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SUMMARY 

The main goal of this PhD thesis concerns the development of 
artificial metallonucleases based on copper(II)-1,2,4-triazole 
compounds. In order to do so, we have obtained metal compounds of 
different nuclearities by reaction of a new family of 1,2,4-triazole 
ligands with copper(II) salts. The ligands own the characteristic 
triazole properties upon coordinating to metals and also integrate 
DNA binding units (aromatic moieties) with the aim of increasing the 
affinity of the corresponding metal complexes to double strand DNA. 
We have also chosen the copper(II) ion due to its intrinsic redox and 
coordination properties. Here we present our conclusions in relation 
with their structure/activity and also regarding the activating agent 
employed in the cleaving process (i.e. chemicals or other type). 

Furthermore, the triazole ring offers the versatility to bridge 
several metal centers and obtain unique polinuclear compounds. 
These compounds can show higher oxidative nuclease activity than 
their respective mononuclears due to the possible synergy between 
metallic centres. On the other hand, these compounds also present 
great interest due to their singular structural features and magnetic 
properties. 

This PhD thesis is divided in five sections: a general introduction 
and four different chapters. The general introduction includes the 
main concepts that will be tackled in this manuscript and the other 
four chapters contain the results obtained along this PhD period. The 
first chapter contains the synthesis and characterization of the triazole 
ligands; the other three chapters are divided according to the nature 
of the activation mechanism used to promote DNA scission: (chapter 
II) oxidative induced by chemical agents; (chapter III) oxidative 
induced by nanoparticles and, (chapter IV) hydrolytic. 
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General Introduction 

This main introduction is divided in five sections. The first one 
comprehends an overview about DNA structure and molecular 
interaction, focusing in the four distinct ways B-DNA can be 
recognized: major and/or minor groove linking, intercalation 
between the base pairs, sugar-phosphate backbone binding and, 
covalent binding or metal-coordination to the bases. The second part 
contains a first approach at chemical nucleases. Here we focus on 
natural nucleases (enzymes), artificial nucleases (metallonucleases) as 
well as their two possible mechanism modes of action: hydrolytic and 
oxidative. In the third part we overview in the basics and experimental 
details of the bioinorganic techniques used along this thesis 
manuscript to evaluate DNA interaction and cleavage (fluorescence, 
DNA melting temperature, viscosimetry and gel electrophoresis). In 
the forth part we firstly introduce the triazole ligands. Here we reason 
their unique properties as ligands and their versatile coordination 
modes, making them very appealing for the design of new 
polynuclear metal complexes with interesting properties. The last part 
includes the main objectives of this Thesis manuscript. 

Chapter I 

In this first chapter we present the aforementioned family of 1,2,4-
triazole ligands derived from the corresponding precursor (3-
amino/3,5-diamino-1,2,4-triazole) after integrating the aromatic 
groups in their structure, as substituent of the triazole ring, via 
sulfonylation or acylation. The chapter is divided in two parts. In the 
first one, we summarize the different strategies to synthesize 3,5-
disubstituted-1,2,4-triazoles as well as the possible tautomerism 
problems associated to the triazole synthesis. In the second one, we 
present the synthesis and full characterization of the eight new 
ligands. We also include the crystal structure for one derivate, thus 
confirming the structure of the new triazole. 
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Chapter II 

