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RESUMEN

Como parte de la busqueda de nuevos medicamentos antineoplasicos y del estudio de los
complejos de cobre con actividad anticancerigena, el presente trabajo describe la sintesis,
caracterizacion y evaluacion in-Vitro y encapsulacion en liposomas de fosfatidilcolinas, de nuevos
complejos mixtos 2-2'Bipiridina y 1-10 Fenantrolina con el aminoacido no esencial citrulina.
Como resultado fue posible la sintesis de cuatro nuevos complejos; Cu(L-Citr)(phen)](NO3),
[Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3), [Cu(DL-Citr)(Bipy)(H20)](NO3)(H20) y [Cu(DL-Citr)(phen)](ClO4);
los cuales fueron caracterizados por cristalografia de rayos X y técnicas espectrofotométricas. Dos
de los complejos, Cu(L-Citr)(phen)](NO3) y [Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3), presentan buena
solubilidad para realizar ensayos in-vitro con el fin de evaluar su unién al ADN y su actividad
citotoxica. Los resultados obtenidos muestran que los dos complejos presentan una tendencia por
intercalar el ADN e inducir apoptosis en lineas celulares de cancer, siendo el complejo Cu(L-
Citr)(phen)](NO3) el que mejor actividad ofrece. La encapsulacion se efectud con el complejo
Cu(L-Citr)(phen)](NO3), y se establecio un disefio experimental para evaluar el uso de diferentes
fosfatidilcolinas y diferentes iones utilizados en la sintesis de las nanoplataformas, encontrando
que este ultimo factor genera un efecto importante sobre la citotoxicidad del ensamble final, y que

el uso de cloruros afecta negativamente la citotoxicidad del ensamble.

Palabras clave: Citrulina, caracterizacion, actividad bioldgica, ADN, citotoxicidad, encapsulamiento,

liposomas, fosfatidilcolina, buffer, disefio experimental.



ABSTRACT

As part of the search for new antineoplastic drugs and the study of copper complexes with
anticancer activity, the present work describes the synthesis, characterization, in-vitro evaluation
of new mixed complexes 2-2'bipyridine and 1-10 phenanthroline with the non-essential amino acid
citrulline. As well as their encapsulation inside liposomes of phosphatidylcholines. It was possible
to synthesize four new complexes; [Cu(L-Citr)(phen)](NO3), [Cu(L-Citr)(bipy)](NO3), [Cu(DL-
Citr)(Bipy)(H20)](NO3)(H20) and [Cu(DL-Citr)(Phen)](CIO4), which were characterized by X-
ray crystallography and spectrophotometric techniques. Two of the complexes, Cu(L-
Citr)(Phen)](NO3) and [Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3), present good solubility to perform in-vitro assays
to evaluate the binding to DNA and their cytotoxic activity. Results show that the two complexes
present a tendency to intercalate DNA and induce apoptosis in cancer cell lines, being the Cu(L-
Citr)(Phen)](NOs) complex the one that offers the best activity. The encapsulation was performed
on the Cu(L-Citr)(Phen)](NO3) complex, establishing an experimental design to evaluate the
pharmacological impact of using different phosphatidylcholines and different ions in the synthesis
of the nanoplatforms, finding that the latter factor greatly affects the cytotoxicity of the final

assembly, and that the use of chlorides negatively affects the cytotoxicity of the assembly.

Keywords: Citrulline, characterization, biological activity, DNA, cytotoxicity, encapsulation,

liposomes, phosphatidylcholine, buffer, experimental design.



1. INTRODUCCION

El estatus actual de todos los tipos de cancer muestra tendencias en aumento tanto en incidencia,
prevalencia y mortalidad que colocan a la enfermedad como una de las principales amenazas a la
salud mundial. Prueba de ello se muestra en el censo del 2020 realizado por el GLOBOCAN, con
mas de 19 millones de casos activos en todo el mundo [1], siendo las regiones mas urbanizadas e

industrializadas como Europa, Norteamérica y Asia del este las mas afectadas.

Existe una gran variedad de causas que originan la incidencia de esta enfermedad, como lo son
adicciones como el tabaquismo y el alcoholismo, factores ambientales como la contaminacién
proveniente del aire o el agua, habitos alimenticios, factores genéticos entre otros [2]. A pesar que
los esfuerzos por disminuir el impacto de estos factores han sido grande, la realidad muestra que
estas causas también siguen una tendencia alcista, por ejemplo, el consumo de tabaco ha

aumentado considerablemente en los ultimos afios [3].

Al comparar la tendencia en aumento de los factores que favorecen la incidencia del cancer, se
puede inferir que las cifras de la enfermedad estaran de la mano con estas tendencias, lo que supone
que la seguridad social mundial estara mas comprometida si no se tienen lineas de tratamiento mas

efectivas.

Las lineas de tratamiento clasicos incluyen varios agentes quimioterapéuticos como lo son
medicamentos como el cisplatino, el carboplatino, el taxol, la doxorrubicina, la gemcitabina, entre
otros, pero en las ultimas décadas el numero de casos de cadncer con tumores resistentes a uno o
mas farmacos ha crecido considerablemente, lo que reduce las opciones de tratamiento [4]. Aunque

han surgido nuevos fArmacos alternos como lo son bloqueadores hormonales o terapia monoclonal,



su precio es demasiado elevado para el ingreso de muchos pacientes, lo que limita las opciones

que se pueden ofrecer alin mas [5].

Sin embargo, no solamente el precio de un medicamento y su efectividad se tienen que tener en
cuenta en cualquier linea de investigacion sobre cancer, puesto que el desgaste que genera una
terapia quimioterapéutica en el organismo del paciente puede conllevar a un estado postratamiento
indeseable, donde hay que recordar que ciertos medicamentos como el cisplatino pueden tener
efectos colaterales como lo es el dafio nefrologico y/o neurologico. Nuevas alternativas de costo
reducido, alta biocompatibilidad y alta eficacia se han investigado con gran esfuerzo, investigacion

que ha dado frutos con gran potencial.



2. JUSTIFICACION

La tendencia en aumento de incidencias de cancer, los costos de los tratamientos actuales, los
efectos adversos de los tratamientos y los recientes casos de resistencia a farmacos han generado
la necesidad de nuevas alternativas con mayor eficacia y menor costo para seguir tratando la

enfermedad.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

¢ Sintetizar nuevos analogos de casiopeinas cobre-citrulina con potencial antineoplasico y
su posterior encapsulacion en nanoplataformas que permitan una biodistribucion

controlable

3.2. Objetivos particulares

e Elucidar mediante cristalografia de rayos X la estructura de los nuevos complejos y
caracterizar mediante técnicas espectroscopicas los nuevos complejos sintetizados

e Evaluar mediante ensayos in-vitro la actividad bioldgica de los nuevos complejos
sintetizados

e Disefiar y evaluar plataformas de entrega (Liposomas) para los complejos con los mejores

resultados mostrados en los ensayos in-vitro



4. MARCO TEORICO

4.1. Cancer

El cancer, seglin la definicion del Instituto Nacional del Céancer, es una enfermedad descrita como
el crecimiento anormal y sin control de las células en cualquier tejido del cuerpo, que, dependiendo
de las circunstancias, tiene la capacidad de superar en nimero a las células sanas de ese mismo
tejido y diseminarse hacia otras partes del cuerpo[5]. Esta enfermedad no es reciente, ya que se
tiene conocimiento de ella desde tiempos anteriores a la antigua Grecia, y a pesar de que muchos
tipos de tumores fueron descritos en el mundo antiguo, su estudio consistia mas en explicaciones

sobrenaturales y supersticiones.
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Figura 1. Representacion artistica del siglo XVI de los cuatro humores constituyentes del cuerpo humano

Fue precisamente en la antigua Grecia donde se intentd racionalizar su origen debido a causas
completamente naturales. La etimologia de la palabra tiene origen en el griego Karkinos, que
significa “cangrejo” en alusion a las observaciones de Hipocrates sobre cangrejos con grandes

deformidades [6]. Con la escuela de Hipdcrates, se atribuy6 esta enfermedad a un desequilibrio



de los humores en el cuerpo (figura 1), idea que por siglos domind por completo la nocion de lo

que la enfermedad significaba [7], [8].

A medida que las sociedades empezaron a desarrollar conocimiento de una manera metodica y
sistematica, el estudio del cancer abandond las antiguas creencias sobre su causalidad. Uno de los
primeros estudios que lograron demostrar una causalidad con éxito se remonta al siglo XVIII. El
médico inglés Sir Percivall Potts realizo un estudio detallado de las verrugas de hollin, un tipo de
tejido canceroso que surgia en la region del escroto. Este afectaba principalmente a los
deshollinadores ingleses, y su estudio logrd relacionar de manera inequivoca el oficio de los
deshollinadores con este tipo de carcinoma y, por lo tanto, demostrar que la exposicion al hollin
provocaba este tipo de cancer [9]-[11]. La relevancia de este trabajo, ademas de ayudar a promulgar
leyes de proteccion laboral para trabajadores domésticos [12], también fue uno de los primeros
trabajos que reconocid a una sustancia como carcindgena y demostré que esta enfermedad puede
ser provocada por factores ambientales por lo que sirvié como base para el estudio moderno del
cancer. Con el tiempo fueron identificados cada vez mas agentes capaces de provocar tumores,
pero los mecanismos que originan la formacion de un tumor aun no quedaban claros, por lo que

por mucho tiempo se atribuy6 esta enfermedad a factores meramente ambientales.

Después de que se descubriera la existencia del virus y su papel como agente causante de
enfermedades, un hallazgo llamo la atencion de la comunidad cientifica. En 1911 Peyton Rous
descubrio que el extracto libre de células de los sarcomas extirpados de pollos enfermos tenia la
capacidad de inducir el sarcoma en pollos sanos [8], [13]-[15], y puesto que el cancer para estas
épocas no era reconocido como una enfermedad infecciosa, este descubrimiento quebrantaba la
causalidad ambiental de la enfermedad. Mas tarde se aislo un agente viral de este extracto y fue

bautizado como el virus del sarcoma de Rous (RSV por sus siglas en inglés). Este virus, terminaria



por convertirse en un estdndar de estudio en laboratorios de todo el mundo. Ya que siendo un
agente infeccioso que solo infectaba a pollos de raza Plymouth Rock (figura 2), y después de varios
pases, investigadores pudieron infectar a pollos de otras razas de pollos, extendiéndose este
experimento hasta llegar a infectar otras especies como patos, gorriones e incluso mamiferos como

ratas y ratones.

Figura 2. El ave Plymouth Barred Rock original del trabajo de Peyton Rous (1910) mostrando los sintomas
de la infeccion con el RSV. Tomado de Weiss y Vogt (2011)

Como lo menciona Martin en su revision [13], en afios posteriores, para poder entender el
mecanismo en el que un virus provocaba la aparicién de caracteristicas cancerigenas en una
poblacion de células sanas. Un primer reto fue el establecimiento de métodos que permitieran
medir la cantidad de virus necesario para poder infectar una poblacion de células sanas y

transformarlas en células cancerigenas.

De estos trabajos surgieron el ensayo de pustulas (o focus assay en inglés). El cual consistia en
inocular huevos embrionarios sobre la membrana corioalantoidea, donde los virus, al infectar una
célula de la membrana, generan pustulas en forma de puntos discretos, y al diluir una muestra de

virus e inocular sobre la membrana del embrion, aparecen pustulas en un nlimero proporcional al



nimero de virus de la dilucion [16]. El ensayo fue disefiado a partir de las observaciones que hizo

el mismo Peyton Rous sobre las pustulas en embriones.

Sin embargo, hubo un fenémeno que no fue capaz de aclarar, y fue el hecho de que algunos
tumores, al transformarse en células cancerosas, no eran capaces de crear cantidades de virus
detectables, este hecho, generaba cierta incertidumbre acerca del mecanismo de accioén de un virus

sobre la transformacion de células [17].

Este problema esperd hasta la década de 1950 para ser atendido por Ray Bryan, cuando se
descubrido que los tumores no productores de virus a menudo eran producto de infectar y
transformar células con diluciones bajas de virus. Mientras que diluciones altas de virus producian
tumores que liberan cantidades sustanciales de virus, el fendmeno posteriormente fue explicado al
descubrir que existia la interferencia de virus contaminantes como el virus de leucosis aviar,
presente de manera casi habitual en la especie. Lo que permite a esta interferencia bloquear los
receptores para la entrada del RSV que solo al aumentar la dosis era capaz de infectar la célula,
pero producto de esta interferencia surgieron cepas que no eran capaces de infectar nuevas células,
denominadas variantes replicativas-defectuosas [13], [15], [17]-[22]. Tiempo después, al tratar el
virus con tratamientos fisicos como la irradiacion y o UV, también surgieron cepas que podian
infectar fibroblastos en cultivo, pero no eran capaces de inducir las caracteristicas cancerigenas,
denominadas variantes transformantes-defectuosas. La diferencia entre las cepas del RSV
replicativas-defectuosas y transformantes-defectuosas en contra de aquellas cepas que podian
infectar y transformar células al mismo tiempo, era la responsable del poder tumorigénico del
virus, pronto esta diferencia fue identificada como un gen y nombrado como src [13], [15], [17],

cuando la proteina que era codificada por este gen fue aislada, purificada y elucidada, se descubrid



que se trataba de un receptor de estrogeno mutante, con un dominio defectuoso que no reconoce

los sistemas de regulacion.

El descubrimiento de este hecho caus6 confusion y rechazo dentro de la comunidad cientifica en
un inicio. Pero con el posterior descubrimiento de la proteina retrotransciptasa que permite a
ciertos virus poder introducir secuencias ajenas al hospedero dentro de su genoma, las dudas acerca
de este gen quedaron resueltas junto con el mecanismo de accion del RSV. Este hecho sugirié que
es la introduccion de secuencias defectuosas en el genoma del hospedero lo que provocan un fallo
en la regulacion del crecimiento del tejido y, por lo tanto, inducen un crecimiento anormal de este

(8], [13], [15], [17].

Las experiencias anteriores sirvieron para terminar de acuiar la palabra “oncogén” describiéndose
como aquellos genes que su mutaciéon puede provocar el crecimiento anormal de un tejido.
Ademas, este descubrimiento también reveld que el cancer es una enfermedad que tiene un origen
genético y que todos los factores que causan el crecimiento anormal de células deben su
mecanismo a la interaccion con el DNA de la célula, promoviendo mutaciones o dafios en la cadena

que altera los sistemas de regulacion celular.

4.2. El surgimiento de la quimioterapia

Si bien la consecuencia 16gica ante el conocimiento de una enfermedad tan antigua y con una alta
incidencia y mortalidad es la bisqueda de tratamientos efectivos (o una cura). La historia no ha
sido sencilla, en gran parte debido al poco conocimiento real que se habia tenido de la enfermedad,

lo que hizo que muchos tratamientos estuvieran basados en las nociones que sé tenian del mismo
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cancer. Por ejemplo, en la antigua Roma, donde la escuela de Galeno tiene origen, los tratamientos

consistian mas en supersticiones que apuntaban a equilibrar los humores del cuerpo [23].

Con los avances graduales en medicina y en practicas quirtrgicas, los primeros tratamientos que
mostraron efectividad reservada fueron justamente aquellas cirugias destinadas a la extirpacion de
tumores [23], [24]. Sin embargo, las condiciones en que se realizaba una cirugia involucraban un
riesgo muy alto para el paciente, por lo que la probabilidad de éxito era muy baja. Solo a medida
que nuevos procedimientos como la anestesia, la asepsia en quirdfano y el descubrimiento y uso
generalizado de antibidticos como la penicilina entraron en escena, es que la cirugia alcanzd
niveles de éxito mas grandes. Desafortunadamente, incluso en los casos donde una cirugia podria

efectuarse con éxito, la remision no se lograba en todos los casos [23]-[26].

Después de los eventos de la primera y segunda guerra mundial (figura 3), el mundo cientifico
hered6 un gran acervo de compuestos quimicos que, a pesar de que su principal uso fue para la
guerra, sirvieron de base para muchos productos de bien comun, tales como: fertilizantes,
pesticidas y medicamentos. De hecho, el primer agente quimico que fue estudiado como
antineoplasico fue la mostaza sulfurada, debido a que se habia observado durante la primera y
segunda guerra mundial que este agente causaba una disminucién de glébulos rojos en los
pacientes que estuvieron expuestos a derrames o ataques militares con esta arma. Racionalizando
el principio de la disminucion de células de rapido crecimiento, se llego a la hipdtesis de que la
mostaza sulfurada también podria tener un efecto en células cancerosas. Con esta idea, Louis
Goodman y Alfred Gilman administraron mostaza sulfurada en un paciente con linfosarcoma,
siendo la sorpresa, que el tumor logr6 reducirse en tamafio, y aunque a remision no fue lograda,

este descubrimiento marcé el inicio de la quimioterapia dirigida contra el cancer [27]-[31].
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Figura 3. Fotografia tomada durante la primera guerra mundial que muestra las quemaduras provocadas
por la mostaza sulfurada. Archivo perteneciente a la US National Archives And Records Administration

De la experiencia de la mostaza sulfurada siguieron los estudios en la década de 1940 por el 4cido
folico, una molécula de reciente descubrimiento en la época. Teniendo la observacion de ser un
compuesto deficiente en pacientes con anemia megaloblastica y causar un estimulo en la
proliferacion de la leucemia linfoblastica aguda, se establecid que era un factor importante para el
desarrollo de esta enfermedad. Como resultado de esto, y como una manera de racionalizar la
funcion del 4cido folico sobre el crecimiento celular, se empezo6 a estudiar a los andlogos, a los
folatos y su efecto en el crecimiento de células malignas, de este estudio, Sidney Farber introdujo
el metotrexato, un andlogo metilado del acido folico (Figura 4). En los estudios contra la leucemia
linfoblastica aguda (ALL) en nifos, este mostré que posee actividad inhibitoria sobre la
enfermedad, y sorpresivamente la nueva molécula lograba la remisién completa de la enfermedad,

convirtiéndose en el primer medicamento efectivo contra el cancer [31]-[33].

El mecanismo de accion del metotrexato radica en la inhibicion irreversible de la enzima
dihidrofolato reductasa (DHFR), la cual es crucial para la sintesis de-novo de nucleodtidos en la
célula, y al ser bloqueada irreversiblemente induce la apoptosis en la célula [32], [34], [35].

