ternarios de cobre(ll).

aa acac salal Péptido NH,MeBz HOMeBz (NH,),Ph

bpy CaslX CaslliDa CaslllJs CasXa CasXla CasXlla CasXllla
4,4’-dimebpy CaslV Caslllia CaslliGs CasXb CasXlb CasXllb CasXlllb
4,7-diph-fen Casl CaslliHa CasllIFs CasXc CasXlc CasXllc CasXlllc
4,7-dime-fen Casll CaslllEa CaslliCs CasXd CasXld CasXlld CasXllld
5-R-fen CasV Caslli5a Caslli5s CasXe CasXle CasXlle CasXllle
5,6-dime-fen CasVI CaslliLa CaslliLs CasXf CasXIf CasXIIf CasXIIIf
fen CasVll CaslliBa CaslllAs CasXg CasXlg CasXllg CasXllig

3,4,7,8-tme-fen CasVIll  CaslliMa CaslliMs CasXh CasXlh CasXllh CasXlllh

aa=cualquiera de los 20 aminoacidos esenciales
acac=acetilacetonato
salal=salicilaldehidato
péptido=dipéptidos de férmula GlyPhe, GlyHis, GlyGly, TrpGly, ProGly, AlaGly, AlaTyr, AlaPhe
NH.MeBz= 2-aminometilbenzimidazol
HOMeBz= 2-hidroximetilbenzimidazol
(NH,),Ph= 1,2-fenilendiamina
bpy=bipiridina
fen=1,10-fenantrolina

Tabla 3.1. Nomenclatura asignada a las Casiopeinas® en el grupo de investigacion.

Estos complejos fueron caracterizados por métodos analiticos, y sus estructuras
han sido resueltas por difraccion de Rayos X*® Los datos quimicos vy
estructurales reportados para estos complejos indican que el centro de Cu®
presenta una geometria cuadrada distorsionada’>%#®3,

Ademas, se ha evaluado la capacidad de estos compuestos de inhibir la

proliferacién de células tumorales humanas®®°, su efectividad antitumoral®®* asi
como su genotoxicidad® y citotoxicidad®’, en lineas tumorales humanas como
Hela, neuroblastoma CHP-212 y SK-N-SH, meduloblastoma, células de carcinoma
de colén HCT-15 y glioma murino C6, lo que sugiere que éstos complejos pueden
inhibir la proliferaciéon celular y provocar muerte por apoptosis. Las Casiopeinas®

tienen un alto potencial antiproliferativo del crecimiento de células cancerosas de

24




ratbn y humanas provenientes de tumores de tipo cérvico-uterino, pulmén,
mamario, de colon, neuroblastoma e incluso sobre algunos tipos de leucemias.
Algunos compuestos han mostrado hasta un 50% de inhibicién al crecimiento de
células epiteliales de cérvix humano (Hela), de colon (Calo) y células de leucemia
murina (L1210) con dosis de 10 a 100 veces menores en comparacion a las
empleadas con cisplatino. La induccién de apoptosis se observd en células de
leucemia murina (L1210) y en carcinoma ovarico (CH1). La Casll-gly y la Caslll-ia
mostraron un efecto potente de inhibicion de las funciones mitocondriales en
ensayos con mitocondrias aisladas y células completas de hepatoma AS-30D8491%

Bravo y colaboradores®, realizaron un estudio QSAR (Relacién Cuantitativa
Estructura-Actividad) de la influencia de los sustituyentes en el ligante aromatico y
diferentes propiedades fisicoquimicas, como el potencial de media onda (E;/,), en
relacion a la concentracién inhibitoria 50 (ICs,) en diferentes lineas tumorales,
encontrando que los complejos que presentan mayor actividad bioldgica son los
menos oxidantes, que el cambio del ligante secundario tiene una menor influencia
con respecto al cambio en los sustituyentes del ligante aromdtico y, a partir de
estudios tedricos, que los enlaces mas importantes en el complejo son los cuatro
enlaces de coordinaciéon del metal.

El mecanismo de accién especifico de las Casiopeinas® aln no esta
completamente elucidado. Sin embargo, el hecho de que estos compuestos sean
capaces de inhibir la proliferacion celular y producir muerte celular por
apoptosis®, dependiente de la dosis, puede ser resultado de diversos procesos
como la generaciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS)*® o toxicidad
mitocondrial”’, que pueden actuar por si solas o concomitantemente. A su vez,
datos experimentales sugieren que hay interaccién directa con el ADN, pero éstas
interacciones especificas aldn no estdn claramente establecidas. Mediante
Resonancia Paramagnética Electrénica (EPR) se han estudiado las interacciones de

cadenas de ADN y diversas Cas®*

, encontrando que los complejos se intercalan
en la doble hélice. Rivero-Miller y colaboradores encontraron que las Cas se
unen al ADN o ARN y lo degradan en presencia de agentes reductores®. Estudios
cristalograficos sugieren que las Cas interaccionan con el ADN por apilamiento

del ligante aromatico o parte del ligante acetilacetonato®.

En cuanto a sus propiedades electrénicas, se encontré que los ligantes donan
densidad electrénica al centro metalico. Esta deficiencia de densidad electrénica
en el ligante podria ser compensada por una transferencia de electrones desde
las adeninas presentes en el ADN al formar un complejo con apilamiento n-n. La
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afinidad de las Cas con las bases depende de la coordinaciéon axial de la base
con el atomo de cobre, lo que facilita el apilamiento en el ligante aromatico.
Ademas, se encontré6 que la afinidad de los complejos por las bases de DNA

tiene el orden: Citosina > Guanina > Adenina = Timina.}®

3.5. Actividad Nucleasa del cobre

Una de las funciones mas importantes del cobre dentro del organismo esta
relacionada con la transferencia electrénica asociada a la respiracién celular y
por tanto a la proliferaciéon celular. Sin embargo, su participacién en reacciones
redox lo hace propenso a generar dafio al producir especies reactivas de oxigeno,
participando en la peroxidacién de lipidos o afectando directamente el material
nucleico a través de la ruptura de cadenas.®

Los compuestos que tienen la capacidad de romper el material genético son
llamados nucleasas quimicas, puesto que cumplen la actividad de las enzimas
denominadas nucleasas, siendo éstas las enzimas capaces de romper el enlace
fosfodiéster que une a las bases en los 4cidos nucleicos.??102

Por lo general, las nucleasas quimicas son compuestos de coordinacién que
rompen el ADN por una via oxidativa (compuestos de Cu?, Fe*, Ni®*, etc) o por
una via hidrolitica (compuestos de Zn, lantanidos y actinidos, etc.). Se han usado
complejos de metales de transicién con actividad redox en presencia de oxidantes
(como O,, H,O, o un peracido) para reacciones de ruptura de ADN, incluso es
posible generar quimica o electroquimicamente un metal en alto estado de
oxidaciéon que puede actuar como oxidante en presencia de un reductor.

3.5.1. Actividad Nucleasa Oxidativa

En el afio 1979, Sigman y colaboradores realizaron experimentos en los cuales
descubrieron la actividad nucleasa del complejo bis-1,10-fenantrolina con Cu(ll)
mientras investigaban la inhibicion de la polimerizacién de polyld(A-T)] catalizada
por la E. Coli DNA polimerasa |.* Posteriormente, encontraron que dicha inhibicién
requeria la presencia del ion clprico y de un tiol; ademads de que habia una
participaciéon importante del peréxido de hidrégeno en la reacciéon, que es
generado en una mezcla de reaccién conteniendo 1,10-fenantrolina (phen), Cu?,
tiol (RSH) y oxigeno, de la siguiente forma:

(phen),Cu®* + RSH — (phen),Cu* + 1/2 RSSR
2(phen),Cut + 0, + 2H* - 2(phen),Cu?* + H,0,

26



Sin embargo, la presencia Unicamente de este perdxido de hidrégeno no puede
explicar por si sola la rapidez de la divisién del ADN observada. A partir de estos
resultados, Sigman concluyé que la escisién de la hebra requiere la presencia del
complejo 1,10-fenantrolina-cuproso (2:1). Ademaés, el anién superéxido puede
también causar una escisién en el ADN en presencia de phen y el ién clprico
por la reduccién de la especie con Cu® y dismutando espontdneamente para
formar la especie con Cu® y el peréxido de hidrégeno, de la siguiente forma:

(phen),Cu?* + 0; - (phen),Cut + 0,
2H* + 205 - Hy0, + 0,

Asi, el esquema de reaccion que ellos proponen para la actividad nucleasa
oxidativa incluye la uniéon del complejo cuproso al ADN seguido de la generacién
de una asociacién entre el i6n metdlico y un radical hidroxilo por la oxidacién
del complejo cuproso al estar presente el peréxido de hidrégeno. Este oxidante
puede ser el responsable directo de la escision del enlace fosfodiéster en el
esqueleto de ADN:

H,0
(phen),Cu* + ADN & (phen),Cu* - ADN —

(phen),Cu?* - OH --- ADN - productos oligonucleotidicos

Mientras que la 1,10-fenantrolina  puede cumplir dos roles: a) modular el
potencial redox del par Cu*/Cu®, y b) intercalarse en el ADN permitiendo la
oxidaciéon de los complejos de cobre3 Estos resultados han dado pauta a
estudios, tanto experimentales como tedricos, con complejos de cobre y hierro,
para sistemas como Fe-bleomicina, Fe-EDTA y compuestos con ligantes clip®,
pero principalmente complejos del tipo Cu(phen),”, puesto que son buenos
oxidantes del ADN en presencia de O, o H,0,. El mecanismo de accién general
de los compuestos Cu(phen),?* involucra: (i) su reduccién en solucién a la especie
Cu(phen),, (i) la unién reversible al ADN, (iii) la reaccién con H,O, para generar
las especies reactivas y (iv) la abstracciéon de los protones H-1". H-4 y H-5 de la
unidad desoxirribosa del surco menor del ADN, provocando finalmente la escisién
del ADN.>*104

3.5.2. Actividad nucleasa oxidativa de Casiopeinas®

En muchos de los resultados experimentales de la interaccion de ADN con
Casiopeina®, se observa que la fragmentacién del ADN estd acompafiada de una
producciéon notable de especies reactivas de oxigeno (ROS), siendo éstas las
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responsables de la citotoxicidad observada. Ademas, una disminucién en la
concentracién de glutation (GSH) intracelular indicaba un desbalance redox al
administrarse Casiopeinas® en los tejidos tumorales, siendo ésta disminucién
proporcional a la cantidad de complejo administrada. A partir de estos resultados,
Kachadourian y colaboradores® propusieron un mecanismo (figura 3.7) en el cual
el GSH intracelular sirve como fuente de electrones para llevar a cabo la
reduccion de Cu® de la Cas y generar asi el radical glutatilo (GS).
Posteriormente, el Cu® puede reaccionar con el peréxido de hidrégeno generado
por la reaccién entre la superdxido dismutasa (SOD) y el radical superéxido (O,)
para producir el radical hidroxilo (HO) y regenerar la especie con Culll). Este
radical hidroxilo es quien genera dafios en el ADN mitocondrial produciendo la
muerte celular.

OH—> daﬁo¢mtADN
Xasll GX desequiiibrio MRC
H202—-> disfuncion mitocondrial

GSSG SOD
GSH + O, / > : 0, <

agotamiento GSH

Figura 3.7. Mecanismo propuesto por Kachadourian para la Casll-gly.”

En base a ello y con el fin de entender el comportamiento de los complejos en
procesos redox que permitieran dar un acercamiento al mecanismo de reaccién,
Alonso Saenz'® se encargd de realizar un estudio espectrofotométrico de la
reactividad de dos complejos frente a especies reductoras tioladas (glutatién
reducido, cisteina y 2-mercaptoetanol).

En el caso del complejo Casll-gly los espectros electréonicos muestran un maximo
de absorcion alrededor de 612 nm (figura 3.8a) asociada a las transiciones
electrénicas que puede tener el metal en los orbitales d Al momento de
adicionar alicuotas de cisteina desde 0 hasta 1.2 equivalentes (figura 3.8b), se
observa un incremento en la absorbancia y un desplazamiento del maximo de
absorcién hasta una longitud de onda de 647 nm, ademas de la aparicién de
una sefal alrededor de 404 nm. Esta sefal de 404 nm aumenta su intensidad
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notablemente conforme aumenta la concentracién de cisteina afiadida. En la
literatura se reporta que esta sefial se asigna a una transferencia de carga
S(o) » Cufsz_yz) en metaloproteinas de cobre tipo | (formadas por compuestos de

“2+ con residuos de tipo tio)'®, lo que nos indica que el azufre de la cisteina se
coordina al cobre en la posiciéon axial libre en el complejo, proponiendo la
formacion de la especie [Casll-gly-S(Cys)]. Si se continua el ensayo agregando
desde 1.2 hasta 2 equivalentes (figura 3.8c), el sistema cambia por completo
puesto que el maximo en 647 nm disminuye en absorbancia y se desplaza a 652
nm, mientras que el maximo en 404 nm desaparece y se observa la aparicién de
un punto isosbéstico en 507 nm, esto nos indica que se pierde la coordinacién
del azufre al complejo y que en el sistema estan presentes mas de una especie
de cobre, sugiriendo asi la reduccién del complejo y la presencia de especies
tanto de Cu* como de Cu?. Haciendo la elucidacién de los productos obtenidos
al final de la reaccién, uno de ellos corresponde a la unién de dos moléculas de
cisteina mediante un enlace disulfuro.
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Figura 3.8. Espectros de absorcién de: (a) Casll-gly a diferentes concentraciones, (b) Casll-
gly+Cisteina, desde 0 hasta 1.2 equivalentes de reductor, (c) Casll-gly+Cisteina desde 1.2 hasta 2.0
equivalentes de reductor.!®
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Con el fin de comprobar la coordinacién en el sistema y que no se llevara a
cabo un proceso de re-oxidacién, Garcia Ramos'” realiz6 estudios de
voltamperometria ciclica para los diferentes equivalentes de cisteina afiadidos
(figura 3.9). A partir de este ensayo se observé que no hay reduccién del Cul)
en disolucién, la seccién con valores de potencial mas positivos (-325 mV a -242
mV) indica que hay un cambio en la esfera de coordinacién con la incorporacién
de atomos que proporcionen una mayor densidad electrénica, como el grupo tiol.
En la parte de oxidacién (-15 mV hasta +246 mV) puede observarse la formacién
de una nueva especie en funcién de la cantidad de cisteina agregada, esto nos
indica que la reduccién no es inmediata. Los potenciales de la nueva especie son
mas positivos que para la Cas, esto significa que el Cu* estd coordinado al
azufre en un enlace mas fuerte que el Cu®, como indica la teoria acidos y bases
duros y blandos de Pearson de acuerdo a la preferencia de unién.

“15mV. —e  +246mV

I (nA)

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

-325mV. —= -242mV

T T T v T v T v T ) T v T
-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 04 0.6

E (V) vs Fc|Fc”

Figura 3.9. Voltamperograma de 4,4-dmbpyacac+Cisteina, variando los equivalentes de reductor
desde 0 hasta 1.}”

Puesto que se identific6 que se requiere un exceso de tiol para reducir el i6n
metdlico, también se realizé el mismo anadlisis a los complejos mediante
Resonancia Paramagnética Electrénica. En la figura 3.10 se comprueba la
reduccién del sistema al perderse la sefial de Cu® y se observa la conversion
completa a partir de 5 equivalentes de cisteina, puesto que el Cu® es una especie
diamagnética que no es posible detectar mediante EPR. Ya que no se tiene un
ambiente de reaccién inherte, el oxigeno presente cataliza las reacciones de
6xido-reduccién.
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Figura 3.10. Espectro de EPR para 4,4-dmbpyacac+Cisteina, variando la concentracién de reductor
desde 1mM hasta 20mM.'%

A partir de éstos resultados, el grupo de investigacion en Casiopeinas® propone
un nuevo mecanismo de accién de los complejos (figura 3.11), en dénde primero
ocurre la coordinacién del atomo de azufre (ya sea de cisteina o glutatiéon) con
el centro metdlico. Una vez formada esta nueva especie va a reaccionar con el
exceso de tiol y en presencia de oxigeno molecular se produce el radical
superoxido y la Casiopeina® reducida. El radical superéxido en un medio acuoso
o en un disolvente prético reacciona con iones hidronio para generar el radical
hidroperoxilo que reacciona con una molécula idéntica para generar el peréxido
de hidrégeno y oxigeno molecular. El peréxido de hidrégeno generado puede
reaccionar con la especie de Cu® y oxidar el complejo para regenerar el Cu® y
producir finalmente el radical hidroxilo.