The chapter II, the main chapter on this thesis manuscript, contains 
a successful extension of our group’s research on the chemistry of 
copper-triazole nucleases via oxidative mechanism in the presence of 
chemical activating agents. In the first part of the chapter, we briefly 
introduce two well-known examples of oxidative metallonucleases 
(Fe-bleomicine and copper(II)-bis-1,10-phenanthroline) and then, look 
at some of the recent strategies used in the literature to optimize the 
nucleolytic activity of oxidative systems. In the second and third parts, 
we exploit one strategy usually applied in artificial nucleases to 
enhance DNA affinity: the conjugation with intercalators. We present 
the synthesis, crystal structure, and spectroscopic and magnetic 
characterization of five new copper(II)-triazole compounds that 
combine triazole, sulfonyl/acyl and naphthalene/benzyl fragments. 
Then, we study their DNA binding and cleavage properties and 
discuss the consequences both of the inclusion of the aromatic 
moieties and of the different nuclearity in the DNA affinity and 
cleavage properties. In the fourth and fifth parts, we use an alternative 
approach to favour DNA cleavage: the formation of multinuclear 
complexes through several bridging and chelating possibilities 
offered by the triazole ligands. We present the synthesis and full-
characterization of three new multinuclear compounds (two 
tetranuclear and one hexanuclear). We also study their magnetic 
properties and provide relevant data for discrete polinuclear 
compounds featuring different types of triazole bridges. Furthermore, 
we study their DNA interaction and cleavage properties. These 
studies show higher DNA binding affinities and greater DNA 
cleavage activities than the previous compounds.  

Chapter III 

In this third chapter we survey on one of the fastest moving and 
most exciting interfaces of nanotechnology: the use of quantum dots 
(QD) in biology. The chapter is organized in three parts. In the first 
one, we introduce the general concepts about this type of 
nanoparticles as well as presenting an overview for their synthesis, 
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biofunctionalization and possible applications. In the second one, we 
use QD to activate Cu(II) complexes towards DNA cleavage. 
Interestingly, we demonstrate that QD can cooperate and synergize 
with the prototypical nuclease [Cu(phen)2]2+ providing the first 
example of cooperative DNA cleavage between nanoparticles and a 
synthetic metallonuclease. In the third one, we use the aforementioned 
properties of triazole to obtain two new dimeric compounds and 
expand our previous results by combining the advantages of 
dinuclear copper catalysts with those of hydrogen-bonding ligands 
and with those of QD. Here, we describe the synthesis, crystal 
structure, and magnetic properties of both dimers. Then, we study 
their DNA binding and cleavage properties both in the presence of 
chemical activants and with QD. We rationalize the functional role of 
the nanoparticles in this process by different techniques.  

Chapter IV 

The fourth chapter is devoted to metallonucleases that can 
efficiently mediate phosphodiester bond cleavage through hydrolytic 
pathways. The chapter is divided in two parts. In the first one, we 
survey on the comprehension of this mechanism and to the strategies 
that need to be addressed to obtain more efficient systems. During 
this revision we realized that the studies on the most active systems 
were based on the hydrolysis efficiency towards substate models so, 
and based on our experience in DNA cleavage, we decided to 
undertake a complete cleavage study of an active system towards 
plasmid DNA. In the second one, we select the dinucleating ligand L (L = 
1,3-bis[bis(pyridin-2-ylmethyl)amino]propan-2-ol), which shows high 
efficiency in models, for this purpose. Here, we show that at M:L ratio 
of 1:1 (M being Co(II) and Fe(III)), L forms very efficient catalysts for 
cleaving plasmid DNA through the participation of the metal-free 
site. We also study the DNA binding strength of the ligands L and L’ 
(the corresponding mononuclear) and their complexes. The present 
study is the first to show that it is possible to enhance the catalytic 
activity of the metal complex in dinucleating ligands by keeping the 
second metal binding site vacant as a second sphere feature. 
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1 INTERACCIÓN CON EL ADN 

1.1 Estructura del B-ADN 

La estructura básica del ADN está constituida por azúcares de 
desoxirribosa unidos entre sí a través de una cadena de grupos 
fosfatos (figura 1a). A su vez, los azúcares están unidos a una de las 
cuatro bases nitrogenadas que constituyen la información genética de 
los organismos (guanina, G; adenina, A; citosina, C o timina, T).  

La estructura del ADN, propuesta por Watson y Crick hace más de 
cincuenta años,1 es uno de los iconos científicos del siglo XX. Su 
estructura, denominada forma B-ADN, consiste en dos cadenas 
helicoidales de polidesoxirribonucleótidos que se enrollan hacia la 
derecha alrededor de un eje central imaginario (figura 1b). En ella, las 
unidades hidrofílicas azúcar-fosfato quedan expuestas hacia el 
exterior mientras que las bases hidrófobas permanecen en el interior 
de la doble hebra e interaccionan entre sí mediante enlaces de 
hidrógeno (A con T y G con C). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

(a) (b) 

Figura 1. (a) La unidad básica del ADN; (b) estructura del B-ADN. 