Aunque tuvieron que pasar mas de 30 afios después de los experimentos de Farber para elucidar
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este mecanismo, una idea quedo clara, y es que pequefias modificaciones en los metabolitos de
vias sintéticas fundamentales para el crecimiento, pueden provocar la inhibicidén del crecimiento,
bajo esta idea surge el principio de los antimetabolitos.
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Figura 4. Estructuras del acido félico (estructura superior) y del metotrexato (estructura inferior)

Con el descubrimiento de la penicilina y la fascinacion por los increibles resultados que ofrecia el
nuevo medicamento contra enfermedades infecciosas, se planted la pregunta de si existiria un
efecto contra células malignas por parte del antibidtico. Aunque la respuesta fue rotundamente
negativa, la posibilidad de encontrar una molécula con propiedades bactericidas (o
bacteriostaticas) y al mismo tiempo propiedades antineoplésicas, se siguié estudiando. De la
buisqueda por nuevos antibidticos, el grupo de investigacion de Selman A. Waksman descubri6é un
nuevo antibiotico, el cual fue aislado de cepas del género Streptomyces y bautizado como
Actinomicina D. Aunque fue descartado para su uso en infecciones debido a la toxicidad, la

investigacion contra células cancerosas dio resultados positivos, siendo el primer antibidtico
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descubierto con propiedades antineoplasicas y uno de los primeros agentes de origen natural [31],

[36]-[40].

El interés de las moléculas de origen natural también abrid camino en la investigacion de la
quimioterapia contra el cancer. En 1956, la division de tratamientos del Instituto Nacional del
Céncer (NCI) en Estados Unidos, encargd en C. Gordon Zubrod (médico que previamente trabajo
con agentes antipaludicos para el ejército estadounidense), una linea de investigacion para la
busqueda de farmacos con actividad antineoplésica. Con un profundo interés en productos de
origen natural provenientes de plantas y fuentes marinas, Zubrod encamin6 la linea de
investigacion hacia estas fuentes, lo que conllevo el descubrimiento de los taxanos con el
aislamiento de dos compuestos activos: el paclitaxel y la camptotecina en 1964 y 1966
respectivamente, por Monroe E. Wall y M. C. Wani. Ambos compuestos fueron aislados de la
corteza de dos arboles, el tejo del pacifico (Taxus brevifolia) y del arbol chino de la vida
(Camptotheca acuminata). De estos, el paclitaxel terminaria convirtiéndose en un medicamento
aprobado por la FDA, siendo recetado como primera linea de tratamiento de tumores soélidos,
mientras que la camptotecina debido sus efectos adversos no logro la aprobacion, pero sirvié como

modelo para la creacion de otros medicamentos como el irinotecan [31], [41]-[45].

Las investigaciones descritas, ademds de entregar los primeros agentes quimioterapéuticos

efectivos, abrieron las puertas al descubrimiento de nuevas clases de medicamentos, por ejemplo:

e [amostaza sulfurada abrio la investigacion a moléculas capaces de alquilar el ADN donde
surgieron medicamentos como la ciclofosfamida, la ifosfamida, el busulfano, el

clorambucilo o el melfalan [46]-[48]
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e De la investigacion de los antifolatos surgi6 las antimetabolitos que pronto se extendieron
mas allda de andlogos del acido folico con los andlogos de nucledsidos como la

mercaptopurina, la gemcitabina o el 5-fluorouracilo [49]-[51]

e De la investigacion de productos naturales también trajo consigo alcaloides extraidos de la

vinca como la vincristina o la vinorelbina[52]—-[54]

® De la investigacion de antibidticos surgieron también medicamentos como la epirubicina

y la doxorrubicina [31]

La lista se extiende a una gran cantidad de moléculas, pero la mayor parte de ellas, aunque distantes
en cuanto a estructura y mecanismo de accion, presentan una similitud, en todas las moléculas

predominan los enlaces covalentes.

4.3. Metalofarmacos

Un hecho que marcé la quimioterapia contra el cancer fue un descubrimiento accidental. En 1960%*.
Barnett Rosenberg, investigador de la Universidad Estatal de Michigan, investigaba los posibles
efectos del campo eléctrico sobre el crecimiento bacteriano. Descubriéndose que al aplicar una
corriente eléctrica con dos electrodos de platino sobre un cultivo de E. coli se podia inhibir la
division de las bacterias, pero se mantenian creciendo, provocando la formacion de filamentos
bacterianos de varias veces el largo de una bacteria normal (figura 5). Aunque en un principio el
fendmeno fue adjudicado al campo eléctrico, pronto se descubriria que el efecto era causado por
subproductos de la degradacion electroquimica del electrodo de platino de la celda. Aunque
desalentador al principio, el fendbmeno seguia siendo interesante, por lo que pronto se siguid

investigando al respecto, encontrando que el compuesto principal que causaba el alargamiento
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andmalo era un complejo de coordinacion de platino, el cis-diamino dicloroplatino (II)
[Pt(NH3),Cl2] conocido  como cisplatino. El cisplatino tenia la capacidad de crear
entrecruzamientos en el ADN de la célula y provocar dafios en la expresion de procesos vitales

[55]-[61].

Figura 5. Micrografias de E. Coli antes y después de ser tratadas con cisplatino. Tomado de Hoeschele (2012)

El efecto citotoxico del cisplatino pronto se sigui6 estudiando con mas detenimiento, encontrando
en la década de los 60 por parte del equipo de investigacion del NCI, que este compuesto era activo
contra xenoinjertos de tumores de cancer testicular. El compuesto logrd la remision en modelos
animales y después en pacientes en ensayos clinicos, recibiendo el cisplatino en 1972 la aprobacion
de la FDA para su uso contra el cancer testicular [56], [58]-[60]. Un caso de serendipia y de juego
en el laboratorio termin6 convirtiéndose, no solamente en uno de los primeros medicamentos utiles

contra tumores so6lidos, sino también el primer metalofarmaco aprobado para la enfermedad.

El éxito que produjo el cisplatino, en especial contra el cancer testicular, ha conducido desde la

década de 1970 a numerosos grupos de investigacion a la busqueda de nuevos analogos de platino,
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esperando ampliar la lista de metalofarmacos antineoplésicos, de donde se han sintetizado una gran
cantidad de nuevas moléculas. Lamentablemente, solamente unas cuantas moléculas han logrado
ingresar a ensayos clinicos y una cantidad atin més pequefia ha logrado demostrar tener una mejor
efectividad y reunir los requisitos necesarios para ser aprobado su uso, donde solamente el
carboplatino y el oxaliplatino han sido aprobados por la FDA. Ejemplos de complejos de platino,
son el lobaplatino, el nedaplatino, el hepaplatino y el satraplatino que solo han recibido aprobacion

por solo unos paises o0 aun se encuentran en fases clinicas esperando aprobacion [57], [62]-[64].

Los metalofarmacos por definicion se describen como todos aquellos medicamentos que
incorporan en su molécula uno o mas 4tomos metélicos. Este tipo de compuestos han sido
utilizados en medicina desde siglos atras a la actualidad, un ejemplo de ello es la arsfenamina, una
un compuesto organico de arsénico sintetizado por Paul Ehrlich en 1906. Este compuesto fue el
primer medicamento eficaz contra la sifilis y la primera linea de tratamiento antes de la aparicion
de la penicilina, y fue justamente este compuesto el que Ehrlich emple6 como base para acuiar el
término “bala magica”. En la actualidad, el empleo de metales en medicina incluye aplicaciones
variadas, como agentes antidiarreicos (compuestos de bismuto), agentes bactericidas (compuestos
de plata), antirreumaticos (compuestos de oro), eutimizantes (sales de litio), su uso en

imagenologia (compuestos de gadolinio y otros), entre otras aplicaciones [63]-[66].

A diferencia de los medicamentos basados unicamente en moléculas orgéanicas, los
metalofarmacos al estar constituidos en su mayoria por enlaces de coordinacion, presentan
caracteristicas completamente Unicas, pues al interaccionar con el medio fisioldgico tienden a
someterse a reacciones redox e intercambio de ligantes, generando varias especies que tienen la
capacidad de unirse a diversas dianas macromoleculares, por esta razon muchos metalofarmacos

tienden a ser categorizados como profarmacos y el hecho de muchos complejos sean ligantes con
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actividad bioldgica unidos por un centro metalico provoca que al disociarse ataquen diversas
dianas con un efecto distinto, por lo que muchos metalofairmacos exhiben un comportamiento

multiobjetivo (multitarget drugs en inglés) [62]-[64].

4.4. Limitaciones

La investigacion en el campo de la quimioterapia contra el cancer, a pesar de sus logros, no ha
estado exenta de una gran cantidad de obstaculos antes de poder colocar un medicamento nuevo
en el esquema de tratamiento de un paciente. Ya que el camino hacia el uso generalizado de una
molécula aprobada es un camino ain mas largo. Por ejemplo, las fases clinicas del paclitaxel
conllevaron un enorme reto del que muchos investigadores no estaban seguros si se debia
completar. Esto fue ocasionado por la enorme dificultad que conllevo reunir la cantidad de
paclitaxel necesaria para poder llevar a cabo los estudios. Ya que en ese momento no se conocia
una via para sintetizar la compleja molécula y la tnica fuente era la corteza del arbol de donde se
identifico, el tejo del pacifico, un arbol endémico de la costa oeste de Estados Unidos y Canada,
del cual solo para poder extraer 1 g eran necesarios cerca de 10 Kg de corteza del arbol. La
demanda que se produjo por el medicamento llevd a poner en riesgo la poblacidon nativa del tejo
del pacifico, ademés de que los enormes costos que involucrd la extraccion orillaron al gobierno
americano a conceder la patente a la Bristol Myers Squibb para abaratar precios. Este hecho desato
aun mas polémicas, pues el costo que adquiri6 el medicamento una vez comercializado puso sobre
la mesa la discusion sobre nuevas regulaciones a la industria farmacéutica [67]. Lamentablemente,
casi todos los medicamentos antineoplasicos utilizados hoy en dia han estado relacionados con

problemas asociados a su precio.
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No solamente los costos de un medicamento son el tnico problema en la quimioterapia, los efectos
colaterales son uno de los problemas més grandes a afrontar. Ejemplo de esto, cuando Sidney
Farber se encontraba experimentando con las antimetabolitos, su investigacion varias veces estuvo
a punto de ser cancelada. Debido a que en los afios cuarenta, un diagndstico de leucemia infantil
se traducia en una muy dolorosa condena de muerte. Los experimentos de Farber eran vistos por
sus colegas como una forma cruel de alargar la agonia de sus pacientes, y los efectos colaterales
que los antifolatos ocasionaron, hicieron que su trabajo se viera con aln mas pesimismo. Sin
embargo, cuando los resultados fueron publicados y corroborados, la imagen de Farber se

restableci6é como la del padre de la quimioterapia y el hombre que salvo a miles de enfermos [33].

Casi todos los medicamentos tienen efectos colaterales indeseables y el dafio al organismo que
generan es un factor que no se puede ignorar. Tomando como ejemplo al cisplatino, tanto la
nefrotoxicidad, la neurotoxicidad, la cardiotoxicidad y la ototoxicidad han sido ampliamente
reportadas [68]-[71], lo que se traduce a que el medicamento genera un cuadro clinico doloroso
en los pacientes. Los agentes usados en quimioterapia han mostrado causar mielosupresion,
esterilidad permanente en pacientes sin ningun tipo de afeccion reproductiva, entre otros efectos
colaterales [72]-[74]. La pérdida de cabello, los vomitos incontrolables, diarreas intensas,
neuropatias, hemorragias y demas padecimientos son a menudo relacionados con la quimioterapia

y en gran parte contribuyen al deterioro mental del paciente [75], [76].

Aun cuando los costos de la quimioterapia pueden ser costeados y los efectos colaterales pueden
ser tolerados por el paciente, la lista de inconvenientes sigue ampliandose, lamentablemente la
posibilidad de que un tumor presente resistencia a uno o mas farmacos es bastante alta,
ocasionando que la carga econdmica y fisica sobre el paciente sea un esfuerzo en vano. En el

campo de la investigacion se han teorizado el mecanismo de resistencia hacia muchos
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medicamentos, como la resistencia al cisplatino y derivados de platino, la resistencia a los
antifolatos, la resistencia a los alcaloides de la vinca, entre muchos otros [77]-[81]. Por ello, la

busqueda de nuevos medicamentos cada dia se vuelve una necesidad de salud publica.

4.5. Nuevas alternativas

La busqueda de medicamentos siempre ha obedecido a las necesidades temporales a las que se
enfrenta la medicina. Por ello, al ser la resistencia a los fArmacos y los efectos colaterales los
principales problemas actuales de la terapia contra el cancer, no es de extrafiar que las principales
cualidades buscadas en la mayoria de las investigaciones de metalofarmacos sean referentes a una

mayor citotoxicidad y una mayor selectividad por parte de los nuevos candidatos propuestos.

La investigacion de complejos de platino siempre ha estado respaldada por los antecedentes que
el platino tiene en la medicina, ademds de ser de esta familia el primer metalofArmaco efectivo
contra el cancer. También esta familia posee los Unicos metalofarmacos aprobados para el
tratamiento de tumores, pero la falta de selectividad del complejo hace que los efectos secundarios
sean persistentes en todos los candidatos, especificamente el problema radica en la poca
biocompatibilidad que el platino ofrece. La quimica del platino por lo general involucra la
preferencia del metal por formar complejos con geometrias planas, y siempre los miembros de la
familia se ajustan a la formula [Pt(4)n(L)n], donde A representa ligantes de tipo amino y L
representa un grupo saliente, y modificaciones a los grupos amino/salientes, la inclusion de
moléculas bioactivas, el uso de grupos mas voluminosos o el uso de mas centros metalicos de
platino (complejos polinucleares de platino), se han realizado para reducir los efectos colaterales

sin disminuir la citotoxicidad sobre células cancerosas|[82]—[84].
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La busqueda de nuevas alternativas también ha explorado otros elementos distintos al platino, en
virtud de reducir los efectos colaterales, siendo uno de los més prominentes el rutenio, donde los
complejos de este elemento han mostrado tener una gran actividad antitumoral. En comparacioén
con el platino, los complejos de rutenio presentan caracteristicas que los hacen tnicos. Ya que
pueden activarse mediante distintos mecanismos dentro de la célula, sean por reacciones redox
efectuadas por moléculas del medio fisiologico o por fotoactivacion y, eligiendo bien los ligantes,
se puede modular la actividad de la molécula, con lo cual, en teoria, se pueden reducir los efectos
colaterales. Ante este panorama se puede mencionar que algunos complejos de rutenio han entrado
y aprobado las fases clinicas con éxito, siendo los complejos nombrados como NAMI-A, 62

KP1019, 63 NKP1339 , 64 y TLD1443 [84]-[87].

La poca biocompatibilidad que ofrece el platino ha llevado a la investigacion con elementos con
una mayor biocompatibilidad, oligoelementos como el hierro han probado tener compuestos
efectivos como es el caso de las sales de ferrocenio picrato y tricloroacetato [88], igualmente varios
autores han reportado casos prometedores con metales como zinc y cobalto [89], [90]. En los
ultimos afios, el oligoelemento que mas atencion ha recibido es el cobre, un elemento relacionado
con una gran cantidad procesos vitales, y su quimica permite la formacion de una gran variedad
de complejos en coordinacioén octaédrica. Esto ultimo ha permitido generar una gran cantidad de
complejos con ligantes tan variados como tiocarbazonas, bases de Schiff, fosfinas, compuestos
heteroaromaticos, entre otros ligantes generando moléculas con capacidad para inhibir
topoisomerasas, generar especies reactivas de oxigeno (ROS), unirse al ADN y generar cortes en

la cadena, entre otros mecanismos que les permiten ser bioldgicamente activos [91]-[95].

Dentro de la familia de complejos de cobre, las casiopeinas desarrollados por Ruiz-Azuara surgen

como una subfamilia con propiedades interesantes. Quimicamente definidas como complejos
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mixtos de cobre (II) con la féormula general [Cu(N-N)(N-O)] o [Cu(N-N)(O-O)] donde N-N
representa un ligante tipo diimina (tipicamente 2,2"-bipiridina, 1,10-fenantrolina o derivados de
estos) mientras que N-N y N-O representan ligantes bidentados siendo los méas comunes,
acetoacetato y a-aminoacidos (Figura 6). La féormula general ha permitido crear una gran variedad
de complejos dentro de esta familia, donde la casiopeina Illia ([Cu(4-7 dimetil 1-10
Phen)(acac)](NO3)) ha logrado ingresar a estudios de fase I con éxito [91], [93], [96]
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Figura 6. De izquierda a derecha, estructura general de las casiopeinas del tipo aminoacidato y estructura de
la casiopeina III ia.

4.6. Citrulina

La L-Citrulina (figura 7) es un aminodcido no esencial presente alimentos como pepinos,
calabazas, melones, calabacines y calabazas [97], fue descubierto por Mitsunori Wada en 1930,
quien lo identificé en el zumo de sandia (Citrullus vulgaris) y fue aislado independientemente por

primera vez en 1914 por Yotaro Koga y Ryo Ohtake [98], [99].

La naturaleza no esencial de la citrulina ha sido la responsable de que el interés por la molécula
sea relativamente bajo, sin embargo, en la Gltima década, este compuesto ha cobrado cada vez mas

importancia debido al metabolismo intrinseco en ¢l se encuentra involucrado [100]. Al ser un
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aminodacido no esencial, no interviene en la sintesis de proteinas, pero es generado en el cuerpo de
forma endogena, principalmente en el intestino [100]-[102]. La citrulina es un metabolito de dos
vias importantes, la primera es el ciclo de la urea, donde la glutamina, al ser transformada en
ornitina, sufre modificaciones de varias enzimas que condensan el aminoacido con carbamoil
fosfato en la mitocondria, dando lugar a la citrulina; la segunda via utiliza la arginina como

precursor y produce citrulina y 6xido nitrico en una reaccion catalizada por el 6xido nitrico sintasa

(NOS) [103].

Las rutas mencionadas pueden desembocar en diversas patologias cuando las enzimas necesarias
para los procesos se encuentren comprometidas por mutaciones en los genes que las codifican.
Para la deteccion de estas patologias, la citrulina puede actuar como biomarcador o suplemento en
el tratamiento de las mismas. Argumentando lo anterior con base en la implicacion directa o
indirecta de este aminoacido con las enzimas constituyentes de dichas vias, y al estar
comprometidas por mutaciones no letales, la producciéon de citrulina estaria igualmente
comprometida causando que ni el ciclo de la urea ni tampoco la regulacion del NO fueran los

adecuados [104], [105].
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Figura 7. De izquierda a derecha, estructuras de la citrulina y arginina.