Esto nos lleva a mostrar interés en la reaccion de reduccién-oxidacion llevada a
cabo por el complejo de cobre:

2Cas(Cu®*)ep + 2R — SH - 2Cas(Cu*); + R—S—S—R+2H*

En la cual, dos equivalentes de Cas reaccionan con dos equivalentes de reductor
tipo tiol, observdndose un cambio en el estado de oxidacién del cobre que
produce un cambio en la geometria del complejo y la formaciéon de un enlace
disulfuro entre ambas moléculas de reductor.
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GHS
GSH

Figura 3.11. Mecanismo de reaccién propuesto por el grupo de investigaciéon en Casiopeinas®.'%’

3.5.3. Actividad nucleasa hidrolitica

En los dltimos afios se ha puesto mucha atencién al entendimiento de los
mecanismos por los cuales los farmacos interaccionan con los acidos nucleicos y
su correlacién con los efectos bioldgicos. Los farmacos que se unen al ADN
pueden ser clasificados de acuerdo al tipo de asociacién que tienen: agentes que
se unen covalentemente, intercaladores, los que interaccionan en el surco vy, los
recientemente clasificados, agentes que se unen al esqueleto fosfodiéster.!®

Las reacciones de escision de la hebra de ADN son de considerable interés tanto
en la comprensién de las reacciones de hidrélisis de ésteres de fosfato (o
fosfoésteres) llevadas a cabo en la naturaleza como en el disefio de nuevas
enzimas artificiales. Muchas de las enzimas que llevan a cabo reacciones de
desplazamiento nucleofilico en ésteres de fosfato requieren cationes metalicos
para su actividad, y muchos modelos han elucidado la importancia de un ataque
intramolecular de hidréxido coordinado al catién metdlico en el éster de fosfato
para lograr la sustitucién nucleofilica.!®

Los mono-, di- y triésteres de fosfato tienen roles importantes en los sistemas
vivos. Las reacciones de fosforilacién y de hidrdlisis de los monoésteres de
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fosfato juegan un papel importante en el funcionamiento de proteinas, regulacién
de energia, metabolismo, transduccién de sefiales, y muchos otros procesos. Los
diésteres de fosfato son extremadamente resistentes a la escision solvolitica,
haciéndolos funcionales en el esqueleto del ADN y del ARN (figura 3.12). Los
triésteres de fosfato no estan presentes en la naturaleza y no se sabe que
cumplan con alguna funcién biolégica, pero son comercialmente importantes como
pesticidas.
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Figura 3.12. Estructura quimica del ADN (parte de una hebra), y sitio de escisién de nucleasa.

En ausencia de un catalizador, las velocidades de reaccion solvolitica de los
mono- y diésteres de fosfato con grupos salientes (LG) desactivados son tales
que el tiempo de vida media de la hidrélisis de un monoéster es de ~10' afios,
y éstos valores para la hidrélisis del ARN y ADN a condiciones fisiolégicas son de

110 | a estabilidad cinética del enlace

~10% y ~108-10' afios, respectivamente.
fésforo-oxigeno en solucién acuosa impone el uso de enzimas para elevar las
velocidades de reacciéon y asi ser compatibles con los procesos biolégicos. De
hecho, las enzimas involucradas en la catdlisis de éstas reacciones, como
quinasas, ATPasas y fosfatasas, poseen de los mayores valores de actividad

catalitica conocidos.!!!

La blsqueda de farmacos antitumorales y sondas se ha centrado en la
interacciéon entre complejos metdlicos y acidos nucleicos. A pesar de que la
mayoria de éstos estudios involucran la coordinacién del metal a las bases
nitrogenadas del ADN o la intercalacion de ligantes entre las bases apiladas,
otros estudios muestran que el esqueleto fosfodiéster del ADN puede ser el
blanco de los complejos metdlicos.''?

vanadio!®® y zinc!, ademas se ha encontrado que el Ba(OH), es un medio

Ejemplo de ello son complejos con
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fuertemente alcalino'”® y que amino complejos de Cu®, Zn®*, Co%*, Cd* y Pb*
bajo condiciones templadas hidrolizan los enlaces fosfodiéster del ADN'®,

Estudios detallados de la hidrélisis de aril-fosfodiésteres mediante complejos de
cobalto® ¢ y cobre®* ' han revelado detalles importantes del mecanismo de la
reaccion promovida por los metales:

1. Los iones metdlicos son acidos de Lewis; el sustrato coordinado es activado
por un ataque nucleofilico al fésforo.

2. La molécula de agua coordinada al metal se activa y se puede producir una
especie nucleofilica M-OH, incluso a pH neutro.

3. Cuando estan disponibles dos sitios de coordinacién en orientacién cis-, el ién
metalico actGa como plantilla para que los reactivos (hidréxido y fosfodiéster)
se mantengan cerca.

Uno de los mecanismos propuestos para los complejos mononucleares de Co* y
Cu®* se muestra en la figura 3.13. Dependiendo de la quimica de coordinacién del
metal, sus caracteristicas pueden contribuir a la activaciéon del sustrato, por
ejemplo, formando puentes de hidrégeno con el agua coordinada al metal,
estabilizando al grupo saliente alcoholato mediante coordinacién al metal, o con
una doble activacién del acido de Lewis por dos metales en complejos
dinucleares.!'®
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o7 \ OR ~A~7 N0
H O ©
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\ 4
OH,
M< = 0,POR?
OH,

Figura 3.13. Mecanismo aceptado generalmente para la hidrélisis de fosfodiésteres para Co** y Cu?’.
Las cargas del metal se omiten por simplicidad.
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De igual forma, se han realizado estudios de la hidrélisis de fosfato incorporando
iones metéalicos que proporcionan asistencia al grupo saliente (LGA) en reacciones
con moléculas pequefias y que sirvan como modelo para el estudio del
mecanismo de reacciéon de la sustitucién nucleofilica en que se ven involucrados
los ésteres de fosfato (figura 3.14).

5
Nu O 0 t 0
N 512 //
P—OR ——— [Nu---*R-Z--OR'| ———= Nu—FR,, + RO
ROV/ /\ \"oR
-0 OR

Figura 3.14. Descripciéon del mecanismo asociativo para la adicién nucleofilica de un diéster de
fosfato.

Un modelo de éstas reacciones es el propuesto por Raycroft y colaboradores!,
quienes analizaron la reaccién de escisién de una serie de mono-, di- y triésteres
de fosfato con un &tomo de Cu®* coordinado a un grupo 2-fenantrolilo en la
posicion orto de un fendxido que actla como grupo saliente, utilizando agua,
metanol y etanol como disolventes, siendo el esquema general de reaccién el
mostrado en la figura 3.15.

1,2,3 R, R" = H, CH3; ROH = HOH, EtOH

Figura 3.15. Esquema de reaccién para la hidrélisis de fosfatos propuesta por Raycroft.!
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A partir de la cinética de reaccién, estos autores llegaron a la conclusiéon de que
el disolvente estaba involucrado en el proceso mediante la asistencia al grupo
saliente 'y cambiando el mecanismo, dependiendo del éster, siendo mas
favorecido el triéster, seguido del diéster y menos notable en el caso de los
monoésteres. Los parametros de activacién mostraron que no hay mucha
diferencia en el cambio de disolvente de metanol a etanol, puesto que las
constantes de reaccién en ambos disolventes son muy similares; en cambio, de
alcohol a agua si hay una variacién en la velocidad de reaccién. El efecto de

asistir la salida del grupo provocada por el Cu?* en las reacciones de metandlisis

resulta en el aumento de la velocidad de reaccién de 10'%-10% s*

para los
monoésteres, de 10'%-10'" s? para los diésteres, y de 10> s? para los triésteres,
en comparaciéon a las reacciones en metanol sin metal. El posicionar el ion de
cobre cercano al grupo saliente desarrolla el oxoanién resultando en la relajacién
del estado de transicién de la escisién del enlace P-O(LG) del complejo por la

asistencia al grupo saliente debida a la coordinacién del Cu®.

Las dificultades sintéticas de crear un sistema pequefio con la posicién apropiada
del ion metdlico que asista O6ptimamente al grupo saliente impone muchas
limitaciones. Sin embargo, los resultados obtenidos por Raycroft sugieren que en
casos optimizados, como algunas enzimas, controlan el posicionamiento del ion
metdlico, que permite la salida del grupo, siendo éste un acercamiento importante
en procesos de catalisis.

3.5.4. Actividad nucleasa hidrolitica de Casiopeinas®: Sitio de reconocimiento molecular

Estudios experimentales de Microscopia de fuerza atémica muestran que la
interacciéon entre las Cas y el ADN existe, en algunos casos incluso es posible
observar la ruptura del ADN plasmidico. En este estudio se resalta la importancia
de la presencia del sistema aromaético con tres anillos (1,10-fenantrolina), respecto
al sistema de bipiridinas, ya que en este caso se observan deformaciones
estructurales del ADN plasmidico pBR322 y un bajo grado de ruptura del ADN,
mientras que en los sistemas con phen se observé un alto grado de ruptura

después de 24 horas de incubacién.!''

A la par, Galindo-Murillo y colaboradores® se encargaron de determinar el sitio de
reconocimiento especifico entre las Casiopeinas® y el ADN mediante métodos
computacionales, haciendo uso de dinamicas moleculares (MD) y calculos DFT
seguidos de un analisis topolégico de la densidad electrénica. Inicialmente,
construyeron cuatro diferentes cadenas de ADN tipo B: poly-d(AAAAAAAAAA),,
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poly-d(ATATATATAT),, poly-d(GGGGGGGGGG), y poly-d(GCGCGCGCGC),.
Posteriormente, insertaron manualmente el complejo de tipo Casiopeina® [Cu(2,2-
bipiridina)(acetilacetonato)(H,0)]* en cada cadena de ADN de cuatro diferentes
maneras: intercalacién entre las bases de (i) el ligante aroméatico (POS1) o (i) del
ligante no aromatico (POS2), asi como la colocacién en (iii) el surco mayor (MAG)
o (iv) en el surco menor (MIG), como se muestra en la primer fila de la figura
3.16. Enseguida se agregaron los contraiones al sistema (Na*) y el modelo fue
solvatado en una caja de agua. Para todas las simulaciones, después de la
dindmica se usaron Gnicamente los Gltimos 10 ns (de un total de 100 ns) para el
andlisis energético. Se obtuvo un promedio de las geometrias obtenidas como
punto de partida de una optimizaciéon a nivel DFT, para posteriormente obtener la
funcion de onda y calcular las propiedades locales e integradas de la densidad
electronica.

El resultado de la dindmica iniciada en POS1 (ligante aromaético), la presencia del
complejo de cobre intercalado entre los pares de bases 5-6 resulté en un
incremento en el giro, enrollamiento y desplazamiento de las bases en esa regién,
lo que evidencia la deformaciéon de la doble hélice. En el caso de la intercalacion
por el ligante no aromatico (POS2) se obtuvo el complejo solvatado a excepcién
del sistema poly-d(AT),-POS2, donde el complejo permanecié en la posicién de
intercalacioén, incrementando la distorsiéon de las pares de bases y del backbone
del ADN. En todos los casos de simulaciones en el MAG, el complejo se solvatd.
Mientras que en el MIG, el complejo permanecié en el surco menor, en una
posicion cercana a los grupos fosfato y los azlcares del esqueleto.

La tabla 3.2 describe los grupos axiales unidos al cobre al final de las MD, asi
como la energia libre de formacién (4G) de los aductos formados. En el caso de
POS1, inicialmente se encontré una interacciéon estable que prevalece al final de
la dinamica, en donde la Cas estd coordinada axialmente al atomo de oxigeno o
nitrégeno de las bases a su alrededor. En el caso de la configuraciéon inicial MIG,
el oxigeno O1P del fosfato se coordina axialmente al d&tomo de cobre de la Cas,
con una molécula de agua en la segunda posicién axial, dando asi estabilidad a
las simulaciones en el surco menor.
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Figura 3.16. Primer fila: posiciones iniciales de Cas con la cadena de ADN: (a) intercalacion del
ligante aromatico (POS1), (b) intercalacién del ligante no-aromético (POS2), (c) Cas en el surco
mayor (MAG) y (d) Cas en el surco menor (MIG). Segunda fila: estructuras promedio obtenidas en
los Ultimos 10 ns del tiempo de produccién: (e) teniendo como punto de partida POSI, el sistema
termina con aductos intercalados deformando la hélice, (f) y (g) simulaciones con POS2 y MAG
terminaron con la Cas solvatada a una distancia ~ 10 A alejada del ADN, (h) la Cas permanece en
el surco menor en todas las simulaciones MIG.2

Poly-d(AT), MIG DT16:01P-Cu-OH2 -42.98
Poly-d(AA), MIG DA7:01P-Cu-OH2 -39.75
Poly-d(GC), MIG DC8:01P-Cu-OH2 -38.91
Poly-d(GG), MIG DC8:01P-Cu-OH2 -17.10
Poly-d(AT), POS1 DT16:02P-Cu-DT6:02 -75.96
Poly-d(GC), POS1 DC6:02-Cu-DC16:02 -62.19

Tabla 3.2. Grupos axiales y energias libres de formacién de los aductos Cas-ADN mas estables.
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La figura 3.17 muestra el promedio de la estructura obtenida en los dltimos 10
ns de la simulacién poly-d(GC),-MIG y se aislé del resto de la estructura la regién
en la que el ligante interactia con el ADN, esta estructura fue utilizada para el
andlisis de la densidad electrénica, que consisti6 en dos azlcar desoxirribosa
unidas por un grupo fosfato coordinado axialmente a la Cas, que a su vez esta
coordinada en la segunda posiciéon axial a una molécula de agua. Después de la

optimizacién, se conserva esta interacciéon, con una distancia de enlace Cu-OPO;
de 2.224 A.

Figura 3.17. Arriba: estructuras representativas de la posiciéon inicial de las dindmicas en el surco
menor del ADN.!?® Abajo: geometria aislada en la que la Cas interactGa directamente con la cadena
de ADN, aducto desoxirribosa-fosfato-Cas.?

La figura 3.18 presenta la grafica molecular del aducto desoxirribosa fosfato-Cas
en donde es posible observar interacciones con el sitio de reconocimiento
molecular. A partir del andlisis de la densidad electrénica, los autores concluyeron
que la redistribucién electrénica puede explicar el reconocimiento entre la Cas y
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el surco menor. En el momento en que se coordina el cobre con el grupo fosfato
se produce una transferencia electréonica hacia el metal que compensa la
deficiencia de densidad electrénica de los ligantes, y al mismo tiempo, la
desoxirribosa dona densidad electréonica a la bipiridina. Ellos sugieren que la
ruptura del ADN inicia en este punto de reconocimiento y puede ocurrir por dos
caminos: mediante la hidrélisis de los fosfatos o un ataque via radicales libres a
la desoxirribosa. En el primer caso, el atomo de cobre de la Cas unido al grupo
fosfato del surco menor puede operar como catalizador de la reaccién de
hidrélisis.

Figura 3.18. (a) Grafica molecular del aducto desoxirribosa-fosfato-Cas. Mapas de contorno de las
interacciones donador-aceptor: (b) O;PO-Cu, (¢) O-n(N) y (d) C-H--m?

3.6. Reactividad de complejos con metales de transicion

En la quimica de coordinacién, muchas reacciones involucran distintos estados
electrénicos, en particular superficies de energia potencial (PES) con diferente
espin. A diferencia de compuestos con elementos del grupo principal, los
complejos formados con metales de transicion generalmente presentan estados
basales de alto espin al tener muchos electrones desapareados. Esto ocurre
cuando: a) el nimero de electrones d en el metal es intermedio (por ejemplo, de
2 a 8 electrones d), b) el campo ligante es débil debido a la naturaleza del
metal o al nimero de ligantes, y c) en el caso de elementos de la serie 3d, ya

40



que presentan interacciones de intercambio entre orbitales compactos. Esto indica
que incluso reacciones quimicas térmicas de metales de transicibn son
frecuentemente “espin-prohibidas”, es decir, aquellas en que los reactivos y
productos involucrados tienen un espin electrénico total diferente, por el
contrario, las reacciones “espin-permitidas” son aquellas en que no ocurre un
cambio en el espin electrénico.!?

Cuando existe un acoplamiento espin-6rbita fuerte entre los diferentes estados
involucrados, tales reacciones se producen al igual que cualquier otra, en una
sola superficie de energia potencial adiabatica cuyo caracter de espin varia
suavemente de los reactivos a los productos. Cuando el acoplamiento espin-6rbita
es débil, la reaccion se comportara de manera no-adiabatica (muchos estados
electrénicos estan involucrados). Hay muchos ejemplos bien reconocidos de
procesos espin-prohibidos: cruce entre sistemas y fosforescencia son muy
comunes en fotoquimica'?, predisociaciéon mediada por acoplamiento espin-6rbita
en espectroscopia’®, y, en la quimica de metales de transicién, un

comportamiento de cruce de espin'?*'%.

Sin embargo, el efecto de los cambios de espin en la cinética de reacciones
térmicas de compuestos con metales de transicién no ha sido bien entendido y
de hecho, ha sido objeto de discusiéon hasta hoy en dia. Ademas, tampoco se ha
entendido del todo el hecho de que una reaccién en donde se transforman
reactivos, con un estado de espin, a productos con el mismo estado de espin
tome lugar a través de la formaciéon de intermediarios con diferentes estados de
espin, que dificilmente son detectables mediante técnicas espectroscépicas por su
corto tiempo de vida. Es decir, una reaccién de coordinacién puede involucrar
dos (o maés) superficies de espin.

El problema de realizar el seguimiento de una reaccién que involucre reactivos y
productos diamagnéticos por RMN, es que si existen un cambio de espin y se
forman especies paramagnéticas no pueden ser detectadas mediante ésta técnica;
en un caso inverso podria hacerse uso de EPR, sin embargo, dicha técnica no es
muy conocida dentro de la comunidad cientifica. Es asi que ésta area de estudio
puede beneficiarse haciendo uso de la quimica computacional.