La geometría de los pares de bases y el antiparalelismo de ambas 
hebras, necesarios para la formación de los enlaces de hidrógeno, 
hacen que el punto de unión entre las bases y el esqueleto azúcar-
fosfato no se disponga simétricamente con respecto a las bases. Esto 
provoca que se formen dos surcos en la estructura: uno denominado 
surco mayor, de 22 Å, y otro denominado surco menor, de 12 Å 
(figura 2). Estos surcos giran de forma helicoidal, al igual que los 
esqueletos azúcar-fosfato. 
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Figura 2. Estructura del B-ADN mostrando la diferencia estructural de los surcos 
menor y mayor. 

La forma B del ADN es la conformación secundaria predominante 
tanto en disolución acuosa como en la célula. Sin embargo, y bajo 
determinadas condiciones, el ADN puede formar otro tipo de 
estructuras tales como la hélice levógira Z-ADN o la hélice dextrógira 
A-ADN (más corta y compacta).2 Asimismo, el ADN puede originar 
estructuras de un orden superior como cadenas triples y cuádruples 
(figura 3).3 Se cree que todas estas estructuras pueden jugar un papel 
biológico relevante.4–6 Por ejemplo, se ha demostrado la formación de 
estructuras cuádruples en los telómeros humanos.6 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (a) (b) 

Figura 3. (a) Estructura triple del ADN; (b) estructura cuádruple del ADN. 



   J. Hernández-Gil 
 

 9 

1.2 Formas de interacción con el B-ADN 

La imagen generalizada del ADN como una doble hebra 
“desnuda” y alargada hasta el infinito no es real. En la práctica, el 
ADN se encuentra fuertemente enrollado -como un ovillo de lana- y 
estabilizado por diversas especies catiónicas (fundamentalmente las 
histonas y, en menor medida, iones metálicos y poliaminas). 

Un paso crucial para controlar la estructura del ADN es entender 
cómo estas moléculas y/o iones interaccionan con la doble hebra. Las 
moléculas de tamaño relativamente pequeño pueden interaccionar 
con los ácidos nucleicos de diferentes maneras:7–9  

a) por unión a los surcos (mayor y/o menor); 
b) por intercalación entre los pares de bases; 
c) por unión al esqueleto azúcar-fosfato; 
d) por unión covalente o coordinación metal-base. 

Las tres primeras se engloban en el grupo de interacciones 
reversibles. Estas interacciones no enlazantes molécula-ADN se dan en 
unas condiciones específicas, las cuales, si cambian, pueden provocar 
la disociación del aducto formado. Por el contrario, la unión covalente 
o coordinación metal-base precisa la formación de un enlace que una 
ambas moléculas; dichas interacciones se conocen como irreversibles o 
enlazantes. 

a) Unión a los surcos (mayor y/o menor) 

Los surcos, especialmente el mayor, dejan espacio suficiente para 
que las moléculas externas puedan contactar con las bases; éste es el 
fundamento de la interacción del ADN con numerosos agentes 
capaces de reconocer secuencias de bases. Las moléculas que se unen 
a los surcos presentan una alta selectividad de reconocimiento de la 
secuencia de bases del ADN, abarcando en muchos casos entre 8-12 
pares de bases, a diferencia de la mayoría de los intercalantes.10–14 

Las fuerzas que intervienen en la unión a los surcos son:7–9 

• Efectos hidrófobos-interacciones de van der Waals. 
• Interacciones electrostáticas. 
• Enlaces de hidrógeno. 
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Fig. 1 Stereo views of the X-ray structure of three classical DNA-binding drugs (orange) in complex with their target DNA (blue), with the structures
of the corresponding drug alongside. (A) Intercalator ellipticine 1 (PDB access code 1Z3F).79 (B) Minor groove binder distamycin 2 (PDB access code
2DND).80 (C) Covalent cross-linker cisplatin 3 (PDB access code 1AIO).81 All images in this work were drawn with the UCSF Chimera package.82