Debido a que el ciclo del NO regula la presion arterial, las investigaciones actuales sugieren que

la implementacion con citrulina podria ser un tratamiento para la hipertension. La citrulina se
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puede tomar para aliviar la falta de arginina, prevenir dafios hepaticos o proteger contra la malaria
cerebral [106]-[108]. Ademas, el consumo de citrulina podria ayudar en el tratamiento y la
prevencion de varios trastornos, como la disfuncion eréctil, la anemia falciforme, la quimioterapia
del cancer y las enfermedades cardiovasculares; mejorar el contenido proteico en pacientes
desnutridos y ancianos; y tratar la enfermedad de Alzheimer y la demencia multiinfarto, entre otros

[109], [110].

La citrulina juega un papel como anticuerpo en los péptidos citrulinados, segun otros estudios. La
citrulinacion de proteinas puede generar autoanticuerpos, que pueden servir como biomarcadores
para una variedad de condiciones, como la artritis reumatoide, la patologia intestinal y el sindrome
del intestino corto [111]. Aunque la citrulina juega un papel crucial en la salud humana, se necesita
mucha mas investigacion antes de que se utilice con confianza para tratar todos los trastornos

mencionados [112].
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5. ANTECEDENTES

El primer complejo de citrulina fue descubierto hace mas de 100 afos por Wada [99], el mismo
descubridor del aminoéacido en cuestion, al describir la formacion de un quelato de color azul al
hacer reaccionar el concentrado de zumo de sandia con sales de cobre (II), realizando un gran
énfasis en su gran insolubilidad del complejo (figura 8). Posteriormente, Kurtz en 1938 [113]
describi6 a mas detalle este complejo como parte de una nueva metodologia sintética para obtener
citrulina. De este trabajo, Kurtz infiri6 correctamente que dos moléculas de citrulina atracaban al
atomo de cobre en un arreglo Cis mediante el nitrégeno del grupo amino y el oxigeno con doble
enlace del grupo carboxilico, de lo cual se tom¢ ventaja para proteger el aminodcido de reacciones

colaterales durante la sintesis.

Copper salt of Citrullin, 1:770.

Figura 8. Fotografia tomada por Wada (1930) donde muestra la sal de cobre con el aminoacido que descubrié

Desde el descubrimiento del complejo de cobre-citrulina hasta la actualidad, se han realizado
varios trabajos donde se han formado complejos mixtos terciarios con citrulina-cobre y varias
mediciones de pardmetros fisicoquimicos, por ejemplo, Thrika en 1968 [114] asi como Clarke y
Martell en 1970 [115] por separado midieron constantes de formacion del complejo de citrulina y

cobre en relaciones molares 2:1 y 1:1 en solucion. La sintesis de complejos mixtos de citrulina
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también ha sido reportada, como es el caso del estudio de Yamaguchi en 1979 [116] en el cual se
midieron constantes de formacion para el complejo de cobre (II)-citrulina-histidina ([Cu(L-His)(L-
Cit)]) y el trabajo reportado por Ganadu en 1991 [117] para el complejo de citrulina-paladio (II)
caracterizado mediante resonancia magnética nuclear (RMN). En afios recientes, constantes de
equilibrio han sido medidas para compuestos cuaternarios de cobre, zinc, cobalto y niquel con el

complejo mercurio-citrulina [118].

Figura 9. Estructura elucidada por Mascaliovas (2015) del complejo Bis-citrulinato de paladio (IT)

La mayoria de los autores coinciden en que la aparente insolubilidad de los complejos de citrulina
dificulta la elucidacién de la estructura de los complejos, aunque no ha sido un impedimento para
conseguir datos estructurales. Mascaliovas en 2015 [119] reportd la estructura del complejo de
paladio (IT) con citrulina en una relacion molar 2:1 mediante difraccion de rayos X en polvo,
mostrando un arreglo Cis de 2 moléculas de citrulina, coordinando el atomo de paladio mediante
el nitrégeno del grupo amino y el oxigeno con doble enlace del grupo carboxilico (figura 2), de
una manera similar a la estructura inferida por Kurtz en 1938. La caracterizacién del complejo
cobre citrulina aun sigue siendo un tema de investigacion abierto, y toma mayor interés cuando se
toma en cuenta que aminoacidatos de cobre con glutamina, lisina y ornitina han mostrado potencial
farmacologico en proyecciones in-silico [120]-[122], lo que abre la puerta a investigar analogos
de casiopeinas con citrulina dentro de los esfuerzos hechos por buscar nuevos medicamentos
antineoplasicos y/o con otras propiedades farmacéuticas.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

6.1. Materiales

La L-citrulina utilizada fue adquirida en grado comercial (>95%) de la compafiia Beyond Raw
Chemistry Labs, Pittsburgh PA,USA y en grado A.C.S (Merck) (>98%). El resto de los reactivos
y solventes utilizados fueron comprados de Merck en grado A.C.S. o superior. Los lipidos
utilizados fueron adquiridos de Avanti Polar Lipids. Las lineas celulares fueron provistas por el
laboratorio de Fisiologia celular de la Facultad de Medicina de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla, proviniendo las lineas de la coleccion de la American Type Culture

Collection (ATCC).
6.2. Sintesis de los complejos
6.2.1. Sintesis del complejo [Cu(L-Citr):]

Como fue mencionado en secciones anteriores, existe poca informacion acerca de la quimica de
coordinacion de la citrulina, por ello el bis-citrulinato de cobre representa un modelo de estudio
adecuado para entender la naturaleza de la coordinacion de la citrulina. A pesar de que la sintesis
de este compuesto ya esta reportada, la estructura cristalina no habia sido reportada, por ello se
realizd la electrosintesis del complejo para obtener monocristales de calidad suficiente para

realizar estudios de difraccion (XRD).

Se construy6 una celda electrolitica [123]utilizando un electrodo de cobre metélico (99.9%) como
anodo, un electrodo de grafito como catodo y una solucién de citrulina (C¢H13N303) (M.W.=
175.19 g/mol) en concentracion 1 M fue utilizada como electrolito. Las condiciones de operacion

como la diferencia de potencial, la intensidad y el tiempo se fijaron en 12 V, 3 mA y 24 h,
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respectivamente. Después del tiempo de trabajo establecido, en el 4nodo de cobre se observo la
formacion de pequefios cristales azules insolubles en agua, los cuales fueron lavados con agua
destilada, secados al aire y caracterizados con técnicas espectroscopicas y difraccion de rayos-X

de monocristal.

6.2.2. Sintesis del complejo [Cu(L-Citr)(Phen)](NO3)

La sintesis del complejo mixto se realizdo mediante sintesis tradicional, basdndose en la descrita
por Su (1999) [124]. Para ello, 1 mmol de L-citrulina (0.175g) se suspendi6 en 30 mL (volumen
final) de metanol bajo un ligero calentamiento (50 °C) y en constante agitacion (aprox. 360 rpm)
hasta conseguir una mezcla lo mejor distribuida posible. Posteriormente, se afiadi6 a la mezcla 1
mL de una solucion metandlica 1 M de nitrato de cobre (II) trihidratado (Cu(NO3)2*3H»0)
(M.W.=241.60 g/mol) y una vez observada la completa disolucion de la citrulina y la formacion
de una solucion azul homogénea, se afiadié 1 mL de solucion metanoélica 1 M de 1,10-fenantrolina
(Ci12Hi0N2) (M.W.= 180.21 g/mol). En este punto, se observé un cambio de tonalidad en el color
azul de la solucion. Las condiciones de agitacion y temperatura se mantuvieron durante la adicién

de los ligantes y por 15 minutos mas después del cambio de color observado.

Transcurrido el tiempo de reaccion, la solucion se dejo enfriar a temperatura ambiente y el pH de
la solucién se ajustd a un valor de 7-8 con la adicion de una solucion de hidroxido de potasio
(KOH) (M.W.= 56.105 g/mol) en agua (=5 M). Finalmente, el producto fue filtrado con papel
Whatman No.1, dejando cristalizar lentamente el sobrenadante a temperatura ambiente durante
toda una noche. Transcurridas 12 horas, en el fondo del recipiente se separaron ciimulos cristalinos

de color azul intenso solubles en agua y metanol. EI compuesto fue recristalizado en agua.
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6.2.3. Sintesis del complejo [Cu(L-Citr)(Bipy)]|(NO3)

La sintesis del complejo mixto se realizd6 de manera similar a la sintesis del complejo [Cu(L-
Citr)(Phen)](NOs), variando solamente la adicion de 1 mL de solucion metanolica 1M de 2,2-

bipiridina (C1oHgN2) (M.W.=156.19 g/mol) en lugar de fenantrolina.

Del complejo resultante fueron obtenidos dos tipos de cristales, el primero fue producto de una
lenta evaporacion por 2 dias del sobrenadante neutralizado y filtrado, rescatando agujas cristalinas

de color azul intenso altamente solubles en agua y metanol

El segundo tipo de cristal fue resultado de una recristalizaciéon en agua. El residuo seco de
evaporacion, el cual fue filtrado una segunda vez con un filtro de jeringa (0.2um) y recristalizado
rapidamente al aire a temperatura ambiente, dando como resultado laminas cristalinas del mismo
color que el primer tipo cristalino y teniendo el mismo comportamiento en cuanto a solubilidad en

agua y metanol.

6.2.4. Sintesis del complejo [Cu(L-Citr)(Phen)](ClO4)

La sintesis del complejo mixto se realizé de manera similar a la sintesis del complejo [Cu(L-
Citr)(Phen)](NO3). Variando la adicion de 1 mL de solucion metandlica 1 M de perclorato de cobre
(IT) hexahidratado (Cu(ClO4)2*sH20) (M.W.=370.52g/mol) en lugar de nitrato de cobre, ademas
de que la adicidn de ligantes fue realizada con la mayor rapidez posible, debido a que el complejo
bis-citrulinato de cobre (II) se forma con rapidez antes de ser afiadido el segundo ligante, en este
caso. El sobrenadante resultante se dejo cristalizar a temperatura ambiente, dando como resultado

cristales azules romboédricos de color azul intenso, poco solubles en agua.
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6.3. Caracterizacion del Bis-citrulinato de cobre (II)
6.3.1. Caracterizaciones espectrofotométricas del [Cu(L-Citr):]

Debido a la insolubilidad del Bis-citrulinato de cobre en agua, el experimento UV-VIS se realizd
en fase sélida con el uso de un espectrofotometro UV-Vis-NIR Cary 5000-Agilent. Se utilizé un
soporte de polvo para compensar la cantidad tan pequena y una pastilla de teflén con una cavidad
para depositar el material. Se obtuvo la linea de base, se colocé el polvo y se obtuvo el espectro.
El barrido se realizo de 200 a 800 nm, a una velocidad de barrido de 600 nm por minuto, con pasos
de 1 nm en el modo de reflectancia. El accesorio utilizado es el DRA-2500 con un detector interno

de PbS.

El espectro infrarrojo del Bis-citrulinato de cobre se registrd con el uso de espectrofotometro
Nicolet 6700 FTIR acoplado al accesorio iTR con punta de diamante, en la region de 4000 a 650

cm-1.

El espectro Raman se obtuvo con espectrometro LabRAM HR-Olympus Micro Raman, a
temperatura ambiente, en una configuracion de retrodispersion utilizando la linea laser de 633 nm

(He-Ne) como fuente de excitacion.

El espectro 1H-RMN se obtuvo en un espectrometro Bruker AVANCE III 500 MHz, en la region
de 0 a 13 ppm. Para lograr realizar este estudio en fase acuosa, 10 mg del polvo azul fueron
disueltos en 500 puL de agua deuterada (D-0) acidificando la mezcla con 50 de acido clorhidrico

(HC1) pL 1M, posteriormente el sobrenadante fue recuperado y medido en un tubo adecuado de

RMN.
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6.3.2. Difraccion de Rayos X de monocristal del [Cu(L-Citr):]

Los cristales de buena calidad del Bis-citrulinato de cobre (II) se sometieron a estudios de
difraccion de rayos X. Los datos se recogieron con un difractometro Bruker D8 Venture con

detector de fotones equipado con radiacién CuK monocromética de grafito (A = 1,54178 A).

Los datos se procesaron con la suite APEX3 y se utiliz6 SADABS-2016/2 para la correccion de la
absorcion [125]. La estructura se resolvid por métodos directos utilizando el programa ShelXT y
se refind por minimos cuadrados de matriz completa en F2 con SHELXL-2019 [126]. Los
parametros de desplazamiento atomico posicionales y anisotropicos se refinaron para todos los
atomos que no eran de hidrogeno. Los dtomos de hidrogeno fueron localizados en diferentes mapas
de Fourier e incluidos como contribuciones fijas montando sus 4atomos padres con factores
térmicos isotropicos elegidos como 1.2 veces sus dtomos portadores. Se utilizé el software OLEX2

como interfaz grafica [127].

Los detalles de las determinaciones de las estructuras y del refinamiento se resumen en los Anexos
1y 2. Los datos cristalograficos (excluyendo los factores de estructura) de las estructuras descritas
en esta tesis se han depositado en el Cambridge Crystallographic Data Center con los nimeros
2172421 y 2287583. En este articulo se han depositado en el Cambridge Crystallographic Data

Center como publicacion suplementaria n® 2172421.
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6.4. Caracterizacion de los complejos mixtos
6.4.1. Caracterizaciones espectrofotométricas de los complejos mixtos

El espectro UV-Vis para los complejos se midi6 en fase acuosa con el uso de un espectrofotometro
UV-Vis Varian Cary utilizando una cubeta de cuarzo con un paso de 1 cm. En la region de 200 a
500 nm se utilizaron soluciones en agua destilada de los complejos en concentracion de 0.001 a
0.01mg/mL, mientras que en la region de 500 a 800 nm se utilizaron soluciones en agua destilada

en concentracion de 0.5 a 3 mg/mL.

El espectro FT-IR se obtuvo en fase solida mediante el uso de espectrometro Bruker ALPHA 11

Platinum de reflectancia total atenuada (ATR) en el rango de 4000 a 400 cm™'.
La espectroscopia Raman se realiz6 con el mismo equipo que en el Bis-citrulinato de cobre (II).

La espectrometria de masas se realizo en un espectrometro JEOL MStation JMS-700 con la fuente

de iones configurada para bombardeo atdmico rapido (FAB-MS).

6.4.2. Difraccion de Rayos X de monocristal de los complejos mixtos

Los estudios de difraccion de rayos X de monocristal se llevaron a cabo en cristales de alta calidad.
La radiacion monocromatica de grafito Mo-Ka (A =0,71073 A) y un detector de area de dispositivo
de carga acoplada se utilizaron para recopilar los datos. Se utilizaron los paquetes de software
CrysAlis PRO y CrysAlis RED para recopilar datos y corregir la absorcion [128]. Las estructuras
se resolvieron directamente con el programa ShelXT y se refind con SHELXL2019 [129]para
obtener los cuadrados de matriz completa mas pequefos en F2. Para todos los atomos no

hidrégeno, se mejoraron los parametros de desplazamiento atomico anisotropico y de posicion.
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Los 4atomos de hidrogeno se incluyeron como contribuciones fijas montando sus 4&tomos padres en
varios mapas de Fourier. Los factores térmicos isotropicos se seleccionaron como 1,2 veces sus

atomos portadores. El programa Olex2 se utilizd como interfaz grafica [130].

6.5. Ensayos in-vitro
6.5.1. Seleccion de los complejos a estudiar

Para realizar los estudios in-vitro, la solubilidad juega un papel muy importante, por ello solo los
complejos mas solubles fueron elegidos para realizar estos estudios. De los 5 complejos
cristalizados, 2 cristales corresponden al complejo con formula [Cu(Citr)(Bipy)](NO3), mientras
que la formula [Cu(Citr)(Phen)](X) engloba a 2 complejos, [Cu(Citr)(Phen)](NO3) y
[Cu(Citr)(Phen)](CIO4), donde el complejo con contraioén perclorato presenta una solubilidad baja
en agua, por ello, so6lo fueron seleccionados los complejos [Cu(L-Citr)(Phen)](NO3) y [Cu(L-
Citr)(Bipy)](NOs3). Para la secciéon de encapsulacion se seleccionara el complejo que mejor

actividad in-vitro presente.

6.5.2. Interaccion con CT-DNA

La fuerza de interaccion con el ADN se determin6é mediante valoraciones espectrofotométricas

con ADN de timo de ternera (Calf-Thymus ADN o CT-ADN).

Al ser el CT-ADN un reactivo no homogéneo, la concentracion se tiene que estimar antes de
realizar el estudio, para ello se procedio a medir, por titulacion espectrofotométrica, la absorbancia

a 260 nm del CT-ADN en dilucion con buffer TBS (Tris-Buffered Saline) y considerando el
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coeficiente de absorptividad como € = 6600 M cm™ [129], se calcul6 la concentracion mediante
correlacion lineal. La pureza del CT-ADN se midié mediante el cociente entre las absorbancias a
260 y 280 nm (A260/A280) y €l cociente entre las absorbancias a 260 y 230 nm (A260/A230), Y
solamente se utilizaron soluciones de CT-ADN con relaciones iguales o superiores a 1.8, con lo

cual se puede asegurar muestras libres de proteinas y compuestos interferentes.

El experimento se llevd a cabo en un volumen final de 1 mL con una concentracion fija del
complejo de cobre (CuLL") de 10 uM, en Buffer TBS (pH= 7.4). Las soluciones se valoraron con
diferentes concentraciones de CT-ADN, desde 10 hasta 100 uM y se registrd el espectro de
absorcion en cada punto de la curva de titulacion en el rango de 250 a 400 nm, tomando como
referencia la banda del complejo con mayor absortividad (emax), las siguientes ecuaciones (Ec. 1 y
Ec. 2), derivadas de la ley de Beer-Lambert, se utilizaron para calcular la absorbancia molar libre

y aparente de los complejos (ef y €a, respectivamente).

— ABS% g

. _ ABS;
F ™ JcuLL)

&g = CuLL] Ec.2
ABSoy ABS; corresponden a los valores de absorbancia del complejo libre y el complejo valorado
en el i-ésimo punto de la curva, respectivamente. La ecuacion de Wolfe-Schimer (Ec. 3)[131] se

utiliz6 para calcular la constante de asociacion (Kb) mediante regresion lineal.

[DNA] _ [DNA] 1

= Ec.3
Aeq—r Aep—f  kp(Aeq—f)
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Donde [DNA] es la concentracion molar de CT-ADN, €@ y €o-n son las diferencias entre los
coeficientes de absorcion molar de forma aparente (€.) y completamente ligado (&) respecto al
coeficiente del complejo libre (ef), respectivamente, y Kb es la constante de asociacion. Se obtiene
una correlacion lineal trazando [ADN] frente a [ADN]/e.n, a partir de la cual se puede calcular

Kb despejando la pendiente y el intercepto de la curva.