Ejemplo de ello es el trabajo realizado por Li y colaboradores,'® quienes se

encargaron de realizar un estudio tedrico para la reaccion Nb+CH;CN, a través de
las superficies de energia potencial de los estados sexteto, cuarteto y doblete,
obteniéndose el esquema de reaccién de la figura A.1l, en donde se observa que
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existen dos cruces de estado, el primero de ellos (PCP1) entre el estado cuarteto
y sexteto, y el segundo (PCP 2) entre los estados cuarteto y doblete.

6TS4/5 5
200 -
[)
£ 2Nb+CH3CN
S — 6
x \\\ TS2/3
W | 4Nb+CH3CN
1 ==\ s
SNb+CH3CN |\ \ 4 —
18112, 15213 4rs3/4 41,% ‘5
\ i A 23 I} o2 \
\_/ i \\ 25
L9 e LY —
2004 PCP1 PCP2

Reaction Coordinate

Figura 3.19. Energfas relativas para los pasos de la reaccion Nb+NCCH;->CN(NbH)CH; para los
estados electrénicos sexteto, cuarteto y doblete.!?
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Capitulo IV

METODOLOGIA

El estudio se centra en el analisis computacional de dos reacciones, para las
cuales se siguié la siguiente metodologia. Todos los calculos fueron realizados a
nivel de teorfa DFT, con el funcional M05-2x y el conjunto de base LanL2Dz en
fase gas, con el programa Gaussian09'¥ y el visualizador GaussView 5.0.9'% El
estudio de las propiedades atémicas derivadas de la densidad electrénica se
realiz6 con la paqueteria AIMALI, versién 16.01.09'%°,

4.1. Reaccion de formacion de enlace disulfuro

Inicialmente se llevo a cabo la construccion de las moléculas que sirvieron de
base para el resto de los estudios, estds fueron: Cisteina, Cistina y la
Casiopeina®: Casll-gly (ICu(4,7-dimetilfenantrolina)(glicinato)(H,0)1"); para
posteriormente ser optimizadas.

Como una primera aproximacion de la interaccién en el sistema, se realizd el
calculo de la energia de interaccién del sistema Casll-gly-cys, formado por el
complejo de cobre con una molécula de cisteina coordinada en la posiciéon axial
libre del centro metdlico. Se calculé la energia de interaccién a partir de la
siguiente relacién en base a las energias obtenidas para las moléculas
optimizadas:

AEin = Ecomplejo — Ecas — Ecys

Considerando la relaciéon estequiométrica obtenida en los estudios experimentales
y la propuesta de mecanismo de accion del grupo de investigacién de
Casiopeinas® (ver figura 3.10), se propuso una estructura para el sistema en
estudio construida a partir de las moléculas base previamente optimizadas,
buscando que permitiera de mejor forma la transferencia electrénica entre los
atomos de cobre y azufre. El sistema en estudio (2Cas-2Cys) consiste en dos
moléculas de complejo y dos moléculas de cisteina, acomodadas de la forma
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Cas-Cys-Cys-Cas que se ve representada en la figura 4.1. A partir de esta
estructura se propone el mecanismo de reaccién sefialado en la misma figura con
flechas rojas, en el cual primero se lleva a cabo una coordinacién entre los
atomos de azufre y los atomos de cobre mdas cercanos a ellos, posteriormente
esta densidad electrénica se deslocaliza de tal manera que el cobre sufrird un
cambio en el estado de oxidacién (y por tanto, un cambio en la geometria),
observando finalmente la formacién del enlace disulfuro.

Figura 4.1. Sistema 2Cas-2Cys y propuesta de mecanismo de transferencia electrénica.

Tomando en cuenta que se lleva a cabo un cambio en el estado de oxidaciéon de
los atomos de cobre presentes en el sistema 2Cas-2Cys es necesario considerar
dos estados electrénicos totales del sistema: a) Cuando ambos metales se
encuentran en estado de oxidacién 2+ con una geometria cuadrado plana, el
cobre tiene una configuracién electrénica o, resultando dos electrones no
apareados en el sistema y por tanto un estado electrénico triplete; b) Cuando
ambos metales se encuentran en estado 1+ con una geometria tetraédrica, se
tiene una configuracién electrénica d'’ para los cobres, es decir, no se tendran
electrones no apareados y por tanto resulta un estado electrénico singulete para
todo el sistema. Ambos estados electrénicos fueron considerados para la
optimizacién del sistema propuesto.

A partir de éstas estructuras optimizadas, se construyé la curva de energia

potencial para ambos estados electrénicos haciendo uso del método de

llZl

optimizacién parcia a partir de un barrido relajado de la distancia de enlace
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entre ambos azufres en las cisteinas (536-S84) desde 3.52 hasta 2.32 A para el
estado triplete y desde 3.52 hasta 2.12 A, con decrementos de 0.02 A calculando
un total de 47 y 57 puntos, respectivamente. Una vez que se tienen ambas
curvas de energia potencial se identifica el punto de cruce de minima energia
(MECP), es decir, aquel en que ocurre el cambio en el estado electrénico del
sistema.

Posteriormente, se realizé un calculo de frecuencias de cada uno de los puntos
de ambas curvas de energia potencial, para a partir de la contribucién de la
energia electrénica, traslacional, rotacional y vibracional obtener una aproximacién
del cambio en la energia libre de Gibbs de la reaccion.

Finalmente, se llevé a cabo el andlisis de las propiedades atomicas derivadas de
la densidad electrénica: poblaciéon electrénica [N(A)] y poblacién de espin
[N_spin(A)]. De igual forma, se construyeron los contornos y las isosuperficies del
laplaciano de la densidad total y densidad de espin.

4.2. Reaccion de hidrdlisis de fosfatos

Este estudio se divide en dos modelos: el primero de ellos consiste en el
propuesto por Raycroft y colaboradores’; y el segundo de ellos se basa en los
resultados obtenidos en el modelo 1 para aplicarlos a un complejo de tipo
Casiopeina®, basados en los resultados tedricos obtenidos por Galindo, et af.

4.2.1. Modelo 1: hidrdlisis de fosfatos

Inicialmente se construyeron y optimizaron las moléculas involucradas en la
reaccion de hidrélisis de Raycroft, que se muestran en la figura 4.2, obteniendo
asi el perfil de reaccién, considerando que se involucran una y dos moléculas de
disolvente como nucledfilos. Enseguida se realizé un andlisis del efecto de 6
sustituyentes en la parte aroméatica de la molécula (1,10-fenantrolina) en base a
los que conforman la familia de Casiopeinas®, como son: 4-metil, 5-metil, 4,7-
dimetil, 5,6-dimetil, 3, 4, 7, 8-tetrametil y 5-cloro.
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1.0R'=0OR"=0O"
2. OR'=OMe; OR" = O"
3. OR'=0OR" = OMe

Figura 4.2. Reaccién de metandlisis propuesta por Raycroft.!

Enseguida se realizd6 un calculo QST3 con el fin de buscar el estado de
transicién en la reacciéon. Con la geometria obtenida de dicho cdalculo, se realizé
una optimizacién con la aproximacién de Berny para obtener el estado de
transicion. Para confirmar el estado de transicion se realizaron calculos de
coordenada intrinseca de reacciéon, tomando la geometria, los orbitales y las
frecuencias de su estado de transiciéon asociado, considerando 200 puntos con
un tamafio de paso de 0.05 u.a.

4.2.2. Modelo 2: sitio de reconocimiento molecular

Se consideré para este estudio la estructura de equilibrio obtenida por Galindo y
colaboradores® en la que después de una simulacién de 100 ns aislaron la regién
en la cual el ligante interacciona con el surco menor del ADN. La figura 4.3
muestra la geometria que conforman dos azucares desoxiribosa unidos por un
grupo fosfato interaccionando con la Caslll-Da ([Cu,2” -
bipiridina)(acetilacetonato)(H,0)I*).

Para dicha geometria se realiz6 un calculo de optimizacién con la aproximacion
de Berny, para identificar la estructura del estado de transicién. Posteriormente,
se corroboré el estado de transicién para la hidrélisis de esta geometria con dos
moléculas de disolvente a partir de un calculo de coordenada intrinseca de
reaccion, considerandose 62 puntos con un tamafio de paso de 0.12 u.a.
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Figura 4.3. Geometria del aducto desoxirribosa-fosfato-Cas obtenida por Galindo, et al?

Finalmente, se realizé un barrido relajado de la distancia de enlace entre el
oxigeno de la molécula de metanol y el fésforo, variando la distancia de enlace
desde 2.736 hasta 1.636 A, con decrementos de 0.02 A.
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Capitulo V

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuaciéon se presentan los resultados obtenidos para dos reacciones
mediadas por cobre (Il), resaltando que ambas reciben un tratamiento diferente
puesto que la primera de ellas implica un cambio en el estado de oxidaciéon del
metal, mientras que la otra consiste en una sustitucién nucleofilica.

El conjunto de estos resultados permite dar una aproximaciéon al estudio de las
interacciones mas importantes que se cree ocurren durante el mecanismo de
accion de las Casiopeinas® en el organismo, considerando que los sistemas que
enseguida se presentan son modelos simples en comparaciéon a lo que ocurre en
los complejos sistemas in vivo.

5.1. Reacciodn de formacion de enlace disulfuro

Esta seccion esta enfocada al estudio de la reacciéon de formacién de un enlace
disulfuro entre dos moléculas de un reductor tipo tiol, como la cisteina, en la
cual se ve involucrado un proceso de reduccién del cobre. El fin de éste analisis
es soportar los estudios experimentales obtenidos por el grupo de investigacién
en Casiopeinas® (ver seccion 3.5.2), que nos indican la estequiometria de
reaccion y evidencias experimentales de un mecanismo de reaccién para la
interacciéon entre éstos complejos y los tioles.

5.1.1. Optimizacion

La geometria de minima energia de las moléculas que sirvieron como base para
la construccién del resto de los sistemas se muestra a continuacién. En el caso
de la Casll-gly, se optimizaron dos complejos: uno que corresponde (nicamente a
la coordinacién del cobre con los ligantes primario y secundario; y otro
afiadiendo una molécula de agua en la posiciéon axial, justo como se obtienen las
estructuras cristalinas. Las distancias de los enlaces de coordinacién del cobre
obtenidas a partir de la optimizacién se muestran en la parte inferior de cada
molécula de la tabla 5.1, resaltando que cuando se afiade una molécula en una
de las posiciones axiales libres, las distancias de los enlaces de coordinacién se
elongan. Los datos resueltos de la estructura cristalina para la Casll-Gly se
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muestran en paréntesis®, con el fin de comparar las distancias obtenidas a partir

de los calculos. Se puede observar que las distancias calculadas muestran una

desviacién maxima respecto a las experimentales de 0.12 A. Ademés, es posible

resaltar que efectivamente el complejo con Cu?* presenta geometria cuadrado

plana o piramide de base cuadrada.

En el caso del sistema tiolado, se encontré la geometria de minima energia tanto

de la cisteina como de la molécula de cistina (dos moléculas de cisteina unidas

mediante un puente disulfuro). Para la molécula de cistina se obtuvo una
distancia de enlace S-S de 2.25 A. Esta distancia nos servird como punto de

comparacion durante el proceso de formaciéon del enlace disulfuro en el sistema

en estudio.

Casll-gly
Cu(1)-N(2) = 2032 A
Cu(1)-N(15) = 1.982 A
Cu(1)-N(26) = 2.053 A
Cu(1)-0(19)= 1.882 A

Cisteina

Casll-gly-H,0O
Cu(1)-N(2) = 2.046(2.041) A
Cu(1)-N(15) = 2.005(2.022) A
Cu(1)-N(26) = 2.070(1.949) A
Cu(1)-0(19) = 1.920(1.969) A
Cu(1)-0(31) = 2.197(2.209) A

Cistina
d(S-S) = 2.259(2.05) A

Tabla 5.1. Distancias de enlace obtenidas de la minimizacién de las geometrias. Datos

cristalograficos o reportados en la literatura en paréntesis.
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5.1.2. Energia de interaccion

Con el fin de realizar una primera aproximacién de la interaccién que existe entre
las Casiospeinas® (Cas) y la cisteina (Cys), se calculd la energia de interaccién
(AE;yy) a partir de la relacion:

AEijn: = Ecomplejo — Ecas — ECys

en donde a la energia total del complejo Casiopeina-Cisteina se le resta la
energia de la Casiopeina® y de la cisteina aisladas con la misma conformacion.

La energia se calculé para el complejo Casll-gly-Cys, formado a partir de la
coordinacién de una molécula de cisteina a la Casll-gly en la posiciéon axial libre
del centro metélico (figura 5.1), a partir del céalculo se obtiene una AE;j,; de -28.5
kcal mol?, indicando que la interaccién S->Cu estabiliza al complejo, la distancia
de enlace para ésta interacciéon Cu-S es de 2.998 A. Cabe resaltar que uno de
los oxigenos de la cisteina interacciona con dos hidrégenos del complejo, uno de
la parte aromatica y otro del grupo diimina del ligante secundario, sugiriendo que
esta interacciéon contribuye a la estabilizacién total del sistema.

Figura 5.1. Geometria del complejo Casll-gly-Cys.

La confirmacién de esta interaccion S->Cu nos llevd a proponer un sistema que
permitiera una transferencia electrénica eficiente para la formacién del enlace
disulfuro.

5.1.3. Construccion del sistema 2CaslI-gly-2Cys

En base a los resultados experimentales obtenidos en el grupo de Casiopeinas®
(ver seccién 3.5.2), la reaccién entre éstos complejos y los reductores tiene una
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estequiometria 1:1, puesto que para formar el enlace disulfuro se involucran dos
moléculas de Cys la reaccién en estudio es:

2Cas(Cu**)., + 2Cisteina - 2Cas(Cu™*), + Cistina + 2H*

A partir de ésta estequiometria se propuso que el sistema estuviera conformado
por dos moléculas de Cys en la parte central y dos moléculas de complejo en
los extremos, de tal forma que ambos atomos de azufre pudieran interaccionar
cada uno con un atomo de cobre y asi observar inicialmente la donacién
S(a)aCuf;xz_yz) observada en los espectros experimentales, para posteriormente

irse acercando lo suficiente hasta formar el enlace disulfuro. Una vez construido
el sistema se buscé la geometria de minima energia para ambos estados
electrénicos totales que se describirdn con mas detalle enseguida.

a) Estado triplete: ocurre cuando ambos iones metdlicos tienen una
configuraciéon electrénica d°, un estado de oxidacion 2+ y electrones
desapareados con el mismo espin. La geometria de minima energia obtenida para
este sistema se muestra en la figura 5.2, para la cual se obtuvo una distancia de
enlace S-S de 2.86 A, por tanto podria considerarse que los dtomos de azufre no
estan suficientemente cerca para formar un enlace disulfuro. Cabe resaltar que la
geometria adoptada por el centro metalico superior (Cu49) es de tipo cuadrado
plana, acorde a la geometria preferida para los sistemas con cobre(ll), mientras
que en el cobre inferior (Cul) el oxigeno del ligante secundario se aleja del metal
acercandose mas a una geometria trigonal, como consecuencia de la formacién
de una interaccién de puente de hidréogeno entre el oxigeno desplazado y uno de
los hidrégenos de la molécula de agua del complejo.

Figura 5.2. Geometria optimizada del sistema 2Casll-gly-2Cys del estado triplete.
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b) Estado singulete: ocurre cuando ambos iones metélicos tienen una
configuracién electrénica d’°, un estado de oxidacién 1+ y por tanto se trata de
un sistema de capa cerrada. La geometria de minima energia para este caso
puede observarse en la imagen 5.3. La distancia de enlace disulfuro obtenida es
de 2.29 A, muy similar a la distancia de enlace en la cistina. En cuanto a los
atomos metadlicos, tanto el Cu49 como el Cul presentan una geometria
tetraédrica, preferida para los complejos con Cu®, en donde el agua desplaza al
oxigeno del ligante secundario de su posicion al formar un puente de hidrégeno.

Figura 5.3. Geometria optimizada del sistema 2Casll-gly-2Cys del estado singulete.

Cabe aclarar que en todos los casos se removié el protén del grupo carboxilico
de la molécula de cisteina, puesto que a condiciones fisiolégicas, la cisteina se
encuentra en su forma zwiteridnica.

5.1.4. Curvas de Energia Potencial

La construcciéon de las curvas de energia potencial para el estado triplete y el
estado singulete se realizd a partir de un barrido de la distancia de enlace
azufre-azufre de ambas moléculas de cisteina ubicadas en la parte central del
sistema 2Casll-gly-2Cys, a continuacién se hara una descripcién de cada una de
ellas.

5.1.4.1. Estado triplete

En el caso del estado triplete se parti6 de ambos azufres alejados a una
distancia de 3.26 A, disminuyendo esta coordenada de enlace 0.02 R hasta una
distancia de enlace final de 232 A La imagen 54 muestra las geometrias al
inicio y final del barrido relajado y la curva de energia potencial para el estado
triplete constituida por 47 puntos, a partir de la cual se concluye que el proceso
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disminuye su energia hasta encontrar la geometria de un minimo local a partir
del cual aumenta su energia considerablemente conforme la distancia S-S
disminuye.