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2009 Dalton Trans., 2009, 399–414 | 401
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Un ejemplo conocido de ligando del surco menor es la netropsina, 
(figura 4a), molécula constituida por unidades aromáticas unidas a 
través de enlaces peptídicos, que se aloja de forma específica en el 
surco menor abarcando 6 pares de bases A-T contiguos. Además de las 
fuerzas hidrófobas y los enlaces de hidrógeno, en la netropsina se 
producen interacciones entre las cargas positivas terminales y el N-3 
de la adenina.10 Otro ejemplo de agente de unión al surco menor es la 
distamicina A (figura 4b y c) 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 

 (a) (b)  (c) 

Figura 4. Ejemplo de interacción por el surco menor: (a) con netropsina10 y, (b) con 
distamicina A (en naranja); (c) estructura de la distamicina A.15 

Por su parte, el surco mayor es el blanco preferente de la unión de 
proteínas al ADN debido al mayor número de posibilidades que 
ofrece de formar enlaces de hidrógeno con grupos como el amino de 
la lisina, el imidazol de la histidina, el hidroxilo de la serina, el 
carboxamido de la asparragina y glutamina o el carboxilato del 
glutamato, sin que se produzcan interacciones específicas por esta 
región. Aminoácidos catiónicos, como la arginina, también pueden 
formar enlaces de hidrógeno con los oxígenos de los fosfatos y/o 
enlaces de hidrógeno bifurcados con la guanina.7–9 
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b) Intercalación entre los pares de bases 

A principios de los años 60, Lerman y col. descubrieron que la 
familia de colorantes de la acridina eran capaces de unirse a los ácidos 
nucleicos, insertándose entre los pares de bases a través de 
interacciones !-! entre las bases situadas arriba y debajo de ellos.16 

Un intercalante, por regla general, suele ser un compuesto 
aromático con una superficie óptima aproximada de 39 Å2 que puede 
insertarse entre los pares de bases de un polinucleótido a través de 
ambos surcos.9,17 Una característica estructural común de todos los 
intercalantes es un sistema aromático !-deficiente de dos o más 
anillos de seis eslabones que corresponde, aproximadamente, a un 
par de bases nucleicas. La intercalación se puede producir a través de 
ambos surcos y las fuerzas que operan son:9 

• Apilamiento (stacking)-fuerzas de van der Waals. 
• Enlaces de hidrógeno. 
• Interacciones electrostáticas. 

La existencia de cargas positivas en el sistema cíclico o en cadenas 
unidas a él da lugar a intercalantes catiónicos, caso de bromuro de 
etidio o proflavina (esquema 1). El proceso de interacción transcurre a 
través de dos etapas: (i) una primera interacción electrostática entre 
los grupos fosfato y el centro positivo y (ii) posterior deslizamiento 
del intercalante a lo largo de la hélice hasta que encuentra un lugar 
abierto, provocando el movimiento térmico de los pares de bases y 
produciéndose la intercalación.9 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 (a)  (b) 

Esquema 1. Primeros intercalantes: (a) Proflavina y (b) Etidio. 

Barton y col.18 han desarrollado una serie de compuestos de rodio 
y rutenio octaédricos con unidades planares capaces de insertarse 
entre las bases nitrogenadas. En este enfoque, el metal de transición 
aporta la carga positiva (figura 5). 
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Fig. 1 Stereo views of the X-ray structure of three classical DNA-binding drugs (orange) in complex with their target DNA (blue), with the structures
of the corresponding drug alongside. (A) Intercalator ellipticine 1 (PDB access code 1Z3F).79 (B) Minor groove binder distamycin 2 (PDB access code
2DND).80 (C) Covalent cross-linker cisplatin 3 (PDB access code 1AIO).81 All images in this work were drawn with the UCSF Chimera package.82