6.5.3. Ensayos de Fluorescencia

La fluorescencia del bromuro de etidio (EB) aumenta cerca de 25 veces cuando se une con ADN
para formar el complejo ADN-EB, pero si el bromuro de etidio es desplazado del complejo por
otra molécula intercaladora, ocurre un fenomeno de desactivacion fluorescente (o quenching)
reduciendo la intensidad de la fluorescencia [132], [133]La produccion de desactivacion por parte
de una molécula sobre el sistema ADN-EB sirve como prueba para mostrar la intercalacion como

forma de interaccion entre esa molécula con el ADN [134].

Con el fin de evaluar la intercalacion como modo de interaccion de los complejos de cobre con el
ADN, se realizaron titulaciones de fluorescencia de los complejos de cobre sobre el complejo
ADN-EB. Para ello sobre 1 mL de buffer TBS (pH= 7.4) fueron agregados bromuro de etidio y
CT-ADN hasta una concentracion de 0.37 uM y 10 uM respectivamente para formar el complejo
EB-ADN, la solucion se dejo equilibrar a temperatura ambiente por 5 minutos y posteriormente se
agrego el complejo de cobre en solucion con el mismo buffer, titulando la solucion con el complejo
de cobre en el rango de 2 hasta 20 uM en cada punto de la curva de titulacion. Los espectros de

emision del complejo EB-ADN antes y después de la adicion del complejo se midieron en el rango
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de 550 a 700 nm con una longitud de onda de excitacion de 525 nm con €l uso de un espectrémetro

de fluorescencia Varian Cary Eclipse, configurando el equipo con una apertura de 5 nm.

La ecuacion Stern-Volmer (Ec.4) [135] se utiliz6 para calcular la capacidad de desplazamiento del
EB de cada complejo, considerando el complejo de cobre (CuLL") como el agente desactivador (o

quencher) y el EB-DNA como el sistema emisivo.

= 1+ koTo[CulL] = 1+ Ky, [CuLL] Ec.4

Siendo Ip e I la intensidad de fluorescencia del sistema emisivo antes y después de la adicion del
agente desactivador, kq es la constante de desactivacion, 10 es el tiempo de vida del sistema emisivo

y la constante de Stern-Volmer es Ky, que es el producto de kq y 0.

La relacion de diferencia entre los estados emisivos y la concentracion del complejo se
correlaciona linealmente en esta ecuacion, y el Ky, se puede encontrar como la pendiente de un
grafico (Io/I) frente a ([CuLL’]) mediante regresion lineal. De la misma manera, el parametro kq
se puede calcular mediante regresion lineal si el valor de 1o para el sistema EB-ADN se considera

23 ns, segun lo reportado por otros autores [136].

6.5.4. Interaccion con plasmido pUC19

La conformacién del ADN bicatenario (double-stranded DNA o dsDNA) brinda informacion sobre
como interacttia una molécula frente al ADN, esto se debe a que ciertos estados de enrollamiento
aparecen cuando la doble hebra se ve comprometida por cortes, muescas o la reduccion de tension

por la accidon un agente externo [137]. La conformacion del ADN se puede visualizar facilmente
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con técnicas rutinarias como lo son la electroforesis en gel. En esta técnica, el ADN migra en
funcidén, no solamente de su tamafio, sino de la forma que presente la hebra, y al existir una
interaccion frente al ADN, la técnica permite ver la aparicion de bandas adicionales a las que se
observaria de una muestra normal de ADN. El ADN plasmidico circular permite estudiar
perfectamente lo anterior, siendo las bandas asociadas a los estados correspondientes a las formas
I superenrollada (stper-coiled o SC) y la II forma circular relajada (circular relaxed o CR) los
observados en muestras de ADN plasmidico normales. La aparicion de bandas de la intermedias
entre estos dos estados se asocia a cortes en la estructura que producen la forma III de ADN lineal

(L) [138].

Experimentalmente, se utiliz6 el plasmido pUC19 para evaluar la interaccion con los complejos,
teniendo como primer paso la amplificacion del plasmido y su purificacion, para ello se procedid
con la expresion del plasmido en la cepa HB 101 de E. coli, siguiendo la metodologia descrita por
Sambrook (2006) [139] para la transfeccion de células por la técnica del fosfato de calcio. Las
bacterias trasnfectadas fueron cultivadas en medio LB suplementado con ampicilina en
concentracion de 0.1 mg/mL por 24 h a 37 °C. Posteriormente el cultivo fue centrifugado a 3300
Xg por 5 minutos para rescatar el pellet de bacterias. E1l ADN plasmidico fue separado y purificado
de las células mediante la técnica de lisis alcalina y purificado por adsorcién en columna con el
Kit de purificacion GenElute (Merck®). Finalmente, el producto aislado fue precipitado en etanol
absoluto frio, centrifugado a 9000 xg y vuelto a resuspender en agua libre de nucleasas. La pureza
y concentracion fueron medidas mediante titulacion espectrofotométrica, como se describio en la
seccion de interaccion con CT-ADN, considerando para este caso el coeficiente de absorptividad

como &= 3.5 x 107 M"! cm™.[140]
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La interaccion con los complejos se realizé incubando 30 pL de solucion de plasmido en agua libre
de nucleasas, en concentracion de 15 ng/pL, con diferentes concentraciones del complejo de cobre,
desde 5 hasta 100 puM, fijando las condiciones a 37 °C por toda una noche (24 h aproximadamente).
Transcurrido el periodo, las muestras fueron depositadas en gel de agarosa al 1% (m/v), tefiido con
bromuro de etidio (EB) (10 mg/mL) en relacion 5 pL/100 mL sobre solucion buffer TAE (Tris-
Acetato-EDTA) (pH= 8.0) y corridas en una cdmara de electroforesis Biorad© Mini-Sub Cell GT
Cell con una fuente de poder Daigger® Biotech 300. Las condiciones de trabajo se fijaron en 100 V
y 100 mA por 1 h. El gel fue revelado en un transiluminador Benchtop® 3UV® con fuente de luz a

260 nm y registrando los cambios producidos en las bandas del gel.

6.5.5. Ensayos de citotoxicidad

La citotoxicidad de los complejos se realizé in-vitro sobre 4 lineas celulares derivadas de distintos
tipos de tejidos tumorales, HelLa (derivada de adenocarcinoma cervical), HCT-15 (derivada de
adenocarcinoma colorrectal), MDA MB 231 y MCF (derivadas de adenocarcinoma mamario). Las
células, sin sobrepasar los 4 pases, después de descongelarse y retirar el medio de preservacion, se
mantuvieron en medio minimo suplementado al 5% v/v con suero fetal bovino (FBS) y al 1% v/v
con penicilina/estreptomicina (10000 U / 10 mg/mL) sobre placas de Roux (25cm?2). Las
condiciones de incubacion se fijaron a 37 °C sobre atmoésfera de CO2 al 5% por 4-5 dias hasta
llegar a niveles de confluencia cercanos al 80 o un 90%. El medio minimo utilizado para cada linea
fue el recomendado por el proveedor, siendo medio minimo de Eagle (EMEM) para la linea HeLa,
medio minimo de Eagle mod. Dulbecco (DMEM) para linea MDA, medio minimo de Eagle mod.

F12 (MEM/F12) para la linea MCF-7 y medio RMPI 1640 para la linea HCT-15.
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Para inducir la muerte de las células con los complejos, se siguid el protocolo descrito por [141].
Para lo cual las células fueron desprendidas de las placas con tripsina/EDTA, centrifugadas a 5000
xg, lavadas con buffer PBS (pH= 7.4) y resembradas en placas de microtitulacion de 96 pozos a
una densidad de 3x104 células/mL. Sembrando por triplicado por fila, 100 pL en cada pocillo,
para dar un numero total de 3000 células por pocillo, posteriormente se dejo la placa incubar en
las mismas condiciones en el mismo medio suplementado descrito por 24 h para lograr la adhesion.
Transcurrido el tiempo, el medio fue aspirado y se agregd a los pozos de prueba medio fresco
suplementado con el complejo en un rango de concentracion de 1-10 uM, cada fila asignada a un
valor de concentracioén, dejando 2 filas de pocillos con medio sin complejo como controles

positivos y negativos. Las placas fueron incubadas por 24 h més en las mismas condiciones.

Al dia siguiente, se verifico visualmente los pocillos tratados, observando la presencia de células
desprendidas y/o dafiadas. De ser positivo y gradual con la concentracion el resultado, se procedid
con la medicion de la viabilidad celular mediante el ensayo colorimétrico por XTT, segtn lo
descrito por [142] . Para realizar la medicion, el medio suplementado con complejo fue aspirado y
reemplazado, por pocillo, con 50 uL. de medio fresco sin indicador de pH, 24.5 uL de XTT en
solucion en concentracion de 15 mg/mL y 0.5 pulL de solucion de PMS en concentracion a 15
mg/mL. Posteriormente, la placa fue incubada en las mismas condiciones por 4 h mas y la
absorbancia a 450 nm fue leida con el uso de un lector de placas Multiskan FC (Thermo©
Scientific). La fila destinada como control negativo fue previamente tratada con etanol absoluto
por 15 minutos para generar apoptosis temprana en las células, con lo cual el color de estos pocillos
se mantiene sin cambios. Al ser el XTT, de color amarillo, reducido por células viables a su

producto formazan, de color rojo, la concentracion de formazan en el medio se vuelve proporcional
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al nimero de células viables, por ende, la absorbancia a 450 nm (donde se localiza el pico maximo

de absorbancia) se vuelve directamente proporcional al nimero de células viables.

La respuesta producida, definida como la relacion entre células viables y apoptoticas, se puede
estimar a partir de los datos de absorbancia. Considerando que la absorbancia promedio de los
controles positivos es proporcional a la maxima absorbancia producida por una poblacién 100%
viable, la absorbancia promedio de los controles negativos es proporcional a la maxima
absorbancia producida por una poblacion 100% apoptética y la diferencia entre ambos promedios
resulta en el cambio de absorbancia producida por una poblacién completamente viable. Al
comparar este valor contra la diferencia producida por el complejo en la i-esima concentracion se
puede estimar el indice de respuesta en la i-esima concentracion (Ri) , matematicamente, lo

anterior se reordena en la ecuacion 5

ABS;—ABSy,

Ri =1- (EC. 5)

Siendo ABSi, ABSnc y ABSpc las absorbancias promedio de la i-esima concentracion probada,
del control positivo y del control negativo respectivamente. Con la expresion anterior se puede
crear una curva Dosis-Respuesta, con la cual se pueden calcular el valor ICso (la concentracion
que produce la mitad de la respuesta en una poblacion) modelando la curva obtenida con la
ecuacion de Hill, la cual, adaptada a nuestro caso de estudio, toma la forma que se muestra en la
ecuacion 6

__ Rpax[CuLL]™
L ICso™ +[CuLL]™

(Ec. 6)
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Donde n representa el coeficiente de Hill y Rmax representa el valor de respuesta méximo
producido por el complejo. A pesar de que la linealizacion se puede utilizar para resolver por
regresion lineal los pardmetros de la ecuacion, algunos puntos, en especial los valores que tienden
a Rmax, producen indeterminaciones que dificultan la estimacién de pardmetros. Por ello, los
parametros de la ecuacion fueron calculados con el uso del paquete de software STATISTICA
(v12.0) con la herramienta de ajuste dindmico, que permite modelar datos con ecuaciones no

lineales.

6.6. Disefio, sintesis y evaluacion de las Liposomas
6.6.1. Factores a estudiar

Para realizar el estudio de encapsulacion, se seleccionaron las fosfatidilcolinas DMPC, DPPC y
DOPC debido a la asociacion con de las fosfatidilcolinas con membranas celulares y surfactantes
[143]-[146]. La citotoxicidad de las plataformas es el factor de estudio, y al presumirse que el tipo
fosfatidilcolina utilizada como fosfolipido principal y el contraion presente en los liposomas puede
tener un efecto sobre la citotoxicidad, se debe medir la citotoxicidad en funcion del valor IC50 de
cada liposoma sintetizada para los tres fosfolipidos seleccionados y los tres contraiones
seleccionados. Suponiendo que el efecto de la interaccion entre el tipo de fosfatidilcolina con el
tipo de contraién es despreciable, los experimentos de citotoxicidad de los liposomas fueron
disefiados en arreglo de cuadro latino de tamafio 3x3, asignando como factor de bloque el tipo de
linea celular, eligiendo las lineas MDA, HeLa y HCT-15 para este experimento y asignando el tipo
de fosfolipido y el tipo de contraién como variables de bloque, con lo cual el cuadro latino adquiere

la forma mostrada en la tabla 1
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Tabla 1. Composiciéon de las soluciones buffer del experimento

Solucién Agente amortiguador Sal del contraion (NaX)
A NaN03
B MOPS NaCl
C NaC2H302

Nota: la eleccion de MOPS para realizar las soluciones obedece a la poca afinidad que presenta
por iones metalicos (), y a pesar de que se reporta la presencia de citotoxicidad en cultivos, la
concentracion en que es utilizado no supone ningln riesgo al estudio pues es inferior a los valores

reportados de 20mM

6.6.2. Disefio experimental

La citotoxicidad de las plataformas es el factor de estudio, y al presumirse que el tipo de fosfolipido
y el contraion presente en los liposomas puede tener un efecto sobre la citotoxicidad, se debe medir
la citotoxicidad en funcién del valor ICso de cada liposoma sintetizada para los tres fosfolipidos
seleccionados y los tres contraiones seleccionados. Suponiendo que el efecto de la interaccion
entre el tipo de fosfolipido con el tipo de contraion es despreciable, los experimentos de
citotoxicidad de los liposomas fueron disefiados en arreglo de cuadro latino de tamafo 3x3.
Asignando como factor de bloque el tipo de linea celular, eligiendo las lineas MDA, HeLa y HCT-
15 para este experimento y asignando el tipo de fosfolipido y el tipo de contraion como variables

de bloque. Con lo cual el cuadro latino adquiere la forma mostrada en la tabla 2

Tabla 2. Disefio en cuadro latino del experimento de citotoxicidad

DMPC DPPC DOCP
MDA A B C
HelLa C A B
HCT-15 B C A
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Tabla 3. Liposomas sintetizados para el experimento de citotoxicidad

Liposoma Fosfolipido principal Solucion buffer

1 DMPC
DPPC
DOPC
DMPC
DPPC
DOPC
DMPC
DPPC
DOPC

© 0T AW
>POmw> QW

Donde A, B y C representan las soluciones buffer descritas en la tabla *. Interpretando que cada
unidad experimental se debe probar con un liposoma sintetizado con el i-esimo fosfolipido, con la
i-esima solucion buffer sobre la i-esima linea celular, resulta en la creacion de 9 liposomas

distintos, las cuales se resumen en la tabla 3.

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron con la misma metodologia descrita en la seccion de
ensayos de citotoxicidad. Para asegurar una reduccion en los valores, se utilizaron soluciones
concentradas de liposomas, afiadiendo los mismos volimenes utilizados con el complejo sin
encapsular, con el objetivo de observar una reduccion de viabilidad amplia y poder comparar de
una mejor manera. Con el objetivo de poder comparar valores entre distintas lineas celulares que
tienen valores de IC50 completamente distintos, la variable respuesta para el disefio es la
diferencia, porcentual, del valor de concentracion (RIC50) del complejo encapsulado respecto al

complejo sin encapsular, como se muestra en la ecuacion 7

_ _ ICso1p
RICSO — (1 _ICSO fc) * 100 (EC 7)
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Donde ICso1p ICso £ representan la mitad de la concentracidon maxima inhibitoria de los complejos
encapsulados y libres respectivamente. Al utilizar soluciones de concentraciones de liposomas
concentradas y utilizar los mismos volumenes que las utilizadas con el complejo sin encapsular,
la concentracion final se puede considerar como la concentracion del complejo sin encapsular
multiplicada por un factor al que denominaremos “x”. Este ultimo factor es proporcional a las
veces que el complejo se encuentra concentrado respecto a la solucioén del complejo sin encapsular.
Por lo que se puede decir que la siguiente expresion (ecuacion 8) tiene sentido, si y solo si para
realizar las diluciones en el experimento se ocupan exactamente los mismos volimenes y las

plataformas son encapsuladas con la misma concentracion que el complejo libre

R1C5olp — RICsofC * X (Ec. 8)

Al ser el objetivo demostrar o rechazar el efecto que tiene la solucion buffer y el tipo de fosfolipido
sobre la citotoxicidad resultante, ademas de la dificultad de establecer un protocolo para medir la
concentracion de una nueva molécula en un nuevo liposoma, el factor X no fue estimado. En su
lugar se trabajé con las mismas concentraciones y proporciones en los 9 liposomas a evaluar y la

diferencia producida por diferentes factores fue sujeta a analisis estadisticos.

El analisis estadistico, para un disefio en cuadrado latino, consistid en un andlisis de varianza
(ANOVA) a un nivel de significancia al 95% (a=0.05) para un disefio categdrico unifactorial, el

cual fue realizado con el uso de la paqueteria de software Statgraphics v18.

6.6.3. Sintesis de liposomas
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Los liposomas se sintetizaron mediante la técnica de extrusion, para lo cual fue utilizado el equipo
de extrusion miniextruder© (Avanti© Polar Lipids) (Figura 10 y 11), utilizando filtros de

membrana PE y soportes de membrana PE. El ensamble del equipo se muestra en el Anexo*.

Para proceder experimentalmente fue utilizada una metodologia basada en el protocolo de Jimah
(2017) [147] para el ensamble de liposomas, para ello el fosfolipido principal, colesterol vegetal
y PC-PEG200, todos en solucidn etandlica de 25 mg/mL, fueron mezclados en volumen suficiente
para conseguir una relacion molar 7 : 2.5 : 0.5 para un volumen final de 1 mL en etanol y
posteriormente la solucion de lipidos fue secada por evaporacion para formar una capa de lipidos
sobre el fondo del recipiente, la cual fue secada al vacio y resguardadas bajo atmosfera de
nitrogeno para evitar la degradacion por el aire. La capa de fosfolipidos se rehidraté con 1 mL del
complejo [Cu(L-Citr)(Phen)](NO3) en solucion 1 mg/mL con la solucion buffer seleccionada y la
mezcla resultante fue agitada en vortex por 5 minutos o hasta conseguir una suspension lo mas
homogeneizada posible. Posteriormente, el contenido fue transferido a una de las jeringas del
equipo y colocado en el ensamble previamente calentado a la temperatura de transicion del
fosfolipido y humedecido con el mismo buffer (ver Anexo *). El contenido fue extruido al pasarlo
hacia la otra jeringa y regresarlo a la primera jeringa, repitiendo el proceso 5 veces para asegurar
que el tamafo alcance un valor igual a 100 nm. Finalmente, los residuos de complejo y lipidos sin
encapsular fueron retirados de la solucion mediante el uso de concentradores de 10 KD
(Corning©), centrifugando 350 pL solucion sobre el concentrador a 12000xg por una hora
aproximadamente hasta conseguir reducir la solucion hasta 50 pL. Las soluciones de liposomas
concentradas fueron conservadas bajo atmosfera de nitrégeno en oscuridad a una temperatura de

5°C.
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1.1.1. Caracterizacion de nanoplataformas

La distribucién del tamanio de las liposomas fue estimado por la técnica de dispersion dindmica de
luz (DLS), para ello cada suspension concentrada de liposomas fue diluida en el mismo buffer
usado en la sintesis, en un factor 1:35 y medidas con el uso del analizador de tamafio de

nanoparticulas NANOTRAC® WAVE II (Montgomeryville, PA, USA).