Al inicio del barrido se aprecia que ambos complejos presentan una geometria de
piramide de base cuadrada. A pesar del acercamiento realizado entre ambos
atomos de azufre, no se observa como tal la formacién de un enlace, lo que nos
permite proponer que la formaciéon de la cistina es dificil de llevar a cabo en un
estado triplete del sistema 2Casll-gly-2Cys. En cuanto al complejo superior (Cu49),
éste sélo sufre una ligera distorsion de la geometria cuadrado plana, pero no lo
suficiente para considerarse un cambio, mientras que el ligante secundario y la
molécula de agua unidos al cobre del complejo inferior (Cul) se alejaron del
metal, fortaleciendo un puente de hidrégeno entre el oxigeno de la glicina y un
atomo de hidrégeno del agua de la posicion axial del cobre.

Cabe resaltar que en la curva de energia potencial se ubica la geometria de
minima energia obtenida al optimizar el estado triplete, sefialada con el marcador
en triangulo, que concuerda con el minimo local obtenido a partir de la curva
(figura 5.4).

5.1.4.2. Estado singulete

En cuanto al estado singulete la distancia inicial fue 3.26 A, pero considerando
que la distancia de enlace disulfuro obtenida en la optimizacién de la molécula
de cistina fue de 2.26 A, se buscé llegar a una distancia menor continuando la
curva hasta 2.12 A, obteniendo un total de 57 puntos con un decremento de
0.02 A. Esto permitié hallar un minimo local a una distancia S-S igual a 2.28 A.
Conforme la reacciéon avanza es posible notar que ambos atomos de cobre
presentan una geometria tetraédrica que no sufre cambios. En la parte final del
barrido, desde 2.38 hasta 2.22 A, la cercania entre los atomos de azufre permite
la formacién de un enlace, y considerando la distancia de enlace obtenida para
la molécula de cistina (226 A) es posible proponer que éste enlace disulfuro
puede formarse cuando estan presentes especies con Cu’. La imagen 5.5 muestra
las geometrias inicial, final y la curva de energia potencial obtenida para el
estado singulete. De igual forma que en el estado triplete, se seflala con un
marcador triangular el minimo obtenido en la optimizacion del sistema que
concuerda con el minimo de la curva de energia.
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Figura 5.4. Curva de Energia Potencial con geometrias inicial y final del estado triplete.
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Figura 5.5. Curva de Energia Potencial con geometrias inicial y final del estado singulete.
5.1.4.3. Punto de Cruce de Minima Energia
Al sobreponer las curvas de energia potencial (figura 5.6) se comprueba el cruce
entre ambos estados y es posible identificar de manera cualitativa el punto de

cruce de minima energia (MECP) a una distancia de enlace S-S igual a 2.58 A,
indicando que a ésta distancia ocurre el cambio en el estado electrénico del
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estado triplete al estado singulete. Es necesario hacer notar que se requiere de
un calculo especial para determinar la geometria exacta del MECP, en el cual
estamos trabajando actualmente por lo que no fue posible incluirlo en los
resultados de esta tesis.

Curvas de Energia Potencial
35
=tum3 1 e=/¥=3min 1min
30
25
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15

10

A Energia (kcal/mol)

1A 2.58 A 3A

-10 2
d(536-584) (A)

Figura 5.6. Curvas de energia potencial del sistema 2Casll-gly-2Cys, para los estados electrénicos
triplete (azul) y singulete (verde).

En cuanto al cambio energético del sistema, el minimo de la curva de energia
electrénica para el estado triplete (indicado con el marcador triangular en la
curva azul y sefialado con la leyenda 3A) se encuentra 2.29 kcal mol® por debajo
de la geometria inicial de barrido para este estado electrénico; al final del
proceso, cuando la distancia S-S es de 2.32 A en el estado triplete, la geometria
se encuentra 17 kcal mol® por encima de la geometria inicial. Respecto al estado
singulete, la geometria inicial con una distancia de enlace 3.26 A se encuentra
alrededor de 30 kcal mol® por encima de la geometria inicial del estado triplete.
Conforme disminuye la distancia de enlace S-S, esta barrera energética disminuye
hasta un minimo que se encuentra 5 kcal mol® por debajo de la geometria
triplete inicial. Para llevar a cabo el cambio en el estado electréonico del sistema
es necesario vencer una barrera de alrededor de 4.3 kcal mol! respecto al
minimo de la curva triplete. El conjunto de estos valores nos indican que el
proceso es energéticamente favorable.
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La figura 5.7 muestra las geometrias obtenidas para el punto de cruce de minima
energia (MECP) tanto para el estado triplete como singulete. La diferencia
significativa entre ambos sistemas es la geometria de los centros metdlicos: para
el estado triplete se trata de una geometria cuadrado plana en ambos iones,
mientras que en el estado singulete ambos metales presentan una geometria
tetraédrica. En el caso del estado singulete es posible notar que los atomos de
azufre estan mejor orientados hacia la formacién de un enlace y en conjunto con
la geometria tetraédrica de ambos complejos se favorece un ambiente que
permite la formacién del enlace disulfuro.

(a) >

&

Figura 5.7. Geometria del MECP para (a) el estado triplete y (b) el estado singulete.

5.1.4.4. Energia libre de Gibbs

La energia libre de Gibbs obtenida a partir de un calculo de frecuencias de los
puntos que constituyen las curvas de energia electrénica, tiene un
comportamiento casi idéntico a dichas curvas, como puede observarse en la
figura 5.8. En el caso de la energia libre para el estado triplete (linea azul), la
variacion de energia libre de Gibbs es positiva, por tanto se trata de un proceso
no espontadneo, que conforme la reacciéon transcurre se vuelve un proceso
desfavorable para el sistema explicando asi la bUsqueda de un cambio en el
ambiente electrénico del sistema. A diferencia del estado triplete, la variacién de
la energia libre de Gibbs para el estado singulete (linea verde) es negativa, es
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decir, disminuye conforme el proceso continua, tratdandose asi de una reacciéon de
tipo espontanea y por tanto un proceso favorable para el sistema.

Energia Libre de Gibbs
25

®3 1
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A G (kcal/mol)
=
1S

d(s36-584) (A)

Figura 5.8. Cambio en la Energia libre de Gibbs conforme avanza la reaccién.

El cambio en la energia libre de Gibbs a lo largo de la reaccién sugiere que el
cruce entre sistemas puede llevarse a cabo a una distancia entre 2.58 y 2.60 A,
un poco mayor a la sugerida a partir de las curvas de energia electrénica. Esto
nos permite no considerar un punto exacto sino mas bien un intervalo de
distancia S-S a la cual la densidad electrénica se redistribuye de tal forma que
se promueve un cambio en el estado electrénico con el fin de buscar la
estabilidad total del sistema en estudio.

5.1.4.5. Reaccion 34—1A

Tomando como punto de partida las geometrias optimizadas para el sistema
2Casll-gly-2Cys de ambos estados electrénicos, se construyé el siguiente diagrama
de reaccién (figura 5.9). Los estados iniciales 3A y 1A son las geometrias de
minima energia para el estado triplete y singulete, respectivamente. Las
geometrias finales 3B y 1B fueron obtenidas a partir de un calculo de punto
simple de las geometrias iniciales pero con el estado electrénico inverso, es
decir, el estado final 3B estd determinado por la geometria 1A pero con estado
electrénico triplete, mientras que el estado final 1B estd conformado por la
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geometria 3A con una configuracién singulete, partiendo de la premisa de que
ambos estados electrénicos pueden presentar la misma geometria conforme
avanza la reaccién.

En cuanto a los datos energéticos de éstos sistemas podemos resaltar que el
producto de reaccion, la geometria 1A, es sélo 2.8 kcal/mol méas estable que el
reactivo (geometria 3A) favoreciéndose asi este proceso. En cambio, el seguir
ambas curvas de energia potencial conlleva un gasto de energia de 38 kcal/mol
para el estado triplete y de 53 kcal/mol para el estado singulete, lo que nos
indica que estos procesos son desfavorables bajo éstas condiciones, explicando
asi la preferencia por el cambio en el estado electrénico.

0 kcal/mol -2.8 kcal/mol

( 38.2 kcal/mol 52.9 kcal/mol

Figura 5.9. Geometrias de minima energia iniciales y finales del estado triplete (3A y 3B) y del
estado singulete (1A y 1B).

El proceso sefialado en el diagrama 5.9 con la flecha de color rojo es el mas
importante de esta reacciéon pues ocurre el cambio del estado electrénico triplete
al estado electrénico singulete. En la geometria 3A se observa que el oxigeno de
ligante glicinato unido al cobre del complejo interior (Cul) se aleja de éste,
obteniéndose una geometria mas cercana a una piramide trigonal, mientras que el
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cobre del complejo superior (Cu49) si presenta la geometria cuadrado plana que
se espera para el complejo; la distancia de enlace S36-S84 para este sistema es
de 2.856 A. En la geometria 1A ambos centros metdlicos presentan una geometria
tetraédrica, la distancia de enlace S36-S84 para este sistema es de 2.292 A A
partir de esto, podemos resaltar que el cobre superior (Cu49) si lleva a cabo el
cambio de geometria esperado para la reaccién, pasando de una geometria
cuadrado plana y un estado de oxidacién 2+ a una geometria tetraédrica y un
estado de oxidacién 1+; en el caso del cobre inferior (Cul) es posible observar
que al alejarse el oxigeno del ligante secundario (glicina) se vuelve mas fuerte la
interaccién Cu-N(glicina) y que al ocurrir el cambio en el estado de oxidacién el
nitrégeno se desplaza a la posicién axial permitiendo asi la entrada de la
molécula de agua para unirse al cobre y obtener una geometria tetraédrica y un
estado de oxidacién 1+ del cobre. El analisis de las propiedades atdémicas
derivadas de la densidad electrénica se presenta a continuacion para este
proceso.

5.1.5. Andlisis de la Densidad electronica

Enseguida se analizard la reacciéon desde el enfoque de la Teoria Cudantica de
Atomos en Moléculas, considerando las propiedades atémicas derivadas de la
densidad electrénica y su topologia.

5.1.5.1. Propiedades atomicas derivadas de la densidad electrénica

5.1.5.1.1. Poblacion electronica total

La figura 5.10 representa el cambio en la poblaciéon electrénica que sufren los
atomos de interés al pasar de la geometria 3A a la 1A y a los puntos de cruce
en ambos estados electrénicos.

El cobre inferior (Cul) presenta una ligera disminucién en su valor de poblacién
electrénica para cada uno de los cambios partiendo de la geometria 3A, esto
indica que su ambiente electrénico no varia en gran medida al avanzar la
reaccion y explica el hecho de que no se observe un cambio en la geometria del
complejo para este metal. En cuanto al azufre inferior (S36), el mas cercano al
Cul, aumenta su poblaciéon al mantenerse en el estado triplete, pero al cambiar
al estado singulete comienza a perder poblacién electrénica.

El azufre superior (S84), en cambio, sufre una disminucién mas drastica en su
valor de poblacién, puesto que su valor disminuye hasta 0.4 e al cambiar de la
geometria 3A a la geometria 1A. Este atomo de azufre es quien se encuentra
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mas cerca al cobre superior (Cu49) quien forma parte del complejo superior. En
cuanto al cobre superior (Cu49), es quien mas cambios sufre durante el proceso,
puesto que su valor de poblacién electrénica aumenta, lo que permite corroborar
que efectivamente cambia de estado de oxidaciéon y con ello se promueve el
cambio en la geometria del complejo. El cambio en la poblacién de este cobre es
de 0.6 e, ahora bien, si se suman los valores de los cambios en poblaciéon del
Cul, S36 y S84 se obtiene un valor de aproximadamente 0.6 e, esto nos indica
que la mayoria de la densidad electrénica que esta recibiendo el Cu49 proviene
de éstos tres atomos. Esto comprueba que efectivamente el sistema propuesto
permite una transferencia electrénica a lo largo de estos cuatro atomos de
interés, ademas se comprueba la hipétesis planteada de que la posicién axial
libre en el complejo es determinante para la formacién de la interaccién S—>Cu
que es clave durante este proceso.

Poblacion electrdnica

0.8
0.6
~ 04
L HCul
S 0.2
3 M Cu49
'§ 0 — " um . mS36
p 3A MECP3 ME 1A
-0.2 H S84
0.4
-0.6

Avance de reaccion

Figura 5.10. Poblacién electrénica total en la geometria 3A, 1A, y los MECP de los estados triplete
(MECP 3) y singulete (MECP 1).

5.1.5.1.2. Poblacion electronica de espin

La poblacién de espin sélo presenta un valor para los sistemas 3A y MECP 3,
puesto que son los Unicos sistemas de capa abierta.

El grafico 5.11 muestra que el Cul presenta un valor muy pequefio de esta
propiedad, debido a que la mayor parte de la densidad de espin en la parte
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inferior del sistema 2Casll-gly-2Cys esta distribuida en el d&tomo de azufre (S36).
En la parte superior del sistema se observa lo contrario, a pesar de que el S84
si presenta densidad de espin, la mayoria se distribuye en el atomo de cobre
(Cu49). Evidentemente el cobre Cu49 es quien mas densidad de espin debe
presentar puesto que corresponde al metal que cambia su geometria y estado de
oxidacion al pasar al estado singulete. Ademas se propone que existe una
transferencia de la densidad de espin desde el S36 hacia los atomos S84 y
Cu49, y puesto que la distancia S-S disminuye al pasar de la geometria 3A al
MECP 3 es posible observar que el S36 disminuye practicamente el valor de
densidad de espin que aumentan el resto de los atomos.

Poblacidon de spin

H3A B MECP 3

Cul S36 Cu49 S84
Atomo

Figura 5.11. Poblacién de espin para la geometria 3A y el MECP triplete (MECP 3).

5.1.5.2. Isosuperficies del Laplaciano de la Densidad electrénica

Ademas se realizé6 un andlisis topoldgico de la densidad electrénica haciendo uso
del campo escalar Laplaciano, que nos permite identificar regiones de
concentracion y dilucién de densidad electrénica. En las imagenes de las
siguientes secciones se muestran los contornos y las isosuperficies de los
atomos que mas se involucran en la reaccién.
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5.1.5.2.1. Densidad electrénica total
a) Geometria 3A

La imagen 5.12 muestra los contornos de los atomos de interés en la geometria
3A. Es posible notar una regién de concentraciéon de densidad de electrénica en
el S36 orientada hacia una regién de deficiencia del Cul, corroborando la primer
aproximaciéon entre ambos atomos. De igual forma, se observa esta interaccién
entre el Cu49 y el S84.

Figura 5.12. Contornos del laplaciano de la densidad electrénica para la geometria 3A.

La isosuperficie de la densidad total (figura 5.13) para el punto de partida de la
reaccion, geometria 3A, muestra que la densidad electrénica del cobre inferior se
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distribuye en una regién esférica. En cuanto al cobre superior, se observa que
presenta regiones deficientes de densidad electrénica orientadas hacia los ligantes
coordinados al metal. Las nubes de densidad electrénica de los atomos de azufre
presentan regiones de concentracion orientadas hacia ambos atomos de cobre; la
interacciéon entre dichos atomos se ve comprobada por la presencia de puntos
criticos de enlace (BCP) identificados con el circulo verde a lo largo de la
trayectoria de enlace entre ambos atomos; en este punto, también se presenta
un BCP entre ambos azufres a pesar de que la distancia a la cual se encuentran
ambos atomos no es lo suficientemente cercana para la formaciéon de un enlace
disulfuro.

Figura 5.13. Isosuperficie del laplaciano de la densidad total para la geometria 3A (Valores de
isosuperficie: atomos de cobre=-20 e’/bohr®, atomos de azufre=-0.08 e’/bohr?).

b) Geometria 1A

La imagen 5.14 muestra los contornos de los atomos de interés en la geometria
1A. A partir de dicha imagen podemos corroborar que se pierde la interaccién
entre los dtomos de azufre y de cobre, puesto que las regiones de concentracién
del azufre que inicialmente apuntaban a una regién deficiente en el cobre (ver
figura 5.12) ahora estdn centradas en la interaccién azufre-azufre. En este caso,
una regién de concentracion de densidad electrénica en el S84 estd orientada
hacia una region deficiente de densidad electrénica en el S36.
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Figura 5.14. Contornos del laplaciano de la densidad electrénica para la geometria 1A.

La isosuperficie de la geometria 1A (figura 5.15), correspondiente al final de la
reaccion en estudio, muestra que no hay un cambio significativo en la
distribucién de la densidad electréonica total del cobre inferior, puesto que
también se aprecia una forma esférica; en cambio, en el caso del cobre superior
ahora se observa también una regién esférica de densidad electrénica. Este
comportamiento se debe a que se trata de un sistema de capa cerrada, por
tanto, la densidad electrénica presenta una distribuciéon esférica. En este caso, los
atomos de azufre estdn mdas cercanos entre ellos y claramente se ve que la
distancia entre ambos enlaces Cu-S ha aumentado, disminuyendo asi la donacién
de densidad S->Cu. Respecto a la formacién del enlace disulfuro, el punto critico
de enlace corrobora esta interaccién y es posible notar la polarizacién de la
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nube electrénica hacia la formacién de un enlace de tipo o, ademds de una
region de concentracion del azufre superior orientada hacia un hueco en la
densdidad electrénica del azufre inferior. Sin embargo, a esta distancia aln no es
posible observar la comparticién de densidad electrénica entre ambos atomos.

Figura 5.15. Isosuperficie del laplaciano de la densidad total para la geometria 1A (Valores de
isosuperficie: atomos de cobre=-20 e’ /bohr®, atomos de azufre=-0.08 e’/bohr>.