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2009 Dalton Trans., 2009, 399–414 | 401
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The three crystal structures of a metal complex intercalated

within a duplex, two containing an octahedral rhodium

complex inserted in an oligonucleotide and one a square-

planar platinum complex inserted into a paired dinucleotide,

each demonstrated that intercalation occurs via the major

groove.34–36 Yet this may not always be the case. NMR studies

indicate that metal complexes bearing dpq (dipyrido[2,2-

d:29,39-f]quinoxaline), a close analogue of dppz lacking the

terminal aromatic ring, favors binding via the minor groove.37

Whether this binding by the more hydrophobic complex

involves one or two binding modes, groove-binding from the

minor groove and intercalation, still needs to be confirmed.

Exploiting the photophysical and photochemical properties of

metallo-intercalators

By design, metallo-intercalators are coordinatively saturated

and substitutionally inert such that no direct coordination with

DNA bases occurs. Nonetheless, they often possess rich

photochemistry and photophysics that have been advanta-

geously exploited both to probe their interaction with DNA

and to understand further various aspects of nucleic acid

chemistry. The most studied example is probably the

molecular light switch complex, [Ru(phen)2(dppz)]
2+. This

ruthenium complex shows solvatochromic luminescence in

organic solutions. In aqueous solutions, however, it does not

luminesce because water deactivates the excited state through

hydrogen-bonding with the endocyclic nitrogen atoms of the

intercalating ligand. Remarkably, however, the complex

luminesces brightly upon the addition of duplex DNA. In this

case, the metal complex intercalates into the DNA, and the

surrounding duplex prevents water from gaining access to the

intercalated ligand; thus, the DNA has created a local region

of organic ‘solvent’ in which the metal complex, now free of

any hydrogen bonds, can display its characteristic lumines-

cence. (Fig. 6).38

Although there has been some debate over the binding

orientation of [Ru(phen)2(dppz)]
2+,39 it has now been estab-

lished that it intercalates via the major groove.32b,c Direct

competition titrations against both a minor groove binder

(distamycin) and a well-characterized major groove inter-

calator (D-a-[Rh{(R,R)-Me2trien}(phi)]
3+, vide infra)33b,24

clearly demonstrate that the molecular light switch intercalates

via the major groove with a slight preference for poly-d(AT)

over poly-d(GC).40 This conclusion is further supported by

detailed NMR studies performed with complexes bearing

selectively deuterated dppz ligands. The latter investigations,

together with the observed biexponential decay of the

luminescence of [Ru(phen)2(dppz)]
2+, further stipulated the

presence of two populations with slightly different intercala-

tion geometries.32b,c Many analogues of the popular molecular

light switch, such as Nordén’s threading ruthenium bis-

intercalators,41 have been synthesized and their photophysics

have been extensively studied and reviewed.42

While ruthenium and dppz-based metallo-intercalators have

proven to be powerful molecular light switches for the

detection of DNA, rhodium intercalators have been shown

to be efficient agents for photoactivated DNA strand cleavage.

Importantly, this reactivity enables us to mark directly the site

of intercalation and to characterize the recognition properties

of each metallo-intercalator. In this case, the most well studied

examples are rhodium complexes employing the phi ligand as

the intercalator, such as [Rh(bpy)2(phi)]
3+, [Rh(phen)2(phi)]

3+

and [Rh(phi)2(bpy)]
3+ (Fig. 4).43

In many cases, the irradiation of the intercalated metal

complex with short wavelength light (313–325 nm) initiates

strand scission near the binding site. More specifically, this

irradiation prompts the formation of an intercalating ligand-

based radical that abstracts a hydrogen atom from an adjacent

deoxyribose ring.43 Subsequent degradation of the resultant

sugar radical then leads to direct DNA strand scission. In the

absence of dioxygen, the photolysis of intercalated rhodium

Fig. 5 Crystal structure of the metallo-intercalator D-a-[Rh{(R,R)-

Me2trien}(phi)]
3+ bound to its target sequence, 59-TGCA-39.