Figura 10. Representacion del ensamble del equipo de extrusion miniextruder®

O-ring
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I I||
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Outer Membrane Polycarbonate Membrane Retainer
Casing Support Membrane Support Nut

Figura 11. Ensamble del Equipo Mini-Extruder®
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Estructura de los complejos
2.1.1. Estructura del [Cu(D-Citr)2|n

El bis-citrulinato de cobre (II) [Cu(Citr);] cristalizéo como polimero de coordinacion bidimensional
con grupo espacial monoclinico P2; (Figura 12 y 13), con un ion metalico de Cu(Il) en el centro y
dos moléculas coordinadas de citrulina como ligantes bidentados conformando la unidad
asimétrica. El compuesto tiene una formula empirica correspondiente a [Cu(Citr)z]n. EI centro
metalico de cobre, como la mayor parte de los complejos de coordinacion de este metal, presenta
una geometria de coordinacion octaédrica, mostrando una deformacion alargada en las posiciones
axiales. El centro metalico se encuentra coordinado por los &tomos de oxigeno del grupo funcional
carboxilo de otras dos moléculas de citrulina adyacentes, con lo cual la esfera de coordinacion
adquiere la forma CuOsN,. La cual estd formada por dos atomos de oxigeno de los grupos
carboxilato de dos moléculas de ligante, dos atomos de nitrogeno pertenecientes a grupos amino

de los mismos ligantes, y dos 4tomos de oxigeno de grupos amida de dos ligantes diferentes.

Figura 12. Diagrama ORTEP del complejo [Cu(Citr)2]n representado a un 50% de probabilidad
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Como consecuencia de un pronunciado efecto Jahn-Teller, la esfera de coordinacion presenta una
deformacion alrededor de los orbitales d del Cu(Il) con geometria octaédrica con una tendencia a
dividir los niveles de energia degenerados [148], las posiciones basales estdn ocupadas por dos
enlaces Cu-N y dos enlaces Cu-O con distancias en el rango de 1.952(8)-1.978(8) A y 1.951(8)-
1.961(7) A, respectivamente. Otros autores reportan distancias de los enlaces Cu-O en las
posiciones apicales en valores entre 2.4 y 2.8 A, siendo dominantes las interacciones electrostaticas

(), comparando con los valores de este trabajo en 2.622(9) y 2.724(9) A. [149].
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Figura 13. Estructura cristalina del compuesto [Cu(Citr)2]n a lo largo de los ejes cristalograficos ay b (de
izquierda a derecha)
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Debido a que los grupos carboxilato, amino y amida de la citrulina interactian con dos iones
metalicos de cobre, se considera que la citrulina en este caso actua como enlazador ditdépico. Asi
como ha sido reportado por otros autores para los casos de los quelatos con Co(II), Cu(II), Pd(II),
y Zn(I1). [150]-[152], También el modo de coordinacion corresponde al de un ligante bidentado
mediante el &tomo de oxigeno del carboxilato y &tomo de nitrégeno de la amina primaria unidos
al centro de cobre (II). Sin embargo, por primera vez, en esta estructura, el oxigeno del grupo
amida también estd coordinado a un ion metdlico y forma el enlace axial del octaedro

distorsionado. La estructura supramolecular, como se muestra en la figura 14, se estabiliza por
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enlaces de hidrégeno intra e intermoleculares de tipo N-H---O dentro de las capas, y se forman dos

enlaces de hidrogeno desde la amina primaria y secundaria hasta el oxigeno del grupo carboxilato

en diferentes ligantes, dando lugar a un arreglo de anillo RZ (6).
1

Figura 14. Vista en perspectiva de los enlaces de hidrégeno intramoleculares N-H--O y N-H-O (linea de
puntos azul claro)

Sorpresivamente, el complejo obtenido da lugar a los enantidmeros D-Citrulina debido a la
coordinacion con Cu(Il), generando una disposicion de los ligantes en capas paralelas al plano, lo
cual contrasta con el reactivo utilizado en la sintesis, que presentaba una pureza enantiomérica (L)

de mas del 90%.

2.1.2. Estructura de los complejos [Cu(D,L-Citr)(bipy)(H20)](NO3) y [Cu(L-
Citr)(bipy)](NO3)

El andlisis del complejo Cu(Citr)(bipy)(H20)](H20)(NO3) por difraccion de rayos X de
monocristal muestra que el sistema cristaliza en el grupo espacial triclinico P-1, donde la celda
unitaria se conforma por dos unidades mononucleares de [Cu(bipy)(Citr)(H20)](H2O)(NO3)]

(figura 15) con dos moléculas de agua de cristalizacion en el centro de la celda.
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La esfera de coordinacion, con una geometria octaédrica distorsionada con deformacion alargada,
se conforma con la formula CuO3N3 con un atomo de oxigeno de la molécula de agua coordinada
y un atomo de oxigeno del anion nitrato ocupando las posiciones apicales, mientras que las
posiciones ecuatoriales se encuentran ocupadas por un atomo de oxigeno y uno de nitrégeno
pertenecientes a los grupos carboxilo y amino, respectivamente, del ligante Citrulina y otros dos

atomos de nitrogeno pertenecientes a la molécula de 2,2'-bipiridina.

De igual manera que el caso del bis-citrulinato de cobre (II), 1a deformacién alargada en la esfera
de coordinacion es el resultado del efecto Jahn-Teller. En donde los orbitales d tienden a
desdoblarse para eliminar los niveles de energia degenerados y disminuir asi la energia del sistema
[148]. Es por ello, que mientras las posiciones basales se encuentran ocupadas por tres enlaces
Cu-N (bipy y Citr) y un enlace Cu-O (Citr) con distancias de 1.983(2)-2.010(2) A y 1.9287(17) A,
respectivamente, las posiciones apicales estan definidas por un enlace Cu-O (H20) de 2.485 A y

un enlace Cu-O (NO3) de 2.763 A, correspondientes a interacciones electrostaticas [149].

Figura 15. Diagrama ORTEP del complejo [Cu(D-Citr)2]n representado a un 50% de probabilidad

Como se muestra en la Figura 16, la celda unitaria presenta ambos enantiomeros, consecuencia de
la presencia de un carbono quiral en el ligante citrulina; el enantidmero (D) esta presente en un

51.2%, mientras que el enantiomero (L) aparece en un 48.8%. La estructura intramolecular muestra
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que los compuestos mononucleares se encuentran unidos mediante enlaces de hidrégeno
intermoleculares entre la molécula de agua coordinada y el grupo carboxilato de otra molécula de
citrulina adyacente, ademas de que cada compuesto interactia con una molécula de agua de

cristalizacion, que une el grupo carboxilo con un grupo ureido (Figura 17).

Figura 16. La celda unitaria del complejo [Cu(D,L-Citr)(bipy)(H20)](NO3)(H20). El punto naranja del
centro corresponde al centroide de la estructura, asi como a su centro de inversion

Figura 17. Cada entidad esta unida a otra por dos enlaces de hidrégeno entre las moléculas de agua
coordinadas y los grupos carboxilo de la Citrulina, y a un tercer monémero gracias a la molécula de agua de
cristalizacion y al grupo ureido

Por el otro lado, el complejo [Cu(Citr)(bipy)](NO3) (figura 18), en comparacion con el complejo
[Cu(Citr)(bipy)(H20)](NO3)(H20), cristalizo en el sistema monoclinico P21. De igual manera, el

complejo exhibe una coordinacion octaédrica distorsionada donde las posiciones ecuatoriales se
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encuentran ocupadas por los ligantes citrulina y bipiridina. Sin embargo, en este caso las
posiciones axiales se encuentran ocupadas por un ion nitrato y por una molécula del complejo
adyacente mediante la unioén del grupo ureido hacia el centro metdlico, lo que provoca que el

complejo adquiera una estructura polimérica.

Figura 18. Diagrama ORTEP del complejo [Cu(L-Citr)(bipy)](NO3) representado a un 50% de probabilidad

La esfera de coordinacion de igual manera presenta la formula CuN3Os, siendo equivalente a la
esfera de coordinacion del complejo [Cu(Citr)(Bipy)(H20)](NO3)(H20). Conteniendo la misma
disposicion de atomos de nitrogeno y oxigeno provenientes de los ligantes citrulina y bipiridina,
pero difiriendo en la posicion axial del oxigeno, que en el complejo polimérico proviene del grupo

carbonilo de la parte terminal de una molécula de citrulina adyacente.

La estructura también se encuentra deformada en virtud del efecto Jahn-Teller para reducir la
energia de los orbitales d degenerados. Aunque en este caso, las distancias en comparacion con el
complejo hidratado son ligeramente menores, con tres valores de enlace de Cu-N (Bipy y Citr) y
un valor de enlace Cu-O (Citr) de 1.984-2.000-1.994 A y 1.951 A, respectivamente para las

posiciones ecuatoriales, y valores de Cu-O (ureido) y Cu-O (NOs) de 2.444 A y 2.670 A,
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respectivamente para las dos posiciones apicales. En relacion con el carbono quiral de la molécula
de citrulina, cabe resaltar que en la estructura cristalina solo se presenta el enantidémero L, en

contraste con la mezcla enantiomerica del complejo [Cu(Citr)(bipy)(H20)](NO3)(H20)).

Figura 19. . Estructura cristalina del compuesto [Cu(L-Citr)(bipy)](NOs) a lo largo de los ejes cristalograficos
ayb (de izquierda a derecha)

Figura 20. Vista en perspectiva de los enlaces de hidrégeno intramoleculares N-H--O (linea de puntos azul
claro)

La estructura intermolecular e intramolecular (figura 20) se estabiliza por medio de enlaces de
hidrogeno del tipo N-H—O, entre la amina secundaria y terciaria terminales. El atomo de oxigeno
del grupo a-carboxilo de una molécula adyacente estabiliza las interacciones entre las cadenas a

lo largo del eje b. De igual manera, un enlace entre el a-amino y el a-carboxilo de una molécula
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adyacente estabiliza las cadenas frontalmente sobre el eje a. Un enlace intramolecular entre el a-

amino y el ion nitrato se presenta estabilizando la estructura intramolecular.

Estructura del complejo [Cu(L-Citr)(Phen)](NO3)

La estructura del complejo [Cu(L-Citr)(phen)](NO3) (figura 21) muestra ciertas similitudes con
los complejos [Cu(L-Citr)(bipy)(H20)](NO3)(H20), [Cu(L-Citr)(bipy)][(NO3) y [Cu(L-
Citr)(phen)](NO3). Teniendo de igual manera la disposicion de los 2 ligantes en las posiciones
ecuatoriales junto al ion nitrato en una posicion ecuatorial, y, del mismo modo que los complejos
[Cu(D-Citr)2]n y [Cu(L-Citr)(phen)](NO3), el grupo ureido de una molécula de citrulina adyacente
coordinada en la posicion axial restante, provocando que la molécula adquiera una estructura
polimérica. Sin embargo, a pesar de las similitudes con los otros compuestos, en este caso la

estructura cristaliza bajo el sistema triclinico P1, careciendo de cualquier elemento de simetria.

Figura 21. Diagrama ORTEP del complejo [Cu(L-Citr)(Phen)](NOs) representado a un 50% de probabilidad

De manera similar, la esfera de coordinacion tiene la férmula equivalente CuN3O3 con los atomos
de oxigeno (a-carboxilato) y nitrogeno (a-amino) pertenecientes a la citrulina y los atomos de
nitrogeno de la fenantrolina ocupando las posiciones ecuatoriales, y oxigenos del NOs3 y del ureido

en las posiciones axiales. La estructura octaédrica, también presenta deformacion en virtud del
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efecto Jahn-Teller para reducir la energia alrededor de los orbitales d degenerados, con valores en
las cuatro posiciones ecuatoriales consistentes con tres enlaces Cu-N (phen y Citr) y un enlace Cu-
O (Citr) que adquieren valores de 1.997-2.040-1.987 A y 1.933 A, respectivamente. Para las
posiciones axiales, los dos valores de distancia Cu-O (ureido) y Cu-O (NOs) son de 2.336 A y
2.662 A respectivamente, siendo valores muy cercanos a los valores de distancia del resto de

complejos presentados en este trabajo.

Figura 22. Estructura cristalina del compuesto [Cu(L-Citr)(bipy)](NO3) a lo largo de los ejes cristalograficos
ay c (de izquierda a derecha)

Figura 23. Vista en perspectiva de los enlaces de hidrégeno intramoleculares N-H--O (linea de puntos azul
claro)
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La estructura intermolecular e intramolecular del complejo [Cu(L-Citr)(phen)](NO3) (figura 22 y
23) se estabiliza principalmente por enlaces tipo N-H—O. En este caso el principal aceptor
corresponde al ion nitrato, el cual presenta enlaces intramoleculares con el a-amino de la citrulina
y enlaces intermoleculares con las amidas secundarias y terciarias terminales de una molécula de
citrulina adyacente. Lo que permite anclar estos grupos funcionales a dos cadenas de polimeros.
La estructura también es estabilizada por el atomo de oxigeno, el cual actia como aceptor

intermolecular con los grupos a-amino y amida terminal de una molécula de citrulina adyacente.

2.1.3. Estructura del complejo [Cu(D,L-Citr)(phen)](ClO4)

El complejo [Cu(D,L-Citr)(phen)](ClOs), (figura 24) a diferencia del resto de los demas
complejos, en especial del complejo nitrato equivalente, presenta una estructura completamente
diferente. La primera caracteristica a resaltar es que a pesar de que los ligantes citrulina y
fenantrolina siguen ocupando las posiciones ecuatoriales alrededor del centro metalico, las
posiciones axiales son ocupadas por dos tipos de distribucion de ligantes; por un lado, en la mitad
de las moléculas, dos iones perclorato ocupan dichas posiciones en la geometria de coordinacion
octaédrica, resultando en una molécula con carga negativa. Mientras que la otra mitad de
moléculas, en geometria de coordinacion de piramide de base cuadrada, solo una posicién axial es
ocupada por el grupo funcional amina del ureido terminal de una mitad citrulina de otra molécula.
En este caso solamente esta coordinacion se presenta entre dos moléculas adyacentes, provocando
que se forme una estructura de anillo con carga positiva. La distribucion de ligantes axiales en dos
conformaciones provoca que el cristal se conforme por especies de compuestos de coordinacion,

un anién monovalente con la férmula [Cu(Citr)(phen)(ClO4)2]" y un cation divalente con formula
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[Cu(Citr)(phen)]»">. Esto da como resultado la férmula desarrollada ([Cu(Citr)(phen)].)

([Cu(Citr)(phen)(ClO4)2])2, siendo esta férmula solo asignable al estado solido del complejo.

La distribucion descrita provoca también que en el mismo cristal se encuentren dos esferas de
coordinacion distintas. La primera de ellas, la esfera de coordinacion del arreglo
[Cu(Citr)(phen)(ClO4)2]-, con féormula CuN3Os3 , se conforma en posiciones ecuatoriales por un
atomo de oxigeno (o-carboxilo) y un atomo de nitrégeno (a-amino) provenientes del ligante
citrulina. Por otra parte, los dos atomos de nitrogeno provenientes del ligante fenantrolina
completan la zona ecuatorial. Ambas posiciones axiales se encuentran ocupadas por dos dtomos
de oxigeno provenientes de dos iones perclorato. Por otro lado, la esfera de coordinacion de la
especie [Cu(Citr)(phen)]>"? que adquiere la formula CuN4O se encuentra conformada por los
mismos atomos en las posiciones ecuatoriales, mientras que la posicion axial se encuentra ocupada

por el a&tomo de nitrégeno del amino terminal (NH>) del ligante citrulina.

Figura 24. Diagrama ORTEP de las parejas de complejos del [Cu(D,L-Citr)(phen)](ClO4) representado a un 50% de
probabilidad
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En ambos casos, el efecto Jahn-Teller, provoca que las distancias entre enlaces difieran,
deformando tanto el octaedro de la especie [Cu(Citr)(phen)(ClO4)2]" como la piramide de base
cuadrada de la especie [Cu(Citr)(phen)]>"%. Las distancias para los cuatro enlaces ecuatoriales de
la primera especie, consistentes en tres enlaces Cu-N (Phen y Citr) y un enlace Cu-O (Citr) son
2.009-2.005-1.994 A y 1.922 A, respectivamente. Para las dos posiciones axiales, los valores de
distancia Cu-O (ClO4) son de 2.612-2.589 A para ambos iones. En el caso de la segunda especie,
los cuatro enlaces ecuatoriales consisten en 3 enlaces Cu-N (phen y Citr) y un enlace Cu-O (Citr),
que adquieren valores de 2.011-2.000-1.988 A y 1.926 A respectivamente. La posicion axial con

un enlace Cu-N (Citr) adquiere un valor de 2.598 A.

Las especies [Cu(Citr)(phen)(ClO4),]" y [Cu(Citr)(phen)]>"* estan unidas por medio de
interacciones intermoleculares de origen electrostatico y enlaces de tipo N-H—O. Los grupos a-
carboxilo de la especie [Cu(Citr)(phen)(ClO4)2]" se enlaza a 3 donadores pertenecientes a los
grupos amida terminales y a-amino de la primera mitad del anillo de la especie
[Cu(Citr)(phen)]2+2. Por su parte, los grupos carbonilos (C=0) aceptores situados del otro lado
del anillo se enlazan con los grupos amida terminales de la cadena de la especie
[Cu(Citr)(phen)(ClO4)2]-. Dentro de la especie [Cu(Citr)(phen)(ClO4)2]" también se forman

interacciones intramoleculares entre los dos iones perclorato (C1O4) y el grupo a-amino.

Sorpresivamente, la estructura intermolecular (figura 25) se encuentra unida entre dos especies
[Cu(Citr)(phen)]2"? y [Cu(Citr)(phen)(ClO4)2]” adyacentes principalmente por la formacion de
enlaces tipo N-H—O entre los grupos ureido terminal de las dos especies. Se forma un
apareamiento entre el oxigeno del grupo carbonilo de una especie con la amida secundaria terminal

de la otra especie y viceversa. Formando un arreglo en anillo, algo inusual hablando de propiedades
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conformacionales, pues la tendencia del grupo ureido es de coordinar el centro metélico a través
del oxigeno, y formar cadenas poliméricas en especies anhidras, lo cual no sucede en este

complejo.