5.1.5.1.2. Densidad de espin

Puesto que la densidad de espin sélo se observa en sistemas de capa abierta,
Unicamente las geometrias en estado triplete se presentan a continuacion.

a) Geometria 3A

La distribucién de densidad de espin de los atomos de cobre es muy similar a
un orbital de tipo dy,, en la cual las nubes de densidad electrénica estan
localizadas hacia los cuatro ligantes de la geometria cuadrado plana. En cuanto a
la nube de densidad de espin de los atomos de azufre, éstas presentan una
forma mas parecida a orbitales p orientados hacia la formacién de un enlace
sigma. Es importante resaltar que una de las fases de la densidad de los atomos
de azufre estd localizada hacia un hueco en la densidad electrénica del atomo
de azufre, corroborando asi la primera aproximacién que existe entre ellos.
Ademas, entre los atomos de azufre hay cierta interaccion de las nubes de
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densidad =, éste acomodo de la densidad electrénica va a permitir que al
acercarse los atomos se promueva la formaciéon del enlace disulfuro.

Figura 5.16. Isosuperficie del laplaciano de la densidad de espin para la geometria 3A (Valor de
isosuperficie para todos los dtomos=-0.001 e’/bohr®).

A partir de todos los resultados mostrados para esta reaccion de formacién de
enlace disulfuro es posible concluir que el cambio de geometria esperado para el
complejo ternario de Cu(ll) sélo se observa en la parte superior del sistema
2Casll-gly-2Cys, lo que nos permite proponer que inicialmente la Casiopeina®
inferior en nuestro modelo sélo actla como espectador y sirve para retener la
segunda molécula de cisteina que forma el enlace disulfuro.

Podemos rescatar que el proceso del cambio en el estado de oxidaciéon del
complejo en este sistema es un proceso energéticamente favorable, por tanto, no
se descarta la posibilidad de que efectivamente el mecanismo presentado sea
una aproximaciéon a lo que ocurre en los experimentos de UV-Vis y EPR
realizados por el grupo de Casiopeinas®.

Los resultados obtenidos de las propiedades atémicas derivadas de la densidad
electrénica nos permiten afirmar que efectivamente ocurre una transferencia
electrénica en el sistema en estudio que promueve la formacién de un enlace
disulfuro cuando el estado electrénico total del sistema es singulete. Ademas, se
requiere un acomodo especial del sistema en el que la distribucién de densidad
electrénica sea el propicio para la reaccion.
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5.2. Reaccion de hidrdlisis de fosfatos

Esta seccién estd enfocada al estudio de dos modelos de la reaccién de
hidrélisis de fosfatos como consecuencia de una sustitucién nucleofilica. El
primero de ellos consiste en la reaccién de metandlisis planteada por Raycroft! y
el segundo de ellos se enfoca en el primer modelo del sitio de reconocimiento
de complejos de cobre en el ADN obtenido por Galindo y colaboradores?.

5.2.1. Modelo 1: Reaccion de Raycroft

Como se mencioné anteriormente, para este estudio se considera un modelo
experimental en donde Raycroft y colaboradores estudiaron una reacciéon de
hidrélisis en una molécula con caracteristicas similares a las que presenta la
familia de complejos de cobre, Casiopeinas®.

5.2.1.1. Efecto del sustituyente

El paso inicial consisti6 en el estudio del efecto que provoca el cambio de seis
sustituyentes en la reaccion. La elecciéon de las posiciones y tipo de sustituyentes
en el ligante aromatico del sistema se determiné de acuerdo a los sustituyentes
y posiciones mas comunes en las Casiopeinas®. Los sustituyentes estudiados y
sus posiciones son: 4-metil, 5-metil, 4,7-dimetil, 5,6-dimetil, 3, 4, 7, 8-tetrametil y
5-cloro. Para este andlisis se consideraron una y dos moléculas de disolvente
explicitas, siendo el metanol quien actua como nucledfilo en la reaccién.

a) Modelo con una molécula de disolvente

La figura 5.17 muestra el esquema general de reaccién cuando se ve involucrada
s6lo una molécula de disolvente actuando como nucledfilo. La molécula A es el
O-(2-[2-fenantrolillfenil) O,O-dimetil fosfato, reactivo sintetizado por los autores
del modelo en estudio. La molécula B se obtiene al afadir una sal de cobre(ll) a
la molécula A produciéndose una especie tetra-coordinada de cobre; el metal se
une a la fenantrolina por medio de los nitrégenos, al oxigeno del fendxido y a
una molécula de metanol. La molécula B+1d se obtiene al afiadir una molécula
de metanol que acta como nucleéfilo. Con el nombre TS se identifica al estado
de transiciéon de la reaccién y con el nombre C al producto de reacciéon formado
por el cobre coordinado al O-(2-[2-fenantrolillfenilo) y a una molécula de
metanol, mas el fosfato que resulta como subproducto después de su hidrélisis.
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Figura 5.18. Perfil energético de la reaccién de Raycroft con una molécula de disolvente.
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La figura 5.18 muestra el perfil de energia a lo largo de la reaccién partiendo de
la molécula B+1d del diagrama de reaccién. La tabla 5.2 muestra las energias del
estado de transicion para todos los sustituyentes en kcal mol. A partir del
grafico y la tabla podemos observar que las barreras aumentan conforme los
grupos electrodonadores se incrementan en la estructura, llegando a un maximo
con el 3,4,78-tetrametil. Estas barreras se consideran muy elevadas y no
accesibles para esta reaccion. Por esta razén se adicioné una molécula mas de
disolvente para buscar disminuir las barreras. Considerando estas energias de
reaccion podemos notar que un grupo electroatractor disminuye la barrera,
mientras que un grupo electroatractor aumenta dicha energia.

Sustituyente TS (kcal mol™)

5-Cl 44.43
H 44.25
4-metil 45.60
5-metil 45.53
4,7-dimetil 47.01
5,6-dimetil 47.90
3,4,7,8-tetrametil 61.07
Tabla 5.2. Energia del estado de transiciéon para cada sustituyente del modelo con una molécula de
disolvente.

b) Modelo con dos moléculas de disolvente

La figura 5.19 muestra el esquema general de reacciéon cuando se involucran dos
moléculas de disolvente actuando como nucledfilo. En comparacién a la figura
5.24, a partir de la molécula B se adicionan dos moléculas de metanol explicitas
de forma tal que una pueda interaccionar directamente con el fésforo del grupo
fosfato y la otra pueda realizar la abstraccion de una atomo de hidrégeno,
surgiendo la estructura B+2d. De igual forma, en el estado de transicién (TS) se
ven involucradas las dos moléculas de metanol.

La figura 5.20 muestra el perfil energético de la reaccién con dos moléculas de
disolvente a partir de la estructura B+2d. Como en el caso anterior, las barreras
aumentan conforme los grupos electrodonadores se incrementan en la estructura.
Es notable que igual que en el caso anterior, el 3,4,7,8-tetrametil presenta un
comportamiento diferente al resto de los sustituyentes con grupos metilo. Cabe
resaltar que los estados de transicién presentan una barrera energética mucho
menor en comparaciéon con la reaccién con una molécula de disolvente, como
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puede apreciarse en la tabla 5.3, esto nos indica que la segunda molécula de
disolvente contribuye a la estabilizaciéon del sistema, asistiendo a la polarizacién
del enlace O=P, lo que favorece el ataque del nucledfilo al fésforo.

Cu?*

MeOH

Figura 5.19. Esquema general de la reaccién de Raycroft con dos moléculas de disolvente.

Sustituyente TS (kcal mol™)
5-Cl 9.08
H 8.92
4-metil 10.21
5-metil 10.20
4,7-dimetil 11.52
5,6-dimetil 12.45
3,4,7,8-tetrametil 28.06

Tabla 5.3. Energia del estado de transiciéon para cada sustituyente del modelo con dos moléculas
de disolvente.
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Figura 5.20. Perfil energético de la reacciéon de Raycroft con dos moléculas de disolvente.

5.2.1.2. Estados de Transicion

a) Modelo con una molécula de disolvente

En el caso del modelo con una molécula de disolvente se encontré el estado de
transicion (figura 5.21) que consiste en una transferencia de hidrégeno. El
hidrégeno en cuestiéon, denotado como H53 en la imagen, esta unido inicialmente
al oxigeno 052 de la molécula de metanol que actla como nucledfilo;
posteriormente, este protén migra hacia el oxigeno 034 que se encuentra
formando un doble enlace con el fésforo P33. Esto permite que se polarice el
enlace entre el fésforo y el oxigeno del fenoxilo (032), resultando finalmente en
la ruptura de éste Ultimo enlace y con ello la hidrélisis del grupo fosfato. La
frecuencia imaginaria obtenida para el estado de transiciéon fue de -598.14 cm™.
La imagen 5.22 muestra las estructuras del reactivo (R), estado de transicién (TS)
y producto (P).
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Figura 5.21. Estructura del estado de transiciéon de la reacciéon de Raycroft para el modelo con una
molécula de disolvente.

R TS P

Figura 5.22. Estructuras para reactivo (R), estado de transicién (TS) y producto (P) para la reaccion
de Raycroft con una molécula de disolvente.

A partir de la geometria del estado de transicién se realizé el célculo de
coordenada intrinseca de reaccién, que consisti6 en 200 puntos con un tamafio
de paso de 0.05 u.a., corroborando que esta estructura puede dar lugar tanto al
reactivo como al producto en cuestién. El grafico de la imagen 5.23 indica la
variacion de energia que sigue la reacciéon hacia el producto y reactivo partiendo
del TS, en donde es posible notar que el estado de transiciéon tiene una energia
de 12 kcal mol?, mientras que el producto se encuentra 10 kcal mol* por debajo
del reactivo.
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Figura 5.23. IRC para la reacciéon de Raycroft con una molécula de disolvente.

b) Modelo con dos moléculas de disolvente

El modelo de la reaccién de Raycroft con dos moléculas de disolvente presenta
la estructura del estado de transicién que se muestra en la figura 5.24. De igual
forma, se trata de una transferencia de hidrégeno, solo que en este caso se ven
involucrados dos atomos de hidrogeno de ambas moléculas de disolvente que
cambian simultaneamente de posicion. Inicialmente, el H53 estd unido al O52 de
la primer molécula de metanol, a su vez, el H59 estd unido al O58 de la
segunda molécula de metanol, y el O34 estd unido mediante un doble enlace al
P33. Al momento de acercarse el 052 al fésforo se forma un puente de
hidrégeno entre el H53 y el O58 provocando que el H59 forme a su vez un
puente de hidrégeno con el O34. Al unirse el 052 al P33, se observa la ruptura
del enlace P33-032, llevandose a cabo el proceso de hidrélisis del fosfato. La
frecuencia imaginaria obtenida para el estado de transicién es de -44490 cm™.
Hasta el momento no ha sido posible obtener completo el célculo de IRC para
este estado de transicién.
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Figura 5.24. Estructura del estado de transicién de la reacciéon de Raycroft para el modelo con dos
moléculas de disolvente.

5.2.2. Sitio de Reconocimiento Molecular

Como se menciond anteriormente, Galindo y colaboradores® obtuvieron una
geometria a partir de dinamicas moleculares en la que observan interacciones
entre el complejo Caslll-Da ([Cu(2,2-bipiridina)(acetilacetonato)(H,0)I*) y el surco
menor del ADN (ver seccién 3.5.4), sugerido como primer paso y sitio de
reconocimiento molecular de éstos complejos. Considerando la estructura extraida
de dicho trabajo y en base a los resultados presentados en la seccién anterior
para la reaccién de hidrélisis de Raycroft, se realiz6 el andlisis que a
continuacién se presenta.

5.2.2.1. Estado de Transicion

A la geometria tomada del material suplementario presentado por Galindo, et al?,
se afiadieron dos moléculas explicitas de metanol que actian como nucledfilo al
igual que en la reaccién de Raycroft analizada en la secciéon 5.2.1.1, en donde
los perfiles de reaccién con dos moléculas estabilizan mdas al sistema en
comparaciéon a una sola molécula de disolvente.

Partiendo de esto, fue posible encontrar la frecuencia de vibracion
correspondiente a un estado de transiciéon (figura 5.25) en donde se ven
involucradas las dos moléculas de metanol. La frecuencia imaginaria obtenida
para el estado de transicion es de -509.08 cm™. De igual forma que en el
modelo de reaccién de Raycroft, se trata de una transferencia de dos atomos de
hidrégeno. Inicialmente, el &tomo de oxigeno O18 se encuentra unido al fésforo
mediante un doble enlace. Conforme el oxigeno O85 de la primer molécula de
metanol se va acercando al fésforo P16, el hidrogeno H86 de esta molécula de
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metanol va formando un puente de hidrégeno con el oxigeno O91 de la segunda
molécula de metanol, y el hidrégeno de la segunda molécula de metanol (H92)
se desplaza hacia el O18. Podria pensarse que estos movimientos provocarian la
polarizacién del enlace P-O(D-Desoxirribosa) y con ello la ruptura del mismo, sin
embargo, la estructura final del calculo de IRC (figura 5.25) muestra todavia la
presencia del enlace azlcar-fosfato. El producto de esta reaccién solo muestra la
adicion del metanol al fosfato. De lo anterior, podemos concluir que es necesario
encontrar un paso mas para tener el emcanismo completo de la hidrélisis de
fosfato en el modelo de Galindo y colaboradores.

Figura 5.25. Estructura del estado de transiciéon para el sitio de reconocimiento molecular de las
Casiopeinas®.

Figura 5.26. Estructuras para reactivo (R), estado de transicién (TS) y producto (P) para la reaccién
del sitio de reconocimiento molecular con dos moléculas de disolvente.

En la estructura del reactivo (geometria R de la figura 5.26), se aprecia
claramente que ambos hidrégenos se encuentran unidos a sus respectivas
moléculas de disolvente. El cobre presenta una geometria de piramide de base
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cuadrada distorsionada, ya que se encuentra coordinado a los dos atomos de
nitrégeno de la bipiridina, los dos atomos de oxigeno del acetilacetonato y
axialmente a un oxigeno del grupo fosfato del di-D-Desoxirribosa fosfato extraido
del surco menor del ADN. Es posible notar que en el momento en que el cobre
se coordina al oxigeno del fosfato, la molécula de agua en la posiciéon axial se
desplaza hacia el ligante secundario acetilacetonato.

Considerando la geometria del estado de transicién se realiz6 el calculo de
coordenada intrinseca de reaccién, que consistié en 62 puntos con un tamafio de
paso de 0.12 u.a.,, corroborando que el estado de transiciéon estd conectado tanto
al reactivo como al producto (figura 5.27). A partir del IRC se osberva que la
diferencia energética entre el producto y el reactivo es minima, 0.02 kcal mol®
favoreciendo al producto; esto nos lleva a considerar que ambas especies son
igualmente estables bajo estas condiciones y existe un equilibrio entre ellas. El
estado de transicidén tiene una barrera energética muy pequefia, 2.3 kcal mol™.

IRC 2d
25 Ts

15

A Energia (kcal/mol)

0.5

-0.5
Coordenada de reaccién

Figura 5.27. IRC para la reaccién del sitio de reconocimiento molecular con dos moléculas de
disolvente.
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5.2.2.2. Barrido del enlace P-O(metanol)

Con el fin de forzar al sistema para que presente la ruptura del enlace azlcar-
fosfato se realiz6 un barrido de la distancia de enlace O(metanol)-P(fosfato),
desde 2.736 hasta 1.636 A. Este barrido muestra que a distancias menores de
1.816 A se observa que existe una sustituciéon en la posiciéon axial del cobre. El
grupo fosfato es reemplazado por un atomo de oxigeno del grupo ribosa sin que
se rompa el enlace azlcar-fosfato. Ademds, se puede notar que el grupo fosfato
pasa a una posiciéon ecuatorial desplazando uno de los atomos de oxigeno del
ligante acetilacetonato. Este Gltimo toma la otra posicién axial, provocando que el
cobre presente una geometria octaédrica distorsionada. La figura 5.28 muestra
geometrias seleccionadas de este proceso.

A partir de estos resultados se puede concluir que la hidrélisis de fosfato del
modelo de Galindo consta de al menos tres pasos, la adicién de disolvente al
fosfato, el desplazamiento del ligante axial y el rompimiento del enlace azlcar-
fosfato. Actualmente se trabaja en la deteccién de este Gltimo paso.

Figura 5.28. Geometrias a lo largo del barrido de la distancia P-O(metanol) para el sitio de
reconocimiento molecular.
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Capitulo VI

CONCLUSIONES

Este trabajo tuvo como objetivo determinar el rol que juega el centro metdlico de
las Casiopeinas® en la formaciéon del enlace disulfuro y en la hidrélisis de
fosfatos. Para cada proceso nos basamos en evidencia experimental previamente
reportada. En el caso de la formacién de la molécula de cistina, se utilizaron
resultados experimentales obtenidos por métodos espectroscépicos en el grupo de
Casiopeinas®. Por otro lado, en cuanto a la hidrélisis, nos basamos en el modelo
y los experimentos del grupo de Raycroft. Estimamos que este trabajo contribuya
a la comprension del mecanismo de la actividad redox y nucleasa de la familia
de las Casiopeinas®.