Fig. 6 The light-switch effect of dppz-based metallo-intercalators.

This journal is ! The Royal Society of Chemistry 2007 Chem. Commun., 2007, 4565–4579 | 4569
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 (a) (b) 

Figura 5. Ejemplo de interacción por intercalación: (a) con el compuesto "-#-[Rh{(R,R)- 
Me2trien}(phi)]3+ donde phi = 9, 10-fenantroquinona diimina (en azul oscuro)18 y, (b) 
con elipticina (en naranja).15 

Aunque los intercalantes se unen preferentemente a pares G-C y 
presentan cierta preferencia por los dinucleótidos 5’-pirimidina-
purina-3’, no presentan generalmente selectividad con relación a la 
secuencia, mientras que los agentes que se unen al surco son más 
selectivos debido a que interaccionan con un mayor número de pares 
de bases. 

Con relación a la posible competencia entre intercalación y unión 
al surco, es interesante considerar aquellos compuestos que se pueden 
unir tanto al surco como comportarse como intercalantes. Por 
ejemplo, el 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI, esquema 2) se une al 
surco menor del ADN en lugares ricos en secuencias A-T, pero 
también por intercalación en regiones con abundantes secuencias G-
C.19 

 
 
 
 
 
 

 

Esquema 2. Estructura del ligando DAPI. 
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Fig. 6 Stereo views of (A) the recognition of the HIV-1 RNA stem loop by guanidino neomycin B 11 (PDB access code 2JUK)35 and (B) the DNA
backbone phosphate tracking polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) by phosphate clamp 12 (PDB access code 2DYW).36

As mentioned above, recent studies of minor groove binding
molecules mostly comprise derivatives of extensively studied com-
pounds such as quinolinium quaternary salts,38 polyamines19,39–43

and Hoechst 33342.44 Chromomycin A3, an antibiotic antitumor
drug, is another example of a well-studied minor groove binder.
Various previously determined NMR structures were comple-
mented in recent years by an X-ray structure of chromomycin
A3 in complex with a 5¢-d(TTGGCCAA)-3¢ duplex DNA,45

This latter structure establishes the exact location of a Mg2+

ion, which coordinates two chromomycin A3 molecules (13) and
may therefore have great impact on the pharmacology. The
two chromomycin A3 moieties bind to the same minor groove
of the DNA duplex (Fig. 7A). The chromophore and C-D-E
trisaccharide moieties interact directly with residues in the minor
groove, whereas the A-B disaccharide and part of the chromophore
interact with the phosphate backbone. The chromomycin A3 has
sequence specificity for central GpGpCpCp sequences, which
were shown to induce a compression of the major groove and
subsequent widening of the minor groove in the DNA. The extra
space allows for the specific recognition observed.

Covalent ligands

Interstrand DNA alkylation is the predominant mode of action
of chemotherapeutic agents. Recently, a synthetic interstrand

crosslinked DNA was devised and structurally characterized,46,47

which reveals little variation compared to other known structures.
Since sample preparation is improved and large amounts of well-
defined cross-linked DNA are easily obtained, it was proposed
that the complexes are valuable as model systems for the study of
DNA repair systems of cross-linked DNA.

Intercalators

Functional intercalators, those capable of disrupting DNA
metabolism, bind to DNA through a non-covalent interaction
that requires at least partial planarity, which is facilitated by
the formation of at least one hydrogen bond.48 Considering
only these general and minimum requirements, thousands of
compounds might be suitable therapeutic agents. Unfortunately,
only a few natural intercalating products reach the antitumor-
drug status49 because of devastating side effects that often arise
from poor specificity. Occasionally, however, researchers come
across new molecules with unexpected sequence preferences that
can be exploited to design new compounds, provided that an
illustrative structure is available. This is the case of cryptolepine,50

an antimalarial and cytotoxic drug that intercalates into DNA
at cytosine-cytosine sites. The X-ray structure showed, for the
first time, how a drug interacts with the site d(CpC)-d(GpG)
from a d(CCTAGG)2 duplex in a base-stacking intercalation

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2009 Dalton Trans., 2009, 399–414 | 407
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c) Unión al esqueleto azúcar-fosfato 

El ADN es un polianión a consecuencia de la carga negativa de los 
oxígenos de los fosfatos. Este hecho, a priori, le hace blanco de unión a 
metales “ácidos duros” del grupo I y II. Las proteínas, a través de 
residuos catiónicos, como por ejemplo los presentes en la arginina, 
interaccionan con los fosfatos. Estas interacciones, sin embargo, 
suelen ser el paso previo a reconocimientos por los surcos mayor y/o 
menor. 