Figura 25. Estructura cristalina del compuesto [Cu(D,L-Citr)(phen)](ClO4) a lo largo de los ejes
cristalograficos a y b (de izquierda a derecha)
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2.2. Analisis espectroscopicos
2.2.1. Espectroscopia FT-IR

El espectro infrarrojo del complejo [Cu(Citr):], se presenta en la Figura 26 y sus asignamientos en
la tabla 4, donde se puede resaltar tres asignaciones de bandas importantes; la primera se refiere a
los picos en la region de 3450-3150 cm, atribuidos principalmente al estiramiento asimétrico y
simétrico de la amida (NH2), al estiramiento de la amida (NH) y a las vibraciones de estiramiento
asimétricas y simétricas del grupo amino; el segundo asignamiento corresponde a dos picos débiles
cercanos en la region 2900-2800 cm-, que corresponden a vibraciones asimétricas y simétricas de
los grupos metileno de la cadena de hidrocarburos; el tercer asignamiento corresponde a la region
de 1700-1350 cm-, con los picos a 1652 y 1636 cm- correspondientes a vibraciones de estiramiento
(CO) de los grupos carbonilo y carboxilo, respectivamente. Las bandas tensas a 1575 y 1549 cm-
corresponden a vibraciones de escision de los grupos (NH.) amino y amida, respectivamente, y el
pico a 1385 cm- se atribuye al estiramiento simétrico carboxilato. Las tres asignaciones concuerdan

con una estructura aminoacidato coordinada[150], [153], [154].

El resto de los 4 complejos mixtos también se presenta en la figura 25 y las asignaciones se
presentan en la tabla 4. Los espectros infrarrojos muestran una gran similitud al espectro infrarrojo
del complejo [Cu(Citr)2], en cuanto a la forma y recurrencia de varias sefales. Aplicando el mismo
razonamiento usado para asignar las sefiales en el complejo, se puede afirmar que en el resto de
complejos también son validas las mismas asignaciones. Lo que es una consecuencia logica al ser
la citrulina un componente en comun para los 5 complejos descritos. Siendo precisos, en la primera
region situada en 3500-2800 cm-, se presentan el mismo patron y forma de bandas atribuidos a las

sefiales de absorcion asimétrica y simétrica de amida (NH.), las vibraciones de estiramiento de
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amida (NH) y las vibraciones asimétrica y simétrica de la cadena alifatica (CH) de la citrulina.
Aunque ligeros desdoblamientos se hacen presentes, los cuales pueden ser asociados a las
interacciones electrostaticas en las que se ven involucrados los grupos mencionados si se toma en
cuenta lo visto en la seccion de difraccion de rayos X. Debido a la presencia de mas ligantes en los
complejos mixtos se presentan también diferencias marcadas, por ejemplo, el patrén de bandas en
el complejo hidratado se encuentra ensanchado, lo que tiene sentido si se considera la presencia
de agua en la esfera de coordinacion. Ademas, en los complejos aparece un nuevo grupo de bandas
en valores cercanos a 3000 cm™!, que es atribuido a estiramientos aromaticos (CH), consecuencia

de la presencia de ligantes bipiridina y fenantrolina. [155]-[160].

De igual manera, en el rango comprendido en la region de 1700-1350 cm-1 en todos los complejos
mixtos se presentan los mismos patrones de bandas que son atribuidas a las vibraciones de
estiramiento del grupo carbonilo (CO), los modos de tijereteo de los grupos (NH>) y al estiramiento
simétrico del carboxilato (COO). Esto indica, por lo tanto, la presencia de un ligante de tipo
aminodacido en las moléculas, donde un fenémeno a resaltar es el desdoblamiento presente en las
bandas asociadas a los grupos NH> y NH en los cuatro complejos poliméricos. Recordando que
las estructuras de rayos X muestran que estos grupos son los principales donadores de los multiples
enlaces de hidrégeno que estabilizan las estructuras cristalinas, no es ildgico razonar que estas
interacciones electrostaticas provocan diferentes modos vibracionales y estos se vean reflejados
en los desdoblamientos mencionados. Todo en contraste con el complejo hidratado, el cual
presenta pocos desdoblamientos y sefiales ensanchadas, en este caso el fendmeno es atribuido a la

naturaleza predominantemente idnica del complejo.
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Figura 26. Espectros FT-IR de los complejos en la region de 400 a 450 cm-1. De arriba abajo, espectros de los
complejos [Cu(Citr)z]n, [Cu(Citr)(Bipy)(H20)](NO3), [Cu(Citr)(Bipy)](NO3), [Cu(Citr)(Phen)|(NO3) y
[Cu(Citr)(Phen)](Cl04)

3500 2500 1500

Wavenuber {cm‘1}

NH2sim [ NH2asim | NH [CH(ar) [ CHsim CH asim




Biscitrulinato | 3419 3355 3287 .- 2927 2877
261321 3444 3367 3228; 3193 | 3064 2935 2875
261322 3460 3329; 3281 | 3226 3083 2944; 2923 | 2853
a51322 3393 3319 3256; 3218 | 3148; 3055 | 2925 2866
a51222 3421 3323 3250 3094; 3065 | 2935 2866
Tabla 4. Asignamientos principales de los complejos sintetizados
Asignamiento (cm™)
Complejo Vv(NH;) Vv(NH) v(NH>) v(CH)
(amida) (amida) (amino) (ar) Vas(CH) Vas(CH)
[Cu(Citr)a]n 3419 3355 3287 2927 2877
[Cu(Citr)(Bipy)(H20)](NO3) 3444 3367 3228; 3193 3064 2935 2875
[Cu(Citr)(Bipy)](NOs) 3460 3329; 3281 3226 3083 229;;;' 2853
[Cu(Citr)(Phen)](NOs) 3393 3319 3256; 3218 | 3148;3055 2925 2866
[Cu(Citr)(Phen)](ClOy) 3421 3323 3250 3094; 3065 2935 2866
Continuacion tabla 4
CO asim NH CO sim CH otras
[Cu(Citr)2]n 1655 1575; 1549 1385 - .-
[Cu(Citr)(Bipy)(H20)](NO3 | 1603 1538; 1475 1396 775 1305 (NO)
)
[Cu(Citr)(Bipy)](NO3) 1669 1582; 1558 1379; 1358 | 773 1323, 1311
(NO)
[Cu(Citr)(Phen)](NO3) 1644 1597; 1554 1385 852; 724 | 1355; 1315
(NO)
[Cu(Citr)(Phen)](ClOA4) 1655 1567; 1540; 1385 850; 719 1076 (ClO)
1516
Combpleio Asignamiento (cm™)
Pl Vas(CO) 8(NH>) vs(CO) 8(CH) otras
[Cu(Citr)a]n 1655 1575; 1549 1385 - -
[Cu(Citr)(Bipy)(H20)](NO3) 1603 1538; 1475 1396 775 1305 v(NO)
[Cu(Citr)(Bipy)](NOs) 1669 1582; 1558 1379; 1358 773 1323, 1311 v(NO)
[Cu(Citr)(Phen)](NO3) 1644 1597; 1554 1385 852;724 1355; 1315 v(NO)
[Cu(Citr)(Phen)](CIO,) 1655 15 61111:40’ 1385 850; 719 1076 v.(CIO)

Los contraiones presentes en las moléculas generan sefiales que se encuentran en la region de

1360-1000 cm’!, en el caso de los complejos donde el ion nitrato (NO3) compone parte de la
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estructura, aparece una banda amplia en valores cercanos a 1300-1350 cm™. La cual es asignada
principalmente a este grupo funcional. En estos casos, los complejos [Cu(Citr)(bipy)](NO3) y
[Cu(Citr)(phen)](NO3) muestran un pico con dos o mas desdoblamientos, que aunado al valor en
el que aparecen indican que el grupo nitrato se encuentra coordinado (). Por otro lado, el complejo
[Cu(Citr)(bipy)](NO3) presenta una banda ancha en valores més bajos respecto a los otros dos
complejos con nitrato, y aunque la tendencia indicaria que en este caso el grupo estaria unido como
ion sin coordinar a la molécula, la estructura de rayos X muestra que el grupo se encuentra
coordinado. Para explicar esto se pueden revisar las distancias Cu-O (NO3) en los 3 complejos,
donde son mas largas en el complejo hidratado que en los complejos poliméricos en valores
aproximados de 0.1 A, interpretandose que existe una cierta tendencia al comportamiento idnico.
En el caso del complejo [Cu(Citr)(phen)](ClO4), se presentan una banda amplia y fuerte cerca de
1076 cm-1 con un desdoblamiento ligero en valores mas bajos, lo que indica un modo de
coordinacion monodentada del perclorato ([161]. Finalmente, en la region por debajo de 1000 cm”
I el pico caracteristico corresponde a los modos de flexion fuera del plano de la bipiridina y la

fenantrolina.[157]-[159].

2.2.2. Espectroscopia UV-Vis

El espectro del complejo [Cu(Citr)2]n (Figura 27) fue obtenido por reflectancia difusa debido a la
insolubilidad del complejo. En él se observa una banda asimétrica tipica a 600 nm, la cual es
asignada principalmente a una transicion d-d, atribuida al entorno octaédrico tetragonalmente
distorsionado del complejo, conformado por dos ligantes aminoacidato y dos oxigenos de
carbonilo de los grupos ureido. Esto es consistente con lo observado en los espectros visibles de

los complejos de cobre con aminoacidato, donde se muestra una transicién d-d en forma de banda
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ancha con un méaximo entre 650-550 nm y dos bandas de menor intensidad a 540 y 720

nm, atribuido al cromoéforo CuO.N. de forma cuadrangular
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Figura 27. Espectro de absorcion electronica del complejo [Cu(Citr):]. obtenido por reflectancia atenuada

Para una geometria octaédrica distorsionada del ion cobre(Il), en la transicién d-d mencionada
existen tres transiciones de espin permitido que dan lugar a tres transiciones electronicas dipolares
superpuestas; 2A.,(dz) — 2B.(dx>-y?), 2E.(dyz=dxz) — 2B.(dx>-y?) y 2B.(dxy) — 2B.(dx>-y?),
respectivamente. La banda caracteristica n—n* en los espectros UV a 267 nm se asigna a la

transicion intraligante del enlace amida C=0 [162]-[166].

En el caso de los complejos mixtos, los espectros UV-Visibles (figura 28 y 29) fueron obtenidos
en solucion acuosa, donde los complejos [Cu(Citr)(bipy)(H20)](NO3)(H.0) vy
[Cu(Citr)(bipy)](NO3) presentan el mismo espectro en agua, mientras que los complejos
[Cu(Citr)(phen)](ClOs4) y [Cu(Citr)(phen)](NO3) presentan espectros casi idénticos, solo variando
ligeramente en valores de magnitud de absorbancia. En la region de 500 a 800 nm los espectros de
los complejos exhiben la misma simetria, pero muestran diferencias cuando se refiere al segundo

ligante.
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Figura 28. Espectros de absorcion electronica (500-800 nm) de los complejos [Cu(Citr)(Phen)|(NO3) y
[Cu(Citr)(Bipy)](NO3) en solucion a 15 mg/mL
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Figura 29. Espectros de absorcion electrénica (250-340 nm) de los complejos [Cu(Citr)(Phen)|(NO3) y
[Cu(Citr)(Bipy)](NO3) en solucién a 0.01 mg/mL

Los complejos mixtos de fenantrolina exhiben una absorbancia maxima aproximada a 615 nm con
un valor de absortividad de e= 52 M-'ecm™!, mientras que los complejos de bipiridina tienen una

absorbancia maxima aproximada a 605 nm con un valor de absortividad de e= 60 M-cm-, es decir,
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un desplazamiento batocromico de 10 nm cuando el ligante cambia de bipiridina a fenantrolina.
Al igual que el caso del complejo [Cu(Citr).]., las bandas mostradas son producto de una transicién
d-d, donde las mismas transiciones de espin permitidas aplican para asignar las transiciones. En la
Figura 28, el espectro UV corresponde a transiciones intraligando P-P* de la Bipiridina (300 nm)

y un MLCT con intensidad robada (312 nm) (¢(300)=1,43x10: M cm-; &(312)=1,35x10: M cm-)

2.2.3. Espectroscopia Raman

El espectro Raman del complejo [Cu(Citr).]n se presenta en la figura 30. De la gran cantidad de
sefales mostradas, las asignaciones mas importantes se realizan con base en cuatro modos
vibracionales. El primero de ellos comprende a frecuencias de estiramiento NH de los nitrogenos
amida y amino asignados a la banda amplia de 3276 cm- donde la contribucién mas intensa se

asigna la vibracion simétrica de la amina secundaria terminal de la citrulina (NH.).

El segundo modo vibracional corresponde al estiramiento asimétrico carbono-hidrégeno del grupo
metileno (v.(CH)) siendo asignado al grupo de bandas comprendido en el rango 2924-2874 cm-,
siendo congruentes con los enlaces de los atomos de carbono beta, gamma y delta de la cadena de
citrulina al comparar los valores de las sefales con lo reportado por otros autores para L-Citrulina.
Destacando que solo los valores de 2895 y 2874 cm- corresponden a vibraciones atribuibles a la

citrulina libre, mientras que el resto de bandas presentan un desplazamiento con respecto a las
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bandas equivalentes en el espectro y podrian estar asociados a el desplazamiento influenciado por

centro metalico de cobre.
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Figura 30. Espectro Raman (3500-250 cm-1) del complejo [Cu(Citr)z]n

Con respecto al mismo grupo metilo en la molécula, las bandas en valores de 1463-1297 cm-
coinciden con la asignacion del movimiento en tijera del grupo metileno (3(CH.)). Asi mismo las
bandas a 1127 y 990 cm- coinciden con el torcimiento de los grupos metileno (1(CH.)) y las bandas
de 1453 y 1312 cm- se asocian con los modos vibracionales de flexion (1(CH.)) y contoneo (t(CH.))
del mismo grupo respectivamente. Finalmente, los ultimos modos vibracionales descritos en este
trabajo para el complejo [Cu(Citr).]. son descritos sobre el grupo funcional carbonilo (CO)
provenientes tanto del grupo ureido como del a-carboxilo. La banda a 1684 cm- corresponde al
estiramiento del carbonilo (v(CO)) del a-carboxilato, la banda de 682 cm se asocia con la flexion
del grupo (6(CO)) y la banda de 567 cm se asocia con el balanceo del enlace en el plano (p(CO))

[167]-[171].

Tabla 5. Asignamientos de los espectros Raman de los complejos

Complejo Asignamiento (cm™?)
Vs(NH2) amine | Vs(CH;) | v(CH) | v(CO)weie | VICO)
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) 3276 2924; 2910 2895; 2881; 1684 1463; 1460
[Cu(Citr)2]n
2874
[Cu(Citr)(Bipy)](NO3) 3166 2955 2850 - -
[Cu(Citr)(Phen)](NO3) - 2908 2861 - -
[Cu(Citr)(Phen)](ClO4) - 2926 2872 - -
Continuacién Tabla 5
Complejo Asignamiento (cm™)
V(CO) carboxilo VS(CH) w(CH) V(NO) VS(CIO)

[Cu(Citr)a]n 1327; 1297 - - - -
[Cu(Citr)(Bipy)](NO3) 1318 3077 766 1037; 1050 -
[Cu(Citr)(Phen)](NO3) - 3062 736 1033; 1041 -
[Cu(Citr)(Phen)](ClO4) - 3070 738 - 925

Enla Tabla 5 y la figura 31 se muestra las frecuencias vibracionales Raman y los espectros Raman,
respectivamente, de los complejos [Cu(Citr)(Bipy)(H20)](NO3)(H20), [Cu(Citr)(Phen)](NO3) y
[Cu(Citr)(Phen)](Cl0Os4), en este caso, las bandas que son presumibles de modos vibracionales del
esqueleto de la citrulina muestran una tendencia a solaparse con el resto de sefiales. Esto provoca
que sea dificil la asignacion de modos vibracionales de grupos pertenecientes al resto de ligantes,
pero aun asi es posible realizar asignaciones importantes en estas moléculas. Esto es debido a que
los valores de las bandas coinciden con los valores previamente reportados por otros autores sobre

complejos de Cu(Il) con diferentes aminoéacidos[154], [170].
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Figura 31. De arriba a abajo, espectros Raman (3500-250 cm-1) de los complejos
[Cu(Citr)(Bipy)(H20)](NO3)(H20), [Cu(Citr)(Phen)](NO3) y [Cu(Citr)(Phen)](Cl04)

De tal manera que los modos de estiramiento simétricos puros de los enlaces carbono-hidrogeno
(vs(CH2) y vs(CH)) de la cadena de citrulina estan asignados por las pequefias bandas observadas
en la Figura 30 en el rango de 3000-2850 cm™ (ver tabla 5) para los 3 complejos. El contraion
presente en los complejos también es asignado a modos vibracionales observables en los espectros.
En las moléculas donde el ion nitrato estd presente, es decir, en los complejos
[Cu(Citr)(Bipy)(H20)](NO3)(H20) y [Cu(Citr)(Phen)](NO3) este ion es asignado a las bandas en
el rango de 1000-1050 cm™ provenientes del estiramiento del enlace nitrogeno-oxigeno (V(NO)),
mientras que para el complejo [Cu(Citr)(Phen)](ClOs), el ion perclorato es asignado a la banda de
923 cm™! proveniente del estiramiento cloro-oxigeno (v(Cl04)) del ion coordinado, todo lo anterior

basandose en lo descrito por otros autores [161], [172].
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Los complejos mixtos a la vez presentan modos de vibracion para el estiramiento asimétrico del
enlace carbono-hidrogeno (vs(CH)) y al modo de flexion fuera del plano (o(CH)). Los cuales son
asignados en las bandas que se muestran en los rangos de 3050-3080 cm-1 para el primer modo
vibracional y 730-770 cm-1 para el segundo modo vibracional, ambos modos son atribuibles a los

enlaces carbono-hidrogeno provenientes de los ligantes citrulina y bipiridina [157]-[159], [173].