En esta tesis se pudo encontrar un aducto entre complejos de cobre y cisteinas
que cumple con la estequiometria obtenida experimentalmente y que provoca la
formacién del enlace disulfuro después de una transferencia electrénica. Este
aducto estd compuesto por dos complejos de Casiopeina® que rodean dos
moléculas de cisteina donde se permiten interacciones axiales S-Cu y posibilita la
formacion del enlace S-S. Los resultados hasta el momento solo son una
descripcién cualitativa del proceso de transferencia entre ambos estados a partir
del cruce de las curvas de energia de ambos estados. Hasta donde sabemos,
este es el primer modelo computacional que explica la formacién de un enlace
azufre-azufre mediada por un complejo de cobre.

En este trabajo también se encontré la manera en que el atomo de cobre
favorece el ataque nucleofilico de un grupo fosfato por parte de moléculas del
disolvente. El cobre se coordina al fosfato aumentando la electrofilia del atomo
de fosforo. El efecto del sustituyente fue explorado y se encontré que el aumento
de los grupos donadores aumenta la barrera de la hidrdlisis. Encontramos que
cuando el fosfato estd sustituido por grupos ribosa la hidrélisis consta de al
menos tres pasos: la adicién de disolvente al fosfato, el desplazamiento del
ligante axial y el rompimiento del enlace azlcar-fosfato. Este modelo
computacional permite explicar la hidrélisis de fosfato a partir del sitio de
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reconocimiento y asi tener una imagen mas completa de lo que sucede con un
complejo de cobre al interaccionar con el ADN, ya sea que se intercale o
promueva reacciones de hidrolisis.

En general, es posible decir que la posicién axial del cobre en un complejo
ternario es la que determina el reconocimiento y la reactividad. Cabe mencionar
que esta posicién no siempre estd vacante y sufre una serie de sustituciones de
ligante durante los procesos estudiados en esta tesis. En el caso de la formacion
del enlace disulfuro, toda la reacciéon esta controlada por la coordinacién axial de
los a&tomos de azufre de las cisteinas. Mientras que en la hidrélisis de fosfatos, el
cambio de ligante en la posicién axial estd relacionada con la ruptura del enlace
fosfato-azlicar. Ademds de que se presenta una ruta por la cual el sustituyente
axial toma una posicion ecuatorial desplazando al ligante que ocupaba esa
posicion.

El proyecto presenta algunos puntos que pueden ser retomados en un futuro,
entre los que se encuentran: a) el estudio del cambio en las interacciones entre
los ligantes del complejo de cobre con los reactivos involucrados en los procesos
de estudio, b) el efecto del disolvente en los procesos, y c) el andlisis completo
de los cambios en las propiedades atémicas durante las reacciones.

79



Capitulo VII

REFERENCIAS

(1)

(2)

(3)

(4)
(5)

(6)

)

(8)

9)

(10)
(11)
(12)
(13)
(14)
(15)
(16)
(17)
(18)
(19)

(20)

R. Raycroft, M. A; Liu, C. T.; Brown, R. S. /norg. Chem. 2012, 51 (li), 3846-
3854.

Galindo-Murillo, R.; Ruiz-Azuara, L., Moreno-Esparza, R.; Cortés-Guzman, F.
Phys. Chem. Chem. Phys. 2012, 14 (44), 15539

Salud, O. M. de la. Informe Mundial sobre el Cancer 2014
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/es/.

INEGI. Causas de defuncién, 2013 http://www.inegi.org.mx/default.aspx.
National Cancer Institute. What is Cancer? http://www.cancer.gov/about-
cancer/what-is-cancer.

Zhang, C. X; Lippard, S. J. Curr. Opin. Chem. Biol. 2003, 7 (4), 481-489
Peyrone, M. M. Ann. Chim. Phys. 1844, 3 (193), 13.

Jamieson, E; Lippard, S. Chem. Rev. 1999, 99 (9), 2467-2498

Marzano, C.; Pellei, M.; Tisato, F.; Santini, C. Anti-Cancer Agents in Medicinal
Chemistry. 2009, pp 185-211.

Ruiz-Azuara, L.; E. Bravo-Gomez, M. Curr. Med. Chem. 2010, 17 (31), 3606-
3615.

Clarke, M. J. Coord. Chem. Rev. 2003, 236, 209-233.

Morris, R. E.; Aird, R. E.; Del Socorro Murdoch, P.; Chen, H.; Cummings, J;
Hughes, N. D.; Parsons, S.; Parkin, A.; Boyd, G.; Jodrell, D. I; Sadler, P. J. J.
Med. Chem. 2001, 44 (22), 3616-3621.

Berners-Price, S. J.; Filipovska, A. Metallomics 2011, 3 (9), 863-873.
Bernhardt, P. V.; Sharpe, P. C,; Islam, M., Lovejoy, D. B.; Kalinowski, D. S,
Richardson, D. R. J Med. Chem. 2009, 52 (2), 407-415.

Mishra, L.; Kamil Said, M.; ltokawa, H.; Takeya, K. Bioorg. Med. Chem. 1995,
3(9), 1241-1245.

Tabbi, G.; Cassino, C.; Cavigiolio, G.; Colangelo, D.; Ghiglia, A.; Viano, I;
Osella, D. J Med. Chem. 2002, 45 (26), 5786-5796.

Shrivastav, A.; Singh, N. K.; Singh, S. M. Bioorg. Med. Chem. 2002, 10, 887-
895.

Jung, M.; Kerr, D. E.; Senter, P. D. Arch. Pharm. (Weinheim). 1997, 330 (6),
173-176.

Sathisha, M. P.; Shetti, U. N.; Revankar, V. K.; Pai, K. S. R. Eur. J. Med. Chem.
2008, 43 (11), 2338-2346.

Moeller, B. J.; Batinic-Haberle, |.; Spasojevic, I.; Rabbani, Z. N.; Anscher, M. S,
Vujaskovic, Z.; Dewhirst, M. W. Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 2005, 63 (2),

80



(21)

(22)

(23)
(24)

(25)
(26)
(27)
(28)
(29)
(30)
(31)
(32)
(33)
(34)

(35)
(36)

(37)

(38)

(39)

(40)

(41)

(42)

(43)

545-552.

Shrivastav, A.; K. Singh, N. Tripathi, P.; George, T., R. Dimmock, J.; K.
Sharma, R. Biochimie 2006, 88 (9), 1209-1216.

Tisato, F.; Marzano, C.; Porchia, M.; Pellei, M.; Santini, C. Med Res. Rev.
2010, 30 (4), 708-749.

Wang, T.; Guo, Z. Curr. Med. Chem. 2006, 13 (5), 525-537.

Popova, T. V.; Aksenova, N. V. Russ. J. Coord. Chem. 2003, 29 (11), 743-
765.

Copper, C. R. Encyclopedia of Inorganic Chemistry, John Wiley & Sons Ltd:
Chichester, United Kingdom, 2005.

Cotton, F. A.; Wilkinson, G. Advanced Inorganic Chemistry, 3rd ed.; Publishers,
I, Ed.; Untied States of America, 1972.

Greenwood, N. N.; Earnshaw, A. Chemistry of the Elements, 2nd ed.; Oxford:
Butterworth-Heinemann, Ed.; Great Britain, 1998.

Murphy, B.; Hathaway, B. Coord. Chem. Rev. 2003, 243 (1-2), 237-262.
Linder, M. C. In Plenum Press, New York, 1991; pp 73-134.

Halliwell, B.; Gutteridge, J. M. C. Methods Enzymol. 1990, 186 (1981), 1-85.
Aust, S. D.; Morehouse, L. A; Thomas, C. E. J Free Radicals Biol Med.
1985, 1 (1), 3-26.

Ho, Y. P; Au-Yeung, S. C. F; To, K. K. W. Med. Res. Rev. 2003, 23 (5), 633-
655.

Santini, C.; Pellei, M.; Gandin, V.; Porchia, M.; Tisato, F.; Marzano, C. Chem.
Rev. 2014, 114 (1), 815-862.

Taylor, M. R;; Gabe, E. J.; Glusker, J. P.; Minkin, J. A.; Patterson, A. L. J Am.
Chem. Soc. 1966, 88 (8), 1845-1846.

Crim, J. A,; Petering, H. G. Cancer Res. 1967, 27 (7), 1278-1285.

Zhang, H.; Thomas, R.; Oupicky, D.; Peng, F. J Biol Inorg. Chem. 2008, 13
(1), 47-55.

Feun, L; Modiano, M. Lee, K; Mao, J.; Marini, A; Savaraj, N. Plezia, P,
Almassian, B.; Colacino, E.; Fischer, J.; MacDonald, S. Cancer Chemother.
Pharmacol 2002, 50 (3), 223-229.

Murugkar, A.; Unnikrishnan, B.; Padhye, S.; Bhonde, R.; Teat, S.; Triantafillou,
E.; Sinn, E. Met. Based. Drugs 1999, 6 (3), 177-182.

Safaei, R.; Holzer, A. K; Katano, K., Samimi, G.; Howell, S. B. J. Inorg
Biochem. 2004, 98 (10), 1607-1613.

Cerchiaro, G.; Aquilano, K.; Filomeni, G.; Rotilio, G.; Ciriolo, M. R;; Da Costa
Ferreira, A. M. J. Inorg. Biochem. 2005, 99 (7), 1433-1440.

Tamura, H.; Imai, H.; Kuwahara, J.; Sugiura, Y. J Am. Chem. Soc. 1987, 109
(22), 6870-6871.

Habib, N. S.; Rida, S. M., Badawey, E. A; Fahmy, H. T.; Ghozlan, H. A
Pharmazie 1997, 52 (5), 346-350.

Zhang, H.; Liu, C-S.; Bu, X-H; Yang, M. J. Inorg. Biochem. 2005, 99 (5),
1119-1125.

81



(44)

(45)

(46)

(47)

(48)

(49)

(50)
(51)

(52)

(53)

(54)

(55)

(56)
(57)

(58)
(59)

(60)

(61)

(62)

(63)

(64)

(65)

Shaw, C. F. Chem. Rev. 1999, 99 (9), 2589-2600.

Berners-Price, S. J.; Mirabelli, C. K.; Johnson, R. K.; Mattern, M. R.; McCabe, F.
L., Faucette, L. F.; Mong, S.-M.; Sung, C.-M. Sadler, P. J; Crooke, S. T.
Cancer Res. 1986, 46, 5486-5493.

Sigman, D. S.; Graham, D. R.; D’Aurora, V.; Stern, A. M. J. Biol. Chem. 1979,
254 (24), 12269-12272.

Sigman, D. S.; Landgraf, R.; Perrin, D. M.; Pearson, L. Met lons Biol Syst
1996, 33, 485-513.

Ranford, J. D.; Sadler, P. J.; Tocher, D. A. J. Chem. Soc. Dalt. Trans. 1993,
22, 3393-3399.

Saha, D. K.; Sandbhor, U.; Shirisha, K.; Padhye, S.; Deobagkar, D.; Anson, C.
E.; Powell, A. K. Bioorganic Med. Chem. Lett. 2004, 14 (12), 3027-3032.
Sigman, D. S.; Mazumder, A.; Perrin, D. M. Chem. Rev. 1993, 93, 2295-2316.
Hirohama, T.; Kuranuki, Y.; Ebina, E.; Sugizaki, T.; Arii, H.; Chikira, M.; Selvi, P.
T.; Palaniandavar, M. J. Inorg. Biochem. 2005, 99 (5), 1205-1219.

Chikira, M.; Tomizawa, Y.; Fukita, D.; Sugizaki, T.; Sugawara, N.; Yamazaki, T,
Sasano, A.; Shindo, H.; Palaniandavar, M.; Antholine, W. E. J. Inorg. Biochem.
2002, 89 (3-4), 163-173.

Sigman, D. S. Acc. Chem. Res. 1986, 19 (8), 180-186.

Thederahn, T. B.; Kuwabara, M. D.; Larsen, T. A,; Sigman, D. S. J. Am. Chem.
Soc. 1989, 111 (13), 4941-4946.

Zhou, H.; Zheng, C. Zou, G, Tao, D.; Gong, J. Int. J. Biochem. Cell Biol
2002, 34, 678-684.

Cai, X.; Pan, N.; Zou, G. BioMetals 2007, 20 (1), 1-11.

Zhang, S.; Zhu, Y.; Tu, C; Wei, H.; Yang, Z; Lin, L; Ding, J.; Zhang, J.; Guo,
Z. J. Inorg. Biochem. 2004, 98 (12), 2099-2106.

Pitié, M.; Donnadieu, B.; Meunier, B. Inorg. Chem. 1998, 37 (14), 3486-3489.
Pitié, M.; Boldron, C.; Gornitzka, H.; Hemmert, C.; Donnadieu, B.; Meunier, B.
Eur. J. Inorg. Chem. 2003, 2003 (3), 528-540.

Deegan, C.; McCann, M., Devereux, M., Coyle, B.; Egan, D. A. Cancer Lett.
2007, 247 (2), 224-233.

Rajendiran, V.; Karthik, R.; Palaniandavar, M.; Stoeckli-Evans, H.; Periasamy, V.
S.; Akbarsha, M. A, Srinag, B. S.; Krishnamurthy, H. /norg. Chem. 2007, 46
(20), 8208-8221.

Alemdén-Medina, R.; Brefa-Valle, M.; Mufioz-Sanchez, J. L.; Gracia-Mora, M. I.;
Ruiz-Azuara, L. Cancer Chemother. Pharmacol 2007, 60 (2), 219-228.

Ruiz Azuara, L. Preparation of new mixed copper aminoacidate complexes
from phenanthrolines and their alkyl derivatives to be used as
anticancerigenic agents. EP 434445, 1991.

Ruiz Azuara, L. Preparation of new mixed copper aminoacidate complexes
from phenylate phenanthrolines to be used as anticancerigenic agents.
5,107,005, 1992.

Ruiz Azuara, L. Copper aminoacidate diimine nitrate compounds and their

82



(66)

(67)

(68)

(69)

(70)

(71)
(72)

(73)
(74)

(75)

(76)

(77)

(78)

(79)

(80)

(81)

(82)

(83)

(84)

(85)
(86)

methyl derivatives and a process for preparing them. 5,576,326, 1996.

Ruiz Azuara, L. Procedimiento para la obtencién de complejos metalicos
como agentes anticancerigenos. 172248, 1990.

Ruiz Azuara, L. Process to obtain new mixed copper aminoacidate complexes
from phenylatephenanthroline to be used as anticancerigenic agents. RE
35,458, 1997.

Ruiz Azuara, L. Procedimiento para la obtencién de complejos metalicos
como agentes anticancerigenos. 18802, 1993.

Reina Tapia, M. Sintesis, caracterizacién y evaluacién antiproliferativa de
compuestos ternarios de Cu(l) con diiminas y el ligante 2-
aminometilbenzimidazol, UNAM, 2012.

Jiménez Ayala, C. P. Sintesis y Caracterizacién de 5,6-dimetil-1,10-
fenantrolina y sus derivados mixtos de Cobre(ll), UNAM, 2015.

E. McBryde, W. A.; Brisbin, D. A; Irving, H. J Chem. Soc. 1962, 5245-5253.
Gasque, L.; Moreno-Esparza, R.; Ruiz-Ramirez, L. J. Inorg. Biochem. 1992, 48
(2), 121-127.

Kwik, W. L.; Ang, K. P; Chen, G. J. Inorg. Nucl. Chem. 1980, 42 (2), 303-313.
Solans, X.; Ruiz-Ramirez, L.; Martinez, A.; Gasque, L.; Moreno-Esparza, R. Acta
Crystallogr. Sect. C Cryst. Struct. Commun. 1992, C48 (5), 1785-1788.
Alvarez-Larena, a.; Brians6-Penalva, J. L.; Piniella, J. F.; Moreno-Esparza, R;;
Ruiz-Ramirez, L.; Ferrer-Sueta, G. Acta Crystallogr. Sect. C Cryst. Struct.
Commun. 1995, 51 (5), 852-854.

Gasque, L.; Moreno-Esparza, R.; Ruiz-Ramirez, L.; Medina-Dickinson, G. Acta
Crystallogr. Sect. C Cryst. Struct. Commun. 1999, 55 (7), 1065-1067.

Moreno Esparza, R.; Escalante Tovar, S.; Ruiz Ramirez, L. Acta Crystallogr.
2002, A58 (Supplement, C18).

Moreno-Esparza, R.; Molins, E.; Briansé-Penalva, J. L.; Ruiz-Ramirez, L.; Redén,
R. Acta Crystallogr. Sect. C Cryst. Struct. Commun. 1995, 51 (8), 1505-1508.
Solans, X.; Gasque, L.; Ruiz Ramirez, L.; Briansé, J. L. Acta Crystallogr. 1987,
C43, 428-430.

Solans, X.; Ruiz-Ramirez, L., Martinez, A.; Gasque, A.; Briansé, J. L. Acta
Crystallogr. 1988, C44, 628-631.

Venkatraman, R.; Zubkowski, J. D.; Valente, E. J. Acta Crystallogr. 1999, C55,
1241-1243.

Solans, X.; Ruiz-Ramirez, L.; Martinez, a; Gasque, L.; Moreno-Esparza, R. Acta
Crystallogr. Sect. C Cryst. Struct. Commun. 1993, C49 (5), 890-893.
Tovar-Tovar, A.; Ruiz-Ramirez, L.; Campero, A.; Romerosa, A.; Moreno-Esparza,
R.; Rosales-Hoz, M. J. J. Inorg. Biochem. 2004, 98 (6), 1045-1053.