Es difícil encontrar en la bibliografía agentes “sintéticos” que 
actúen sólo a través de interacciones electrostáticas.11,20,21 
Recientemente, Williams y col. han desarrollado un compuesto de 
Pt(II) capaz de unise de forma específica a los grupos fosfato. El 
compuesto está basado en tres unidades de tetraaminplatino(II) 
separadas entre sí mediante una cadena alifática de seis átomos de 
carbono (figura 6). Este grupo espaciador aporta la distancia óptima 
para que las unidades metálicas interaccionen electrostáticamente con 
los átomos de oxígeno de los grupos fosfato situados en el exterior del 
esqueleto del ADN. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 (a)  (b) 

Figura 6. Ejemplo de interacción al esqueleto azúcar-fosfato con el compuesto de 
Pt(II): (a) Modo de interacción con el ADN y, (b) estructura del compuesto.21 
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Fig. 1 Stereo views of the X-ray structure of three classical DNA-binding drugs (orange) in complex with their target DNA (blue), with the structures
of the corresponding drug alongside. (A) Intercalator ellipticine 1 (PDB access code 1Z3F).79 (B) Minor groove binder distamycin 2 (PDB access code
2DND).80 (C) Covalent cross-linker cisplatin 3 (PDB access code 1AIO).81 All images in this work were drawn with the UCSF Chimera package.82

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2009 Dalton Trans., 2009, 399–414 | 401
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d) Unión covalente o coordinación metal-base 

Este último tipo de reconocimiento ha permitido el desarrollado de 
numerosos fármacos, tales como el cis-platino y sus derivados de 
segunda generación (oxalinplatino, nedaplatino y carboplatino).22,23 
La mayoría de estos compuestos interaccionan a través del átomo N7 
de la purina (guanina o adenina) localizada en el surco mayor.  

En el caso del cis-platino, la unión al ADN se produce mediante  el 
desplazamiento de los dos cloruros y subsiguiente formación de dos 
enlaces metal-purina con dos bases adyacentes de la misma hebra. 
Este compuesto presenta una clara preferencia por G frente a A. El 
enlace bifuncional causa un retorcimiento en la estructura del ADN 
cercano a 45° (figura 7). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. La unión del cis-platino al ADN origina un retorcimiento en la doble hélice.24 

Tanto las interacciones covalentes como las no covalentes pueden 
alterar la estructura y/o la actividad de los ácidos nucleicos. Debido a 
esto, numerosos compuestos que se unen al ADN han suscitado 
interés como fármacos antitumorales. Además, los compuestos con 
afinidad hacia los ácidos nucleicos presentan múltiples aplicaciones 
como herramientas químicas para el reconocimiento, rotura y marcaje 
de los ácidos nucleicos. Las líneas de investigación actuales buscan el 
desarrollo de compuestos que se unan al ADN de manera distinta a 
los modos clásicos de interacción para evitar la resistencia adquirida a 
ciertos fármacos y crear distintos espectros de actividad. 

La interacción de la nucleasa con el ADN es el paso previo y 
necesario para el corte. Por este motivo, en la presente memoria se 
estudiará sistemáticamente la interacción de los compuestos 
preparados con el ADN. 
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2 NUCLEASAS QUÍMICAS 
El esqueleto fosfodiéster del ADN bajo condiciones fisiológicas es 

prácticamente inerte respecto a la rotura hidrolítica del enlace P-O.25 
Debido a ello, la constante de velocidad de la hidrólisis del diéster de 
fosfato del ADN no se ha podido medir de forma directa. 