2.2.4. Espectroscopia por resonancia magnética nuclear (NMR) del [Cu(Citr)z]n

En las figuras 32 y 33 se presentan los espectros de resonancia magnética nuclear °C, y
'H respectivamente, del complejo paramagnético [Cu(Citr)2].. La muestra fue medida a
temperatura ambiente (25 °C) utilizando tetrametilsilano (TMS) (C4Hi2Si) como referencia de
medicion para ambos espectros. Las cuatro sefiales mostradas en el espectro de RMN '3C,
centradas en una dimension (1D), fueron asignadas de la siguiente manera; la primera sefial, que
corresponde al pico localizado a 161,52 ppm el cual es asignado al carbono de la fraccion del
carbonilo del grupo ureido, nombrado como C3 (figura 33), la segunda senal situada a 57.40/48.83
ppm se asigna al par de a&tomos de carbono Cy4/Cq procedente de ambos ligantes, y la tercer y cuarta
sefal situadas a 38.94/26.99 y 24.78/16.74 ppm, respectivamente, son asignados a los pares

Cu/Cy y Co/Cg, respectivamente

w

Figura 32. Espectro 13C por Resonancia magnética nuclear (NMR) del complejo [Cu(Citr):]. en solucién
acida a 1 mg/mL

71



Por otra parte, el espectro de RMN 'H muestra cuatro sefales, las cuales son asignadas de la
siguiente manera; la primera sefial aparece a 1.51 ppm y es asignada a los pares de protones
Hgi/Hg1 y Heo/ Hgo: respectivamente; la segunda sefial a 1.87 ppm es asignada a los protones
Hyvi1/Hp1> y Hu2/ Hpo' respectivamente; la tercera sefial a 3.05 ppm es asignada a los pares de protones
Ha1/Hq1’, and Hqa/ Hq2'; la cuarta y tltima sefal a 3,96 ppm se asigna al Gnico a-protén (Ha) que se
encuentra unido al 4tomo de Cu(Il) (figura 33), lo que sugiere una interaccion entre los grupos
carboxilo y amino con el ion cobre [174], [175]. La bibliografia reportada indica que el electron
no apareado muestra una tendencia a provocar una fuerte influencia en los desplazamientos
quimicos de 'H y *C en complejos de Cu(Il) asi como en varios complejos con metales
paramagnéticos, lo que dificulta la asignacion de las sefiales del espectro de RMN convencional

[175], [176]

B AN

ppm

Figura 33. Espectro 1H por Resonancia magnética nuclear (NMR) del complejo [Cu(Citr)z]. en solucién acida
a1 mg/mL
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Figura 34. Nomenclatura para la asignacion de los desplazamientos quimicos 1H y 13C del compuesto
[Cu(Citr):]a
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2.2.5. Espectrometria de masas

El espectro de masas del complejo [Cu(Citr)(Bipy)(H20)](NO3)(H20) (figura 35) muestra varios
picos, como se muestra la figura *, donde en este espectro las asignaciones mas importantes se
realizan sobre tres grupos de picos. El primer grupo corresponde a los picos 456 y 393 que estan
proximos al peso molecular de las especies del complejo neutro [Cu(Citr)(Bipy)(NO3)] y la especie
ionica [Cu(Citr)(Bipy)]". Lo que apoya la formacion del complejo; el segundo grupo se asigna los
picos 375, 219 y 154 como productos de descomposicion del complejo, pues el valor de la sefial
es cercana a pesos moleculares de las especies [Cu(Bipy).]", [Cu(Bipy)]" y (Bipy),
respectivamente. Finalmente, la tercera asignacion recae sobre los picos a 136 y 89, siendo los
posibles productos de degradacion de citrulina y bipiridina, correspondientes a restos moleculares

resultantes de la degradacion de ligantes en la molécula.

De igual manera, en el espectro del complejo [Cu(Citr)(Phen)](NO3) (figura 36) se muestra una
gran cantidad de sefiales. Las asignaciones mas importantes se realizan sobre los picos a 480y 417
m/z, los cuales son cercanos a los pesos moleculares de las especies del complejo principal y la
especie i6nica del complejo principal [Cu(Citr)(Phen)]” y su apariciéon son indicativos de la
formacion del complejo. Por otro lado, los picos a 307 y 243 m/z son cercanos a los pesos
moleculares de los productos de descomposicion del complejo, por lo que son asignados a las
especies ionicas [Cu(Phen)](NO3)" y (Cu(Phen)]". El resto de picos con valores menores a 200
m/z son asignados principalmente a productos de descomposicion de todos los ligantes de la
molécula principal. Cabe destacar que se repite un patron con los picos de 137 y 154 m/z, en este
caso se puede atribuir a la degradacion de la molécula de fenantrolina, donde la perdida de los dos

atomos de carbono que forman el anillo intermedio origina la formacion de una molécula
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equivalente a la estructura de bipiridina la cual es similar en peso. Posteriormente, la ruptura de

esta estructura originaria la formacion de dos moléculas equivalentes a la estructura de la piridina,

cuyo peso molecular empata con los picos cercanos a 79 m/z.
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Figura 35. Espectro de masas del complejo [Cu(Citr)(Bipy)(H20)](NO3)(H20)

El espectro de masas del complejo [Cu(Citr)(Phen)](ClO4) (figura 37) muestra similitudes con el

resto de los espectros mostrados, al igual que con el espectro del complejo [Cu(Citr)(Phen)](NO3).

Se presenta un pico a 417 m/z siendo atribuido nuevamente a la especie id6nica de la molécula

principal y es el principal indicativo de la formacion del complejo. A pesar de que el peso del

complejo principal no empata directamente con un pico de magnitud significativa, los picos

difusos observados en el rango de 500 a 550 m/z son presumibles de corresponder con la especie

principal. Al igual que con los demds espectros mostrados, se presentan los mismos patrones de

picos, lo que sostiene la asignacion de estos a los productos de descomposicion de los ligantes de

la molécula.
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Figura 36. Espectro de masas del complejo [Cu(Citr)(Phen)](NO3)
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Figura 37. Espectro de masas del complejo [Cu(Citr)(Phen)](ClO4)

2.3. Ensayos in-vitro

2.3.1. Interaccion con Calf Thymus
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En la figura 38 se muestran los espectros de absorcion electronica, en el rango de 250-350 nm, de
los complejos [Cu(L-Citr)(Phen)](NO3) y [Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3) respectivamente, donde cada
linea de color en la grafica representa a un punto de la titulacion con CT-ADN. En la titulacion
del primer complejo, la concentracion de la solucion de CT-ADN fue diluida. Esto se debe a que
a medida que aumenta la concentracion de ADN en el rango previamente establecido en la
metodologia, y debido a la cercania de la banda del complejo (272 nm) con la banda de absorcion
del ADN (260 nm). Ya que al ser valores muy cercanos ¢l traslape de bandas ocurre, lo cual

enmascara cualquier efecto que se presente sobre la banda del complejo.
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Figura 38. De izquierda a derecha, espectros de absorcion electrénica de los complejos [Cu(L-
Citr)(Phen)](NO3) y [Cu(L-Citr)(Bipy)](NOs) con la presencia de CT-DNA

Con lareduccion de la concentracion en el experimento del primer complejo, lo primero a observar
es la reduccion gradual de la intensidad sobre la banda a 272 nm. A medida que la concentracion
de CT-ADN aumenta, traduciéndose como un moderado efecto hipocrémico sobre la banda, de
igual manera la banda adyacente a 290 nm también se observa el mismo fendmeno, pero en menor
medida, en ambos casos no se observa ningun desplazamiento sobre las bandas. Aunque otros

autores reportan el efecto hipocrémico sobre el espectro del complejo como un indicativo de union
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de la molécula hacia el ADN [131], [138], [177]-[183]. También se ha reportado simultaneamente
un desplazamiento tanto al azul o al rojo, por lo que se puede asumir que el complejo tiene una
tendencia a la union con el ADN. Sin embargo, aunque la ausencia de un desplazamiento deja
dudas sobre la interaccion, si bien es posible racionalizar esta ausencia como un efecto de la

dilucidn del titulante, el argumento necesita un respaldo mas grande.
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Figura 39. Diagrama de la ecuacion de Benesi-Hildebrand linealizada para los datos de union de los
complejos [Cu(L-Citr)(Phen)](NO3) y [Cu(L-Citr)(Bipy)|(NO3)

La adicion de CT-ADN en el segundo complejo no requirié la diluciéon de la concentracion
establecida en la metodologia al estar mas separados los valores de las bandas. En este caso la
banda a 310 nm es la que sufre el efecto hipocrémico y en este caso un ligero desplazamiento hacia
el azul de 2 nm se observa al anadir el titulante a la solucion. Por otro lado, la banda a 300 nm a
pesar de sufrir una reduccion de intensidad en las concentraciones mas bajas de DNA,
posteriormente se revierte la tendencia hasta que se hace notorio un aumento de la intensidad,
traducido como un efecto hipercromico acompanado de un desplazamiento de la banda y la

distorsion de la misma. A pesar de que la banda de absorcion del DNA se encuentra alejada en 40
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nm, se puede racionalizar el efecto anterior una vez mas en funcién del traslape de bandas, debido

principalmente al amplio tamafio de la banda.

Tabla 6. Valores de la constante de afinidad (Kb) de complejos de cobre

Complejo Kb (M) Referencia
[Cu(L-Citr)(1,10-Phen)](NO3) 8.32 x 10° )
[Cu(L-Citr)(2,2"-Bipy)](NO3) 3.76 x 10° Este Trabajo

[Cu(2,2’ -Bipy)(gly)(H,0)INOs (CasVll-gly) 3.23x10°
[Cu(4,4-dimethyl-2,2'-Bipy)(acac)(H,0)]NOs (Caslil-ia) 3.31x10°
[Cu(1,10-Phen)(gly)(H,0)]NOs (CasVIi-gly) 7.15 x 10°
[Cu(Phen)(acac)(H,0)]NOs (CasllI-Ba) 7.60 x 10° [178]
[Cu(4,7-dimethyl-1,10-Phen)(acac)(H,0)INO; (Caslil-Ea) 7.90 x 10°
[Cu(5,6-dimethyl-1,10-Phen)(gly)(H,0)INOs (CasVI-gly) 7.89 x 10°
(C32H30N602)Cu,Cl> 3.93x10°3 [181]
[Cu,(p-adenine),(Phen),(H,0),]2* 5.09 x 10° [179]
Ca6H26C1,CuUN4O10 8.56 x 10* [182]
[Cu((2-((quinolin-8-ylimino)methyl)pyridine)(C1)](ClO4 ) 3.57 x 10° [180]

Utilizando el modelo linealizado de la ecuacion de Wolfe-Schimer (figura 39 y tabla 6), el valor
de la constante de asociacion (Kb) es de 8.32x106 para el complejo [Cu(L-Citr)(Phen)](NO3) y
3.76x105 para el complejo [Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3), siendo una diferencia en de un orden de
magnitud. Comparando con otros autores, el valor se encuentra en el rango esperado para la familia
de aminoacidatos mixtos (tabla 6), y la informacion de este experimento sugiere que los complejos

tienen afinidad por unirse al ADN

2.3.2. Ensayos de Fluorescencia
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Previamente, en la seccion de afinidad por CT-DNA los resultados indicaron la afinidad de unién
al DNA, pero el modo en el que se asocian las dos moléculas no puede ser elucidada facilmente
con dicha informacion. En la figura 40 se muestran los espectros de emision fluorescente del
experimento de titulacion del complejo EB-DNA con los dos complejos [Cu(L-Citr)(Phen)](NO3)
y [Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3). Como fue descrito en la metodologia, si el complejo es capaz de
intercalar y desplazar al EB, un decrecimiento de la intensidad debe ser observado, y como se
puede ver en las graficas, a medida que la concentracion de complejo metalico aumenta, la
intensidad medida va disminuyendo gradualmente. Lo anterior respalda la intercalacion como

forma de interaccion entre los complejos sintetizados y el DNA.
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Figura 40. Espectros de emision fluorescente del complejo EB-DNA titulados con los complejos [Cu(L-
Citr)(Phen)](NO3) y [Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3)

A pesar de que ambos complejos muestran una reduccion de la intensidad (figura 41), el complejo
[Cu(L-Citr)(Phen)](NO3) de igual manera muestra una actividad mas grande que el complejo
[Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3), los valores de Ksv medidos son de 2.37x10*y 5.57x10° respectivamente
para cada complejo, siendo una diferencia de mas de un orden de magnitud una vez mas (Tabla *).
La diferencia entre valores mostrados se debe en gran medida al tipo de ligante terciario en las

moléculas, recordando que se teoriza entre mas grande, abultado e hidrofobico sea el grupo
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funcional, la insercion en los surcos de la molécula de DNA bicatenario sera mas favorable, en

este caso se puede sugerir que los complejos analizados no son la excepcion[ 138].

@  [Cu(L-Gitr)(Phen){NO,}
% [Cu(L-Citr)(Bipy}](NO,)

09

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
[CuLL] (x10° M)

Figura 41. Diagramas de Stern-Volmer para los datos de fluorescencia de los complejos [Cu(L-
Citr)(Phen)](NO3) y [Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3)

Tabla 7. Parametros de la ecuacion de Stern-Volmer de varios complejos de cobre

Complejo Ky (M) Kq
[Cu(L-Citr)(1,10-Phen)](NO3) 2.37 x 10* 1.03 x 1012
[Cu(L-Citr)(2,2"-Bipy)](NO3) 5.57x 103 2.42x 10"

2.3.3. Interaccion con plasmido pUC19

En la figura 42 las bandas de electroforesis del plasmido pUC19 tratado con los complejos [Cu(L-
Citr)(Phen)](NO3) y [Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3) son presentadas. La primera banda corresponde al
plasmido sin tratar con complejo en ambos casos. Donde son visibles la forma superenrollada
(forma II) (banda superior) y relajada (forma I) (banda inferior) sin la presencia de anormalidades.
En el experimento con el complejo [Cu(L-Citr)(Phen)](NO3) la aparicion de DNA lineal (forma

III) se hace visible. Esto ocurre desde la banda correspondiente a 5 uM como una pequefia division
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que surge de la banda de la forma II acompafiado de una ligera reduccion de la intensidad de la

misma banda y la desaparicion de la banda de la forma I.

Lo que indica que el complejo tiene la capacidad de provocar la escision de la estructura circular
del complejo. Posteriormente, en las tres bandas correspondientes a las concentraciones de 10-30
UM se observa el mismo patron, aumentando gradualmente la intensidad de la forma III. Sin
embargo, en las ultimas bandas, donde la concentracion supera los 50 uM, la intensidad de las
formas II y III decae completamente, siendo observable que la mayoria de la carga de DNA no
logra migrar del pozo del gel. Lo que supone que a esta concentracion el DNA se condensa en
virtud del cambio de movilidad electroforética provocado por la neutralizacion de las cargas
negativas de la molécula por los cationes del complejo [184]-[186]. Considerando la naturaleza
heterociclica de los ligantes, posiblemente la uniéon por interacciones m-n* es la que une al

complejo con el DNA.

Figura 42. De izquierda a derecha, bandas de electroforesis del plasmido pUC19 tratado con los complejos
[Cu(L-Citr)(Phen)](NO3) y [Cu(L-Citr)(Bipy)]|(NO3). La concentracion del complejo es 0, 5, 10, 15, 30, 50 y
100 pM de izquierda a derecha en ambos experimentos

Por otro lado, el complejo [Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3) provoca el mismo comportamiento en el
plasmido, pero en este caso las bandas de la forma III llegan a ser visibles hasta la banda

correspondiente a 15 pM. Mientras que la forma circular es visible en todas las bandas, siendo
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apenas distinguible en la banda de concentracion mas baja, de igual manera que el complejo [Cu(L-
Citr)(Phen)](NOs), a concentraciones iguales o superiores a 30 uM se genera la misma forma
condensada incapaz de migrar en el gel. La desaparicion de la banda correspondiente a la forma
relajada circular ocurre en el primer complejo a 5 pM mientras que en el segundo complejo ocurre
a una concentracion 3 veces mas grande, volviendo a respaldar el poder que tiene un ligante mas

abultado e hidrofobico sobre la afinidad por el DNA.

2.3.4. Ensayos de citotoxicidad

En la tabla 8 se resumen los valores calculados de ICso * x para los dos complejos contra las cuatro
lineas estudiadas. Los valores de concentracion inhibitoria coinciden con lo visto con los
experimentos de afinidad por DNA, el complejo [Cu(L-Citr)(Phen)](NO3) muestra una mayor
actividad contra las lineas de cancer en comparacion con el [Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3), el cual
presenta concentraciones inhibitorias que exceden el rango de 10 pM. El complejo [Cu(L-
Citr)(Phen)](NOs) muestra una actividad favorable contra las cuatro lineas, teniendo una mayor
actividad contra las células HeLa (IC50=2.53 uM), seguido, en orden ascendente, de las lineas
MCF-7, HCT-15 y MDA-MB-231. Todas las lineas estudiadas en el experimento corresponden a
diferentes tejidos epiteliales (cérvico-uterino (HeLa), mama (MDA y MCF-7) y colorrectal (HCT-
15)), indicando que el complejo tiene un espectro amplio de accion. Por otro lado, el complejo
[Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3) presenta una accion bastante leve, aunque un ligero decrecimiento en la
viabilidad es observado en los experimentos de viabilidad y presenta una actividad ligera contra la
linea HCT-15 (ICs0=11.77 uM), se puede concluir que las lineas estudiadas con este complejo

presentan una resistencia considerable a la accion de la molécula.
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Tabla 8. Valores de IC50 (uM) de los complejos contra las lineas celulares

Complejo He-La MCF-7 MDA MB 231 HCT-15
[Cu(L-Citr)(Phen)](NO3) 2.53+0.04 4.67+0.59 6.69 + 0.60 5.20+0.09
[Cu(L-Citr)(Bipy)](NO3) >10 11.77 £0.61

Figura 43. Micrografias (10x) de las células HeLa y MDA tratadas con el complejo [Cu(L-Citr)(Phen)](NO3).
Las micrografias A y C corresponden a los controles de HeLa y MDA-MB-231 respectivamente, mientras que
las micrografias B y D corresponden a los tratamientos

Como se puede observar con la tincidon de ioduro de propidio (figura 43), el complejo [Cu(L-
Citr)(Phen)](NOs) tiene la capacidad de alterar la morfologia fusiforme de las células HelLa y
MDA, provocando la formacién de conglomerados circulares de un menor tamafio con una gran
penetracion del colorante, caracteristicas propias de poblaciones celulares apoptdticas [187], [188],
por lo que se puede indicar que la pérdida de viabilidad generada por el complejo ocurre por la

induccién de apoptosis.