De Vizcaya-Ruiz, A.; Rivero-Muller, A.; Ruiz-Ramirez, L.; Kass, G. E. N.; Kelland,
L. R; Orr, R. M.; Dobrota, M. Toxicol Vitr. 2000, 14 (1), 1-5.

Mejia, C.; Ruiz-Azuara, L. Pathol. Oncol. Res. 2008, 14 (4), 467-472.
Bravo-Gémez, M. E.; Davila-Manzanilla, S.; Flood-Garibay, J.; Mucifio-
Hernandez, M. A.; Mendoza, A.. Garcia-Ramos, J. C.: Moreno-Esparza, R.; Ruiz-

83



(87)
(88)
(89)

(90)

(91)

(92)

(93)

(94)

(95)

(96)
(97)
(98)

(99)

(100)

Azuara, L. J Mex. Chem. Soc. 2012, 56 (1), 85-92.

Alemdén-Medina, R.; Mufioz-Sanchez, J. L., Ruiz-Azuara, L.; Gracia-Mora, |.
Toxicol. Vitr. 2008, 22 (3), 710-715.

Bravo-Gomez, M. E.; Garcia-Ramos, J. C.; Gracia-Mora, I.; Ruiz-Azuara, L. J
Inorg. Biochem. 2009, 103 (2), 299-309.

Kachadourian, R.; Brechbuhl, H. M.; Ruiz-Azuara, L.; Gracia-Mora, |.; Day, B. J.
Toxicology 2010, 268 (3), 176-183.

Gracia-Mora, |.; Ruiz-Ramirez, L.; Gémez-Ruiz, C.; Tinoco-Méndez, M.; Marquez-
Quifiones, A, Lira, L. R, Marin-Hernandez, A.; Macias-Rosales, L.; Bravo-
Gémez, M. E. Met. Based. Drugs 2001, 8 (1), 19-28.

De Vizcaya-Ruiz, a.; Rivero-Miller, a.; Ruiz-Ramirez, L., Howarth, J. a;
Dobrota, M. Toxicology 2003, 194 (1-2), 103-113.

Trejo-Solis, C.; Palencia, G.; ZlOdiga, S.; Rodriguez-Ropon, A.; Osorio-Rico, L.
Luvia, S. T.; Gracia-Mora, |.; Marquez-Rosado, L.; Sanchez, A.; Moreno-Garcia,
M. E; Cruz, A, Bravo-Gémez, M. E.; Ruiz-Ramirez, L.; Rodriguez-Enriquez, S,
Sotelo, J. Neoplasia 2005, 7 (6), 563-574.

Carvallo-Chaigneau, F.; Trejo-Solis, C.; Gémez-Ruiz, C.; Rodriguez-Aguilera, E,;
Macias-Rosales, L.; Cortés-Barberena, E.; Cedillo-Peldez, C.; Gracia-Mora, I;
Ruiz-Azuara, L.; Madrid-Marina, V.; Constantino-Casas, F. BioMetals 2008, 21
(1), 17-28.

Serment-Guerrero, J.; Cano-Sanchez, P.; Reyes-Perez, E.; Velazquez-Garcia, F,;
Bravo-Gomez, M. E.; Ruiz-Azuara, L. Toxicol Vitr. 2011, 25 (7), 1376-1384.
Valencia-Cruz, A. I; Uribe-Figueroa, L. |, Galindo-Murillo, R.; Baca-Lépez, K,
Gutiérrez, A. G.; Vazquez-Aguirre, A.; Ruiz-Azuara, L.; Hernandez-Lemus, E,;
Mejia, C. PLoS One 2013, 8 (1), e54664.

Ueda, J.; Takai, M.; Shimazu, Y.; Ozawa, T. Arch. Biochem. Biophys. 1998,
357 (2), 231-239.

Marin-Hernandez, A.; Gracia-Mora, |.; Ruiz-Ramirez, L.; Moreno-Sanchez, R.
Biochem. Pharmacol 2003, 65 (12), 1979-1989.

Rivero-Miiller, A.; De Vizcaya-Ruiz, A.; Plant, N.; Ruiz, L; Dobrota, M. Chem.
Biol. Interact. 2007, 165 (3), 189-199.

Garcia-Ramos, J. C.; Tovar-Tovar, A.; Hernandez-Lima, J.; Cortés-Guzman, F.;
Moreno-Esparza, R.; Ruiz-Azuara, L. Polyhedron 2011, 30 (16), 2697-2703.
Galindo-Murillo, R.; Hernandez-Lima, J.; Gonzalez-Renddn, M.; Cortés-Guzman,
F.; Ruiz-Azuara, L.; Moreno-Esparza, R. Phys. Chem. Chem. Phys. 2011, 13
(32), 14510-14515.

(101) Weir, A. F. In Methods In Molecular Biology Vol 16; Burrell, M. M. Ed,;

Humana Press Inc: Totowa, NJ. USA, 1993.

(102) Desbouis, D.; Troitsky, I. P.; Belousoff, M. J.; Spiccia, L.; Graham, B. Coord.

Chem. Rev. 2012, 256 (11-12), 897-937.

(103) De Hoog, P.; Louwerse, M. J.; Gamez, P.; Pitié, M.; Baerends, E. J.; Meunier,

B.; Reedijk, J. Eur. J. Inorg. Chem. 2008, No. 4, 612-619.

(104) Sigman, D. S.; Bruice, T. W.; Mazumder, A.; Sutton, C. L. Acc. Chem. Res.

84



1993, 26 (3), 98-104.

(105) Alonso-Saenz, A. L. Estudio de la reactividad de las Casiopeinas Il-gly y lll-ia
con glutatién reducido, cisteina y 2-mercaptoetanol, Universidad Nacional
Auténoma de México, 2013.

(106) Downes, J. M.; Whelan, J.; Bosnich, B. /norg. Chem. 1981, 20, 1081-1086.

(107) Garcia-Ramos, J. C. Estudio de la Actividad Nucleasa de Quelatos Mixtos de
Cu(ll): Casiopeinas, Universidad Nacional Auténoma de México, 2015.

(108) Barone, G.; Terenzi, A.; Lauria, A.; Almerico, A. M. Leal, J. M.; Busto, N
Garcia, B. Coord. Chem. Rev. 2013, 257 (19-20), 2848-2862.

(109) Basile, L. A.; Raphael, A. L; Barton, J. K. J Am. Chem. Soc. 1987, 109,
7550-7551.

(110) Liu, C. T.; Neverov, A. A; Maxwell, C. I; Brown, R. S. J Am. Chem. Soc.
2010, 132 3561-3573.

(111) Lépez-Canut, V.; Roca, M., Bertran, J.; Moliner, V.; Tufén, I. J. Am. Chem.
Soc. 2010, 132 (20), 6955-6963.

(112) Morrow, J. R; Trogler, W. C. Inorg. Chem. 1988, 27 (20), 3387-3394.

(113) Toney, J. H.; Brock, C. P.; Marks, T. J. J Am. Chem. Soc. 1986, 108, 7263-
7274.

(114) Miller, S. K; Marzilli, L. G.; Dorre, S.; Kollat, P.; Stigler, R.; Stezowski, J. J.
Inorg. Chem. 1986, 25, 4272-4277.

(115) Helleiner, C. W.; Butler, G. C. Can. J. Chem. 1955, 3, 705-710.

(116) Chin, J. Acc. Chem. Res. 1991, 24 (1), 145-152.

(117) Hegg, E. L; Mortimore, S. H.; Cheung, C. L; Huyett, J. E; Powell, D. R;
Burstyn, J. N. /norg. Chem. 1999, 38 (12), 2961-2968.

(118) Ott, R.;; Kramer, R. Appl. Microbiol. Biotechnol. 1999, 52 (6), 761-767.

(119) Becco, L.; Rodriguez, A.; Bravo, M. E.; Prieto, M. J.; Ruiz-Azuara, L.; Garat, B.;
Moreno, V.; Gambino, D. J. Inorg. Biochem. 2012, 109, 49-56.

(120) Galindo-Murillo, R.; Garcia-Ramos, J. C.; Ruiz-Azuara, L., Cheatham, T. E.;
Cortes-Guzman, F. Nucleic Acids Res. 2015, 1-13.

(121) Harvey, J. N.; Poli, R; Smith, K. M. Coord. Chem. Rev. 2003, 238-239, 347-
361.

(122) Michl, J.; Bonacic-Koutecky, V. Electronic Aspects of Organic Photochemistry,
Wiley-Interscience, Ed.; New York, 1990.

(123) Yarkony, D. R. J. Phys. Chem. 1996, 100 (48), 18612-18628.

(124) Gutlich, P.; Garcia, Y.; Goodwin, H. a. Chem. Soc. Rev. 2000, 29 (6), 419-
427.

(125) Gtlich, P.; Garcia, Y.; Woike, T. Photoswitchable coordination compounds,
2001; Vol. 219-221.

(126) Li, Q.; Qiu, Y.-X,; Chen, X.-Y.; Schwarz, W. H. E; Wang, S.-G. Phys. Chem.
Chem. Phys. 2012, 14 (19), 6833.

(127) Frisch, M. J; Trucks, G. W.; Schlegel, H. B.; Scuseria, G. E.; Robb, M. A;
Cheeseman, J. R.; Scalmani, G.; Barone, V.; Mennucci, B.; Petersson, G. A;
Nakatsuji, H.; Caricato, M.; Li, X.; Hratchian, H. P.; Izmaylov, A. F.; Bloino, J;

85



Zheng, G.; Sonnenberg, D. J.; Hada, M., Ehara, M.; Toyota, K. Fukuda, R
Hasegawa, J.; Ishida, M.; Nakajima, T.; Honda, Y.; Kitao, O.; Nakai, H.; Vreven,
T.; Montgomery, J. A, J.; Peralta, J. E.;; Ogliaro, F.; Bearpark, M.; Heyd, J. J;
Brothers, E.; Kudin, K. N.; Staroverov, V. N.; Kobayashi, R; Normand, J;
Raghavachari, K.; Rendell, A.; Burant, J. C,; lyengar, S. S.; Tomasi, J.; Cossi,
M.; Rega, N.; Millam, J. M.; Klene, M.; Knox, J. E.; Cross, J. B.; Bakken, V,;
Adamo, C.; Jaramillo, J.; Gomperts, R.; Stratmann, R. E.; Yazyev, O.; Austin, A.
J.; Cammi, R.; Pomelli, C.; Ochterski, J. W.; Martin, R. L; Morokuma, K.
Zakrzewski, V. G.; Voth, G. A, Salvador, P.; Dannenberg, J. J.; Dapprich, S,
Daniels, A. D.; Farkas, O.; Foresman, J. B.; Ortiz, J. V.; Cioslowski, J.; Fox, D.
J. Gaussian, Inc.: Wallingford, CT 2009.

(128) Dennington, R.; Keith, T.; Millam, J. Semichem Inc.. Shawnee Mission, KS
20009.

(129) Keith, T. A. TK Gristmill Software: Overland Park, KS 2016.

86



Apéndice A

Acoplamiento espin-drbita

En un atomo hidrogenoide, los numeros cudnticos n, [, m, y m, definen el estado
electrénico del atomo. Sin embargo, para atomos que contienen mas de un
electrén, se incluyen términos de energia de repulsién electrénica en el operador
Hamiltoniano perdiéndose asi la simetria radial del campo electrostatico. Siendo
asi posibles Unicamente soluciones aproximadas a la ecuacién de Schrddinger; sin
embargo, permanecen similitudes cualitativas y los nameros cuanticos se
preservan’. Se pueden obtener funciones de un electrén que describe la posicion
del electrén elegido independientemente de la posicion de los demas electrones,
pero incluyendo repulsiéon interelectrénica en un término de energia potencial
“efectivo”, como una aproximacién a la solucién exacta, se puede usar el
producto de la funcién de onda de un electron (AOs, orbitales atémicos). La
funcion de onda completa también debe incluir el espin y, para satisfacer el
principio de Pauli, tiene que ser antisimétrica con respecto al intercambio de
cualquier par de electrones a través de los orbitales ocupados. En otras palabras,
no pueden existir dos electrones con los mismos cuatro nimeros cudnticos, si n,
[y m, son iguales, los electrones tienen un espin opuesto.

Para obtener la configuracién electrénica del estado basal de elementos
polielectrénicos, los orbitales son llenados en orden de energia creciente
(principio de Aufbau), sujeto a la restriccién de que dos electrones no deben
tener el mismo conjunto de nimeros cuanticos.

Con el fin de obtener la energia total de los atomos, se debe encontrar el
momento angular total mediante la suma de vectores. Debido a que la resultante
del momento angular de electrones en una capa cerrada es cero, Unicamente se
consideran los que tienen capa abierta. Los momentos magnéticos debidos al
espin y al momento angular total interaccionan para producir dos niveles de
energias levemente diferentes y un momento total j=1+1/2.

Usualmente los estados electrénicos de los atomos son denotados por sus
“términos espectroscépicos” n?5*'L;, donde n es el nimero cuantico principal de
la capa parcialmente llena (por simplicidad, es frecuentemente omitido), S,L y ]
son el momento angular de espin, momento angular orbital y momento angular
total de los electrones, que se encuentran mediante suma de vectores. El término
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2S+1 es llamado multiplicidad. En los términos espectroscoépicos, el valor de L
es remplazado por una letra: S para L=0, P para L=1, D para L=2, y asi
sucesivamente.

Cuando un atomo contiene dos electrones en capas semi-ocupadas, el momento
angular de espin y el momento angular orbital pueden acoplarse en dos formas
dependiendo de la magnitud de las interacciones.

Para atomos ligeros (Figura A.2a), los dos momentos se consideran por separado
(Russell-Saunders o acoplamiento [s) para dar las resultantes L'y S: (I +1,) >L=>
(1 -1), y S=s;ts,. Entonces, L y S se combinan para dar lugar al momento
angular total resultante J: (L+S)>]J>(L—S) para L >S, o viceversa para L <S.

Para atomos pesados (figura A.2b), el momento angular de espin y el momento
angular orbital estan fuertemente acoplados, asi que la discusiéon anterior no es
valida y sélo es posible medir el momento angular total (acoplamiento jj). Para
dos electrones en orbitales no llenos, el momento angular ] estd dado por
Gr+ij2)=T=(Gr—j2) con j;=11ts; y jo=1,+s,. Cuando opera este tipo de
acoplamiento, los estados atémicos pueden ser representados (nicamente con el
valor ], siendo el Gnico nimero cuantico (figura A.2c).

El criterio para elegir entre ambos acoplamientos son las interacciones mas
importantes, entre las siguientes, se deben considerar primero:

1) Interaccién nicleo-electrén.

2) Repulsion electrénica.

3) Interaccién entre el momento de espin y el momento orbital (acoplamiento
espin-6rbita).

La interacciéon nlcleo-electrén es siempre la mas fuerte y se toma en cuenta
cuando se considera el diagrama de energia de los AOs. Si la repulsién
electrénica es mayor que el acoplamiento espin-6rbita, el acoplamiento Russel-
Saunders es el apropiado: la repulsién interelectrénica se explica por el diagrama
de configuracién electrénica y el acoplamiento espin-érbita por la division de los
estados electronicos de acuerdo al valor de J en el diagrama de estados.
Viceversa, si la repulsién electrénica es mas pequefia que el acoplamiento espin-
6rbita, se aplica el acoplamiento ji°
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np? configuration Pure I,s Pure j,j

. - , 1Sy
I,s coupling J,J coupling .
P —- (3/2,3/2) J=2,0
li 8y l1+s1— /4 E g - (3/2,1/2)J=1,2
+ 4+ '
I2 So I2 +So —)jz
Il l - (1/2,1/2) J =0
L+ S —>J J P ;
' Si Ge Sn  Pb (spin—orbit coupling ~ 10° cm™")
. . . _ 1
(a) (b) (c) C (spin—orbit coupling ~ 10 cm™)

Figura A.1. (a) Acoplamiento Russell-Saunders o L,S; (b) acoplamiento jj; y (c) efecto de incrementar
el acoplamiento espin-6rbita para una configuracion np? desde carbono hasta plomo.
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Apéndice B

Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT)

La funcién de onda electrénica de una molécula de n-electrones depende de 3n
coordenadas espaciales y n coordenadas de espin. Ya que el operador
Hamiltoniano contiene solamente términos espaciales de uno y dos electrones, la
energia molecular se puede escribir en términos de integrales que implican
solamente seis coordenadas espaciales. En este sentido, la funcién de onda de
una molécula polielectrénica contiene mas informacién que la que es necesaria, y
falta un significado fisico directo. Esto ha incitado la bUsqueda de funciones que
impliquen menos variables que la funcién de onda y que se puedan utilizar para
calcular la energia y otras propiedades.

En 1964, Pierre Hohenberg y Walter Kohn probaron que para moléculas con un
estado fundamental no degenerado, la energia molecular del estado fundamenta,
la funcibn de onda y todas las demds propiedades electrénicas, estan
determinadas univocamente por la densidad de probabilidad electréonica del
estado fundamental py(x,y,z), una funcién de solamente tres variables (el
subindice cero indica el estado fundamental)!. Se dice que la energia electrénica
del estado fundamental E, es un funcional de p, y se escribe E, = Ey[po], donde
los corchetes denotan la relaciéon funcional. La teoria de funcionales de la
densidad (DFT) intenta calcular E, y otras propiedades moleculares del estado
fundamental a partir de la densidad electrénica del estado fundamental, p,.