Las estimaciones más razonables acerca del corte hidrolítico del 
ADN se basan en estudios realizados a altas temperaturas sobre 
modelos sencillos de fosfato. La extrapolación de los datos obtenidos 
a estas temperaturas a 25 ºC da una constante k= 7x10-16 s-1 para el 
ataque de una molécula de agua sobre el átomo de P de una molécula 
de ADN.26,27 Este valor correspondería a una vida media de 31 
millones de años. 

La resistencia a la hidrólisis del ADN se debe, inicialmente, a la 
repulsión entre su esqueleto, cargado negativamente, y el potencial 
nucleófilo. Sin embargo, muchos procesos fundamentales se basan en 
la ruptura/unión de estos ésteres de fosfato. Por ejemplo, el ADN 
exógeno, una vez reconocido, debe ser destruido; las mutaciones 
producidas en el ADN endógeno deben ser escindidas y reparadas. 
Por tanto, mientras que la estabilidad de los ésteres de fosfato es 
crucial para la vida, también lo es la capacidad de las células de 
manipular estos enlaces de forma eficiente. La Naturaleza ha logrado 
esta proeza a través de la evolución de un grupo de enzimas 
denominadas nucleasas. 

2.1 Nucleasas (naturales) 

Las nucleasas (naturales) son una clase de enzimas que catalizan la 
degradación hidrolítica del enlace fosfodiéster de los ácidos nucleicos. 
Estas enzimas pueden ser divididas en base a la posición en la que 
cortan a sus sustratos (esquema 3): (i) exonucleasas y, (ii) 
endonucleasas. 

Las exonucleasas sólo son capaces de cortar nucleótidos situados 
en el extremo 3’ y/o 5’ de un oligonucleótido; mientras que las 
endonucleasas cortan nucleótidos situados en el interior de las 
cadenas. Cabe destacar que algunas de estas enzimas son capaces de 
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Fig. 1. Crystal structure of EcoRI (full figure PDB: 1ERI and inset: 1QPS), together with a schematic representation of the active site. Inset shows the trapped intermediate
formed after the reaction in which Mg2+ has replaced the Mn2+ion [15].

Phosphatases are amongst the most efficient enzymes known.
The substrates of these enzymes can be (oligo)nucleotides, proteins
or small molecules. Acid phosphatases and alkaline phosphatases
(APs) are two particularly important classes of phosphatases. As
the names imply, the former are most active at low pH, and the lat-
ter under alkaline conditions. AP from E. coli has been structurally
characterised and exists as a homo-dimer with 449 amino acids
per subunit [20]. Each active site contains two Zn(II) centres and a
single Mg(II) centre. The Zn2+ ions are coordinated by histidine and
aspartate residues, whilst the Mg2+ ion, which plays only a struc-
tural role, is coordinated by aspartate, glutamate, threonine and
water molecules (Fig. 3). The acid phosphatase subclass encom-
passes both metalloenzymes and non-metalloenzymes. The best
known metalloenzymes are the purple acid phosphatases (PAPs),
which feature a binuclear Fe(III)–Me(II) unit (where Me can be
Fe or Zn) within the active site. Recently, it was discovered that
they can also hydrolyse some phosphate diesters [21]. The struc-
ture of the homodimeric metalloprotein Fe(III)–Zn(II) kidney bean
PAP (111 kDa) has been solved, both in its resting state and with a
bound anion (phosphate or tungstate) (Fig. 3) [22,23].

Ribozymes include the hammerhead and hairpin ribozymes [24],
and the group I and II introns [25,26]. Many feature magnesium(II)
ions as cofactors, and are thought to cleave through a general
acid–base mechanism akin to that shown in Scheme 2 [27]. There
is strong evidence that group I and II introns cleave through a two-
metal-ion mechanism, with a high-resolution crystal structure of

Fig. 2. Schematic representation of the active site of HIV-1 RNase H, together with
the proposed general acid–base mechanism of