2.4. Caracterizacion de nanoplataformas
2.4.1. Tamafo y numero por DLS
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Los resultados de la caracterizacion por DLS de los 9 liposomas con el complejo [Cu(L-
Citr)(phen)](NO3) sintetizados se resumen en la tabla 9 y en la figura 44 donde se puede observar
que la distribucién del tamafio por ntimero. Todas las muestras de liposomas se distribuyen en
valores cercanos 100 nm, lo que coincide con el tamaiio esperado para el nimero indicado de pases
del equipo de extrusiéon. Como se puede observar en las distribuciones de tamafio por nimero
(Figura 42), a pesar de que los valores medios se encuentran homogéneos en el rango de 90-130
nm, las distribuciones se encuentran ligeramente ensanchadas. Lo que es més notorio en los grupos
de liposomas de DMPC y DOPC, donde surge una tendencia a formar dos distribuciones de
tamafos. Sin embargo, al no ser la diferencia en tamanos entre los picos principales y los nacientes
grupos demasiado grande, se puede indicar que esta tendencia no supone un problema para los

demas experimentos.

En la figura 45 se muestra la distribucion de volimenes de las muestras de liposomas sintetizadas
con el complejo [Cu(L-Citr)(phen)](NO3), en este caso se pueden observar en los tres grupos que
la mayoria del volumen se distribuye ampliamente sobre valores cercanos a 100 nm. Aunque una
proporcion considerable del volumen recae en tamafos superiores a 500 nm, considerando los
datos de los parametros de distribucion (tabla 9). Estos grupos se pueden asignar a aglomeraciones
de liposomas, a pesar de que se puede suponer de esta proporcion de volumenes para este grupo
de particulas grandes, los datos de distribucion por nimero muestran que son un grupo pequefio
en comparacion a los grupos principales distribuidos en las cercanias de 100 nm. Muy
probablemente estos grupos sean el resultado de los tratamientos de ultrafiltracion utilizados para
separar los restos de sintesis, donde la fuerza centrifuga sea la responsable de este fenomeno al
provocar la sedimentacion de las particulas. A pesar de que la aglomeracion no supone una fuente

de variacion y es probable que desaparezca diluyendo y agitando las muestras, cabe resaltar que
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existe una tendencia a no observarse en las muestras sintetizadas sobre el buffer con contraion

nitrato.

Respecto a los factores presentes en la sintesis, el fosfolipido principal y el tipo de contraion
presente en el buffer, no existe una tendencia que muestre que estos factores alteran los parametros
de las nanoplataformas. Para ello, un andlisis de varianza (ANOVA) con los dos factores
mencionados sobre cada pardmetro, encontrando que el valor de significancia p es demasiado
grande como para rechazar la hipotesis nula, por lo que se puede concluir que los factores
mencionados no tienen un efecto sobre el tamafio promedio final de las particulas. A pesar de que
la aglomeracion no supone una fuente de variacion y es probable que desaparezca diluyendo y
agitando las muestras, cabe resaltar que existe una tendencia a no observarse en las muestras

sintetizadas sobre el buffer con contraidn nitrato.

Tabla 9. . Parametros de distribucién de tamaiio medidos por DLS

, ., Volumen Numero Diametro
. Fosfolipido Solucion . . . Valor z
Liposoma . promedio promedio promedio . Pdl
principal Buffer promedio
(nm) (nm) (nm)

1 DMPC A 126.8 99.0 933 114.5 0.0953
2 DPPC B 429.0 79.8 74.8 115.1 0.0330
3 DOPC C 373.0 88.0 80.2 141.6 0.0478
4 DMPC C 839.0 98.7 84.3 749.3 0.8640
5 DPPC A 105.6 93.4 90.8 104.8 0.0400
6 DOPC B 116.2 91.7 86.5 112.9 0.0838
7 DMPC B 228.4 97.6 88.3 190.7 0.1523
8 DPPC C 162.2 56.8 50.4 90.82 0.0817
9 DOPC A 114.9 89.8 84.4 113.9 0.0578

p (0.05) (FL) 0.5910 0.1412 0.2257 0.3377 0.3012

p (0.05) (BS) 0.3104 0.3931 0.1988 0.4313 0.4190

FL= Fosfolipido principal; BS= Solucion Buffer; PdI= indice de polidispersion.
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% Number

Figura 44. Diagramas de distribucion por nimero de las liposomas de DMPC (diagrama superior izquierdo),
DPPC (diagrama superior derecho) y DOPC (diagrama inferior)
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Figura 45. Diagramas de distribucion por volumen de las liposomas de DMPC (diagrama superior izquierdo),

DPPC (diagrama superior derecho) y DOPC (diagrama inferior)
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2.4.2. Experimentos de citotoxicidad de las nanoplataformas

En la tabla 10 se resumen los resultados del experimento de citotoxicidad del complejo [Cu(L-
Citr) (Phen)](NO3) encapsulado en los nueve disefios de liposomas. Se destacan los valores de ICso
(*x) y la relacion de ICso con respecto al complejo sin encapsular. Al igual que el complejo sin
encapsular, todas las muestras de liposomas fueron capaces de inducir apoptosis en las células,
con los mismos patrones de pérdida de viabilidad. Como fue previsto desde la metodologia, las
suspensiones de liposomas del complejo generaron una mayor reduccion de la viabilidad en células
en comparacion del complejo sin encapsular, todo ello en virtud del aumento de concentracion del
complejo. Una tendencia en los valores indica que este valor se encuentra fuertemente asociado al
tipo de contraion usado en la solucioén buffer, donde los valores mas bajos (incluso con una
reduccidon negativa que se traduce en una pérdida de la efectividad) son inducidos por los
liposomas sintetizados con contraion cloruro (Cl-), mientras que los liposomas encapsulados con
contraion nitrato (NOs3) (el mismo contraion de la molécula del complejo) muestran los valores

mas altos de reduccion de viabilidad.

Tabla 10. Resumen del experimento de citotoxicidad de liposomas

Liposoma Linea celular Fosfolipido Solucién ICs * x Ricgo
Principal Buffer (M) promedio

1 MDA-MB-231 DMPC A 3.21£0.37 14.04
2 MDA-MB231 DPPC B 4.64 +0.06 -24.38
3 MDA-MB-231 DOPC C 2.63 +0.03 29.53
4 HeLa DMPC C 2.06 +£0.25 34.32
5 HeLa DPPC A 1.69 +0.14 46.40
6 HeLa DOPC B 2.86+0.71 8.97
7 HCT-15 DMPC B 5.79 £0.36 33.85
8 HCT-15 DPPC C 5.16 £0.98 41.05
9 HCT-15 DOPC A 3.07 £0.50 64.90

p(0.05)=0.0008  p(0.05)=0.2257 p(0.05)=0.0016
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El andlisis estadistico realizado sobre el disefio experimental arroja valores p < 0.05 solo a los factores
correspondientes al tipo de linea celular (que es el factor de bloque) y el tipo de contraidon, concluyendo que
el efecto del contraion es estadisticamente significativo sobre la citotoxicidad de los liposomas, por otro
lado, el efecto producido por las diferentes fosfatidilcolinas utilizadas para el experimento parece no tener

un efecto significativo.
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3. CONCLUSIONES

Se Se logro6 la caracterizacion del complejo de cobre-citrulina [Cu(D-Citr);]n, y su caracterizacion
por cristalografia de rayos X de monocristal, espectrofotometria UV-Visible, espectrofotometria
Infrarroja (FT-IR), espectrofotometria Raman y por Resonancia Magnética Nuclear (NMR) de 'H
y 13C. Todo lo anterior con objetivo de brindar un marco de referencia para el posterior estudio de
complejos mixtos de cobre tipo aminoacidato con potencialidad anticancerigena. La
caracterizacion de este complejo reveld que el complejo, debido a los grupos funcionales que
posee, muestra tendencia a actuar como ligante ditopico, lo que le permite formar complejos de

tipo polimérico.

Se logro la sintesis de los cuatro complejos mixtos tipo aminoacidato [Cu(L-Citr)(Phen)](NO3),
[Cu(L-Citr)(Bipy)](NOs), [Cu(DL-Citr)(Bipy)(H20)](NO3)(H20) y [Cu(DL-Citr)(Phen)](ClOs) y
su caracterizacion por difraccion de rayos X de monocristal, espectrofotometria UV-Visible,
espectrofotometria Infrarroja (FT-IR), espectrofotometria Raman y espectrometria de masas. La
caracterizacion mostro que los cuatro complejos muestran muchas similitudes con el complejo

[Cu(D-Citr)2]n, lo que valida su uso como modelo de estudio.

Se realizaron ensayos in-vitro sobre los complejos [Cu(L-Citr)(Phen)](NOs3) y [Cu(L-
Citr)(Bipy)](NO3) por ser los complejos con mayor solubilidad. Encontrando que los dos
complejos seleccionados tienen la capacidad de union a DNA bicatenario por intercalamiento y la
capacidad de generar escisiones en la misma, ademas los complejos tienen la capacidad de inducir
apoptosis en cuatro lineas celulares (HeLa, MDA-MB-231, MCF-7 y HCT-15), donde el complejo

[Cu(L-Citr)(Phen)](NO3) es el que muestra una mayor actividad.
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En los experimentos de encapsulacion del complejo [Cu(L-Citr)(Phen)](NO3) en liposomas (100
nm) de fosfatidilcolinas, ademas de la caracterizacion por DLS, se logrd establecer un disefio
experimental en cuadrado latino con el objetivo de evaluar el efecto de utilizar como componentes
diferentes fosfatidilcolinas (DMPC, DPPC y DOPC) y diferentes iones (NO3", Cl"y C2H307") sobre
la actividad citotoxica resultante. Encontrando que la variacion respecto a los fosfolipidos
utilizados no ejerce efecto sobre la citotoxicidad, pero el tipo de ion utilizado si ejerce un efecto
significativo. Con lo anterior, llegando a encontrar que el ion cloruro disminuye la efectividad del
ensamble mientras que el ion nitrato es el que mejores valores de citotoxicidad ofrece, es decir,

cuando se utiliza el mismo contraion de la molécula del complejo, en este caso.
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5. ANEXOS

Anexo L. Datos cristalograficos de los complejos

Datos cristalograficos del complejo [Cu(D-Citr);],

[Cu(D-Citr);]a

Chemical formula
Formula weight (g mol')
CCDC
Crystal system
Space group
Temperature (K)
a,b,c(A)
pC)

V (A%

V4

Radiation type

Pealed (g €M)

p (mm™)
Crystal size (mm)
GoF on F?

Ri [I>26(D)]
R, [all data]
wR, [ > 206(1)]
wR [all data]

C12H24CuNsOs
411.91
2172421
Monoclinic
P2,

300.7
5.1270 (2), 9.2086 (4), 17.1099 (7)
93.972 (2)
805.86 (6)

2
CuKa (1.54178 1)
1.698
2.339
0.12x0.1 x0.1
1.147
0.0497
0.0512
0.1469
0.1520

Datos cristalograficos del complejo [Cu(Bipy)(D,L-Citr)(H,O)(NO3)]-H,O

[Cu(Bipy)(Citr)(H20)(NO3)]-H20

Chemical formula
Formula weight (g mol™!)
CCDC
Crystal system
Space group
Temperature (K)
a,b,c(A)
P
V (A?%)

V4
Radiation type

Pealed (g €M)

p (mm™)
Crystal size (mm)
GoF on F?

R [I>20(D)]
R, [all data]
wR; [1>20(D)]
wR [all data]

C16H24CUN608
491.95
XXXXX

Triclinic
P-1
293(2)

7.2136(3), 12.2497(6), 14.1356(6)
65.430(4), 77.331(3), 82.046(3)
1106.75(9)

2
Mo Ko (A=0.71073 A)
1.476
1.040
0.32 x0.25 x0.20
1.054
0.0484
0.0624
0.1211
0.1295
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Datos cristalograficos del complejo [Cu(Citr)(Bipy)](NO3)

[Cu(Citr)(Bipy)](NOs)

Chemical formula
Formula weight (g mol!)
CCDC
Crystal system
Space group
Temperature (K)
a, b, c(A)
B
V (A3
Z
Radiation type

Pealed (g €M)

p (mm™)
Crystal size (mm)
GoF on F?

R, [I>20(D)]
R, [all data]
wRo [1>206(1)]
wR; [all data]

Ci6H20CuNgOs
455.92
XXXXX

Monoclinic
P2;
293(2)

5.5351 (2), 9.1078 (4), 18.6095 (7)
92.878(4)
936.97(7)

2
Mo Ka (L =0.71073 A)
1.616
1.21
0.49x0.23x0.07
1.05
0.037

0.075

Datos cristalograficos del complejo [Cu(Phen)(Citr)|(NO3)

[Cu(Phen)(Citr)|(NO5)

Chemical formula
Formula weight (g mol")
CCDC
Crystal system
Space group
Temperature (K)
a,b,c(A)
B
V (A3
V4
Radiation type
Pealed (g €M)

p (mm™)
Crystal size (mm)
GoF on F?

Ri [1>20(D)]
R, [all data]
wR, [ >26(D)]
wR [all data]

C13H20CuNsOs
479.93
XXXXX
Triclinic
P-1
293
9.1457 (3), 9.3332 (3), 12.2393 (4)
93.905 (1), 94.021 (1), 110.278 (1)
972.79(6)
1
Mo Ko (A=0.71073 A)

1.17

1.11
0.024

0.061
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Datos cristalograficos del complejo [Cu(Phen)(D,L-Citr)](C104)

[Cu(Phen)(D,L-Citr)](C104)

Chemical formula

Formula weight (g mol!)

CCDC
Crystal system
Space group
Temperature (K)
a, b, c(A)
B
V (A3
Z
Radiation type

Pealed (g M)

p (mm™)
Crystal size (mm)
GoF on F?

R, [I>20(D)]
R, [all data]
wR, [ > 206(1)]
wR; [all data]

C13H20CuN507C1

517.37

XXXXX
Monoclinic

P21/C

293
13.43407(15), 17.2377(3), 18.0815(2)
97.8539(11)
4147.90(9)
8
Mo Ka (L= 0.71073 A)

1.24

0.49 x 0.30 x 0.28
1.16
0.069

0.197
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Abstract: Citrulline {CgHy3N304) & a non-protein amino acid found in watermedon. In physiclogical
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amino acids, nnl:,.' one coondinatson Dumple:t ha= been r\epm'lnd in the Cambridgl.- Ery:leuEmPhic
Database. As part of our search for L'uinpeim'l" anaJnsx. e sy’nthuﬁi::d and characterized the
copper bis-citrullinato complex, [Cu(Citr)z),. The compound was described using UV-Vis, Infrared,
and Raman spectroscopy, together with single-crystal X-ray diffraction. Computational tools were
also used. The optimized structure, MEP map, IR and Raman spectra, and "H and 3 chemical shifts
were obtained with functional mPW 1PWH1 Iu:inE E-310d ) basis set for W, O, Cand H atoms, and
LANL2DZ basis set and ECP=LANLIDZ for the Cu atom. TD-mPW1PW91 calculations generated
the U'V-Vis spectrum.  Finally, AIM and Hirshfeld surface analysis were used bo examine non-
covalent interactions. Previous mvestiga bions suggest L'as:i.npu:ina'l'-liJsr complexes can inferact with
DMNASEMNA, creating potential anticancer chemicals. The [CulCitr)y | complex’s polymeric nature
and insolubility make it difficult for such purposes. However, the facile synthesis of D-Citrulline
could be a novel way to find new applications for this interesting amino acid.
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1. Introduction

The discovery of Citrulline that we know today has been traditionally attributed to
Mitsunori Wada in 1930, who separated and determined its chemical formula from the
watermelon juice Citrullus vulgeris [1]. However, it was first isolated in 1914 by Yotaro
Koga and Ryo Ohtake, although they did not describe its structure, nor did they name
it [2]. Today, we know that L-Citrulline is also present in other foods, such as cucumbers,
purnpkins, melons, squashes, and gourds [3]

L-Citrulline (CeH13N303) is not involved in protein formation since it is a non-essential
aming acid. The body produces it endogenously, predominantly in the intestine [4,5], by
biosynthesis from principally L-glutamine, L-arginine, and proline. During the urea cycle,
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Abstract: Citrulline is a non-protein amino acid that acts as & metabolic intermediate in the urea
cyele and arginine synthesis, It is present in some foods, although its name derives from watermelon
(Crbrnllns :ul’gﬂlﬁ!],.ﬁm which it was first identified. Under normal conditions, Citrulline exists as
a rwitterion in aquecaus solutions since its carboxylic and amine groaps can act as Lewis denors
to chelate metal cations. In addition, Citrulline possesses in the aliphatic chain a terminal ureide
group, which could alzo cownrdinate. Mlhnush Citrulline iz aﬂmpamb.le tes axther classical amino acids,
its coordination chemistry has yet to be explored. Only two metal complexes have been reported,
and the copper um'l]:!lex i a Ft:v]ymer.ir and insoluble material. As part of our search for active
Caxi.i:l]:leina'l' H.I'I.IIIJEBG. we created a mone soluble l:nmpJE:c I:}r-uu:nbin.irlg IJ'-Ei.]:!}rri.din::inh:la W
mixed material, resulting in the mononudear complex [CufBipy HCitr{HOMMNOL)]-Ho O, Single-
cr:,r:d:al x-m].' diffraction, upeclnm:l]:!ic methods {FI-IR, UV-Vis, Kaman), and mass ﬂpﬂ:h!mhel'r‘!,r
characterized the material. Interestingly, both isomers of Citrulline, R{D), and 5L} are present in
the same crystal. In addition, the mobecular structure and electronic properties of the comples wene
caleulated using density functional theory (FT). Non-covalent interactions were characterized using
the atoms-in-molecubes (AIM) approach and Hirshfeld surface (HS) analysis. This temary complex
mnlai.'ni.rlE Citrulline and Z‘_I'-Hi.]:}'ri.diru: will be umed for dncls.irq; calculations and PI'HL'iI'I.‘I:iI'HI.‘",I’
I:Ii.nl-ugjl.-nl studies using calf 'I‘]'I}'.I'I'I.'I.l.'i DA (CT-DNA) and Pl.umcid. PLICI“! a% a first approximation to
cytotoxic activity against cancer cell lines.

Keywords: citrulline; Z,I"-Hipy'ridiru:: copper complex; DFT; AlM; Hirshfeld surface

1. Introduction

Citrulline {CyHy2N30Os) is a non-essential amino acid involved in the body s urea cycle
and arginine synthesis [1]. It is a molecule abundant in certain foods, such as watermelon,
the fruit from which its name, Citrillus, is derived [2]. Wada discovered it in 1914 thanks to
synthesizing its complex with copper(Il} [2]. This was obtained by reacting watermelon
juice with a coppen(ll) salt, resulting in a deep blue precipitate that was insoluble in neutral
to basic solutions [4]. The Citrulline complexes have been well-known for a long time,
but they have generated little interest because most researchers have described them as
“difficult to crystallize”. Howewver, this amino acid has recently gamered considerable
interest due to its potential medicinal properties since il improves blood fow and reduces
blood pressure; it is used for athletic performance, sickle cell disease, erectile dysfunction,
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