Si una funcién f(x) es una regla que asocia un nimero a cada valor de la
variable x para el que la funcién f estd definida, un funcional F[f] es una regla
que asocia un numero a cada funcién f. Enseguida se desarrollara el teorema de
Hohenberg y Khon.?

Si se considera el Hamiltoniano de una molécula de n electrones se tiene:

H:%iv‘”zv(r"HZZ% ¢))

i=1 i=1 j i>j
donde
Zy
v(r) =—- ) —
Tia
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Es la energia potencial entre el electréon i y los nlcleos, que depende de las
coordenadas (7#) del electrén i y de las coordenadas nucleares. Pero al utilizar
un sistema con nucleos fijos, las coordenadas nucleares dejan de ser variables y
la energia potencial v(r;) sélo depende de las coordenadas electrénicas, lo que
se conoce como el potencial externo que actlia sobre el electrén i, ya que tiene
un origen externo al sistema de electrones.

Una vez que se establece el potencial externo v(r;) y el nimero de electrones n
en el sistema, se puede determinar la funcién de onda y la energia de la
molécula al solucionar la ecuacién de Schrodinger.

Hohenberg y Kohn demostraron que la probabilidad de densidad electrénica
determina tanto el potencial externo como el nimero de electrones y, por tanto,
la funcién de onda y la energia molecular. De esta manera, se puede decir que
la densidad electrénica contiene toda la informaciéon necesaria para describir al
sistema.

El hamiltoniano puramente electrénico es la suma de la energia cinética, el
potencial debido a la atraccién entre el nlcleo y los electrones y el potencial
debido a la repulsién entre los electrones. Asi, se puede escribir:

E=T+V,,+V,

Cuando se introduce el teorema de Hohenberg y Kohn, se impone que todos
estos términos son dependientes de la densidad, por lo que se llega a la
ecuacion siguiente:

Eo = Eylpol = Tlpol + Vnelpol + Veelpol (2)

donde E, es la energia que depende del potencial externo. Cada una de las
cantidades son propiedades promedio obtenidas de la densidad electronica. El
operador de la energia potencial, producto de la interacciéon nlcleo-electréon, es

n

Ve = Y v (1)

i=1
donde
Zg

vir) =-) —
i

que es la suma de la interacciéon del electrén i con cada uno de los nicleos a.
De esta manera, el operador es la suma de las interacciones de todos los
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electrones con todos los nlcleos y, si se aplica el operador V,, a la densidad
electrénica, que es una funcién continua, se tiene:

e = [ ovar )
si esta Ultima expresion se introduce en la ecuacién (2) se obtiene:
By = Eulpo] = [ o) v@)ar + Tlpgl + Teeloo]l — (#)
De esta ecuaciéon se conoce la cantidad V,.[p,] pero no las cantidades T[p,] Y

I7ee (o]

Otro teorema propuesto por Hohenberg y Kohn establece que se puede encontrar
la energia molecular empleando el método variacional mediante la expresién:

Tlp] + Voelpo] + f pu(rdr = Eylps]  (5)

Y en principio se puede calcular la energia sin que se requiera el calculo de la
funciéon de onda; sin embargo, el teorema aqui analizado no indica cémo calcular
E, a partir solamente de p,, cuando se conoce el funcional E[p]. Con la finalidad
de resolver este problema, Kohn y Sham propusieron un método prdactico para
encontrar la densidad p, y, a partir de ella, la energia E, (1965)°. Este método
en principio permite obtener resultados exactos, pero en realidad sélo arroja
resultados aproximados, ya que opera con funcionales que son desconocidos.

Kohn y Sham consideran un sistema de referencia ficticio (descrito por la letra )
y denominado sistema no interactuante de n electrones, los cuales experimentan
el mismo potencial externo wvs(r;), que es una cantidad elegida de tal manera que
la densidad sea igual a la densidad electrénica exacta de la molécula en estudio.

Ps = Po (6)

El sistema de particulas no interactuantes tiene un hamiltoniano de la forma
siguiente:

Hy = Z [~ 577+ st = Z RS ()
i=1 i=1

Donde h?s es el hamiltoniano de Kohn-Sham de un electrén.
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Como el sistema de referencia S estd formado de particulas no interactuantes, es
posible separar el efecto de cada una y, a partir del principio de Pauli, se
obtiene una funcién de onda del sistema de referencia en el estado basal Wsy,
que se escribe como un determinante de Slater de espin orbitales de Kohn-Sham
ufS, donde la parte espacial 6X5(r;) de cada espin orbital es funcién propia del
hamiltoniano h}‘s, que depende sélo de un electron. De esta manera se tiene que:

Wso = |uguy, ..., u|, donde u; = 855(r;)o;. Aqui o es la funcién de espin (o o B). Con
esto es posible escribir la ecuacién de valores propios siguiente:

PO = &0/ (8)

S

Donde &5 es la energia del orbital de Kohn-Sham.

Considerando el sistema de referencia, se pueden definir las diferencias entre
este sistema y el sistema real, como:

AT[p] = Tlp] — Tslp] 9

Donde AT es la diferencia entre la energia cinética electrénica de la molécula
real y la del sistema de referencia de electrones no interactuantes, con densidad
electrénica igual a la de la molécula real. De la misma manera, se establece la
diferencia siguiente:

1
AVeelp] = Veelp] =5 f f p(rlr)l#drldrz (10)

Donde r;, es la distancia entre los puntos 1y (xy,y1,21) Yy 12(x2,¥2,2,). La cantidad

%ffmwldrz es la expresién clasica para la energia potencial de repulsion
1,2

electrostatica entre los electrones, si se les consideran sumergidos en una
distribucién de carga continua con densidad electrénica p. La carga dQ,, en un
pequefio elemento de volumen dr de dicha distribucién es igual a
dQ, = —ep(r;)dr; y la energia potencial de repulsién entre dQ, y la carga en el
elemento de volumen dr,, localizado a una distancia r, es ezmdrldrz. La

71,2
integracion sobre dr, produce la energia de repulsiéon entre dQ, y la distribucion
de carga, mientras la integracién sobre dr; y la multiplicacién por Y2 produce la
energia de repulsién total, donde el factor % es necesario para prevenir el contar
dos veces una repulsion entre dQ, y dQ, y otra entre dQ, y dQ;.

Al tomar en cuenta las ecuaciones 9 y 10 y despejar las cantidades necesarias,
se puede reescribir la ecuacién 4, con lo que se tiene:
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1
E,lp] = f P (r)dr + Tslp] + f f %dadrz FATIP] + AVe[p] (1)

En esta ecuacién los funcionales AT y AV,, no se conocen. En este punto, estas
cantidades desconocidas se incluyen en la definicién de un nuevo funcional, el
funcional de energia de intercambio y correlacién de la manera siguiente:

Exclp] = AT[p] + AVeelp] (12)

La energia de intercambio y correlacién Eyxc contiene los términos siguientes: la
energia de correlacién cinética, la energia de intercambio (que se origina en el
requerimiento de antisimetria) y la energia de correlacion coulémbica. Por lo que
se puede reescribir el funcional de energia de la ecuaciéon 4, de la manera
siguiente:

1
ulol = [ penear +1oipl +5 [ [FE D dran, 4 5iclo) (19

Como se puede observerar, es posible expresar E,[p,] por medio de cuatro
términos en la relacién 13. Los tres primeros términos pueden ser evaluados
facilmente a partir de la densidad electréonica y en ellos se incluyen las
contribuciones mas importantes a la energia del estado basal. El cuarto término
Exc no se puede evaluar con la misma facilidad.

Para poder resolver completamente estas ecuaciones se necesita, primero,
determinar la densidad electrénica del estado basal. En este punto es preciso
recordar que se definié la densidad electrénica del sistema de referencia como la
densidad electrénica de la molécula real en su estado basal: ps = po.

La densidad electrénica para un sistema de n particulas que se expresa como un
determinante de Slater de espin orbitales, donde u; = 8X5(ry)o;, se obtiene por la
relaciéon siguiente:

n
p=ps=Z|9iKS|2 (14)
i=1

Para valorar los términos en la ecuaciéon 13 se utiliza el procedimiento siguiente.
201) gy que se puede evaluar

TLa
facilmente si se conoce la densidad. El término Ts es la energia cinética del
sistema de electrones no interactuantes con una funcién de onda Ws, igual a un
determinante de Slater de espin orbitales de Kohn-Sham ortonormales, por lo que

Se cuenta con la expresion [p(Mu()dr ==Y,Z, [
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se tiene que T[p] =—§(‘P5|Zivf |¥s), y utilizando la parte espacial de los espin

orbitales se obtiene la expresién Ts[p] = —%Zi(955(1)|V2|9{{5(1)).

Por lo tanto, se puede reescribir la ecuaciéon 13 de la siguiente forma:

Eo=—) Z f p(“)drl—%2(955(1)Iv2|955(1)>+ f f %dndrzwﬂm (15)

T«

i

Asi es posible determinar E, a partir de la densidad, siempre y cuando se

puedan encontrar los orbitales de Kohn-Sham 6XS y se conozca el funcional Eyc.

Los orbitales de Kohn-Sham 6Xs

son los orbitales para el sistema de referencia
ficticio de electrones no interactuantes y, de manera estricta, no tienen un
significado fisico; su utilidad es la de permitir que la densidad molecular exacta
del estado basal pueda ser calculada a partir de la ecuacién 14. Lo mismo se

puede decir de los orbitales en el método Hartree-Fock.

Los orbitales de Kohn-Sham se obtienen siguiendo el teorema de Hohenberg y
Kohn que propone que se puede encontrar la energia del estado basal
variacionalmente, es decir, cambiando la densidad con el fin de minimizar E,[p],
lo que es equivalente a variar los orbitales 6f° para determinar la densidad y
satisfacer el sistema de ecuaciones siguiente:

hES (16 (1) = 56/ (1)

57— w]er @ = 6@ as)

El operador de Kohn-Sham hXS(1) para un electrén es similar al de Fock utilizado
en las ecuaciones de Hartree-Fock, excepto que el operador de intercambio
-2i-1k; es reemplazado por el potencial Vyc.

1 Z T

- =V} —Z—“+ fp( Z)drz + Ve | 055 (1) = 55055 (1) (17)
2 Tia 1,2

El potencial de intercambio y correlacion Vy. es la derivada del funcional de la

energia de intercambio y correlacion Ey.:

8Exc[p(r)]

Vyc(r) = 5p(r)

(18)

El problema que se presenta en este punto es que el funcional Exc[p] no se
conoce. Se han desarrollado varios métodos para encontrar aproximaciones a
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este funcional y de esta manera poder resolver la ecuacién 18; algunas de estas
aproximaciones son* Aproximacion Local de la Densidad (LDA) y Aproximacién
Local de la Densidad de Espin (LSDA).

Los calculos se inician con una densidad de partida, que usualmente se
encuentra superponiendo las densidades calculadas de los atomos individuales en
la geometria molecular. De esta p inicial se estima Vy.(r), la cual se usa en las
ecuaciones de Kohn-Sham (ecuacién 17), lo que permite obtener-de la misma
manera que en el método Hartree-Fock- los orbitales 6f° con una ecuacion
secular:

b Csi (RES — ef5S,5) =0 con r=12,..,b (19)

Una vez obtenidos los orbitales 6X°

, éstos son usados para conseguir una
densidad electrénica, y con ello se inicia el ciclo de nuevo (figura B.1). Las
iteraciones continGan hasta que no exista una diferencia en la densidad y en los
orbitales Kohn-Sham. Y una vez que el cdlculo converge, se puede calcular la

energia, ya que se conoce p y el funcional aproximado Eyc.’
I,

0Exc[p(r)]
Sp(r)

Vyc(r) =

RES(1)BKS(1) = eKS0K5 (1)

No

n
2 " z
— KS . Si Calculo de
= E ! : ?
p |91 | ¢Convergio? Propiedades
i=1

Figura B.1. Calculo con teoria de funcionales de la densidad.
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Apéndice C

Teoria Cudntica de Atomos en Moléculas (QTAIM)

En una molécula los electrones se encuentran distribuidos a través del espacio en
un campo de atraccién ejercido por los nlcleos; éstos actGan como un punto
atractor alrededor de una nube de carga negativa conocida como densidad
electrénica, p(r). La densidad electronica es una propiedad que describe la
manera en la cual la carga electréonica de una molécula se encuentra distribuida
a través del espacio real. La densidad electrénica estd en funcién de tres
coordenadas espaciales y puede ser analizada en términos de su topologia.l

La teoria topolégica de atomos en moléculas (QTAIM) permite localizar y
cuantificar los puntos criticos (PC, puntos donde el gradiente de la densidad
electrénica en una molécula es igual a cero: Vf(x,y,z) =0) [9], cuyo andlisis
provee informacién necesaria para definir un concepto muy importante en
quimica, el enlace.

Los puntos criticos se caracterizan por su rango (w, que indica el nimero de
curvaturas de la densidad electrénica diferentes de cero) y firma (o, que es la
suma algebraica de los signos de los valores propios). De esta forma, existen
cuatro tipos de puntos criticos:

- (3,-3): las tres curvaturas son negativas y la densidad es un méximo local,
corresponde a un punto critico nuclear (NCP).

- (3,-1): dos de las curvaturas son negativas, por lo que la densidad es un
maximo en el plano definido por los ejes correspondientes, mientras que
tiene un minimo a lo largo del eje perpendicular al plano, corresponde a
un punto critico de enlace (BCP).

- (3,41): dos de las curvaturas son positivas, por tanto, la densidad es un
minimo en el plano definido por los ejes correspondientes y un maximo a
lo largo del tercer eje que es perpendicular a este plano, corresponde a
un punto critico de anillo (RCP).

- (3,43): las tres curvaturas son positivas y la densidad es un minimo local,
corresponde a un punto critico de caja (CCP).2

El laplaciano de la densidad electrénica, V?p(r), es un campo escalar que
determina dénde se encuentra la carga electrénica sobre los atomos de una
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molécula; su magnitud determina qué tan fuerte es el efecto de la concentracion
(CC) o disminucién (CD) de densidad electrénica.®*

La geometria de una molécula puede definirse como el conjunto de coordenadas
de los nucleos, sin importar la conectividad; una trayectoria de enlace (BP) es
entonces una linea a lo largo de la cual la densidad electrénica se encuentra
maximamente concentrada en la unién de un par de atomos enlazados,
convirtiéndose asi en un indicador de enlaces entre atomos. Una grafica atémica
es aquella que muestra la estructura dada por el laplaciano a través de la
colecciéon de puntos criticos para cada atomo en su capa de valencia. Asi, una
molécula se define como el conjunto de puntos criticos y trayectorias de
enlace.>®

C.1. Propiedades atomicas

El promedio de una propiedad 0 en una cuenca , 0(Q), se calcula con la
relacion:

0(Q) =(0)q = gf drf do’ [w 0w + (0W) ¥ (1)
Q

Donde 0 es el operador de un electrén o la suma de los operadores de un
electrén. Algunos ejemplos de éstas propiedades se detallan a continuacién.

C.1.1. Poblacion electrénica atémica [N(Q)] y carga [q(Q)]

La poblacion electrénica total de un atomo, N(Q2), en una molécula es obtenida al
igualar 0 =1 en la ecuacién (1). Esto lleva a:

V@ = [oar @
Q
que también puede ser expresada en términos de la poblacién de espin:

N = ) [ OWE)E + GO @)

en donde las poblaciones de espin separadas estan dadas por:
WO = [ 97OV Odr =57@ @
Q

donde o se refiere a cualquiera de las poblaciones de espin @ o B,y S7(Q) es el
elemento i en la diagonal de la matriz de traslape atomica.

98



La carga atémica se obtiene restando N(Q) de la carga nuclear Zg:
q(Q) =Zo-NQQ)  (5)

C.1.2. Energia atémica total [E.(Q)]

La particién de la energia molecular total en un conjunto de energias atdémicas
aditivas es un problema no trivial resuelto por Bader. Si consideramos que la
funcion de onda calculada satisface el teorema del virial atdomico, descrito de la
siguiente forma:

—2T(Q) =V(Q) (6)

donde V(Q) es el virial atémico total y T(Q) es la energia cinética atémica,
entonces, la energia atémica electrénica, E.(Q) esta dada por:

E.(Q) =T(Q) +V(Q) (7)

Para sistemas en equilibrio no hay fuerzas de Hellmann-Feynman actuando en el
nlcleo, entonces el virial se considera como el promedio de la energia potencial
de la molécula, es decir, V =V. Bajo esta condicién, la ecuacién (6) puede ser
descrita de la siguiente forma:

—2T(Q) = V(Q) )

donde V(Q) es la energia potencial del atomo Q, y la ecuacién (7) puede
representarse entonces como:

1
EQ)=E.@Q)=TQ)+V(@Q) =-TQ) = EV(Q) 9

donde E(Q) es la energia total del atomo Q.

Asi, la energia de un atomo en una molécula en su geometria de equilibrio se
obtiene del teorema virial, y considerando que E(Q) =-T(Q). La suma de las
energias atémicas da lugar, naturalmente, a la energia total de la molécula
(obtenida directamente del calculo de estructura electrénica) con un error
numérico de integracién. Dicha aditividad de las energias atémicas es expresada
de la forma:

Evowar = ) E@)  (10)
Q
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Esta ecuacién representa la particion de la energia molecular total en

contribuciones atémicas, una particién que incluye, por ejemplo, la contribucién

de la repulsién nicleo-nicleo a la energia molecular.?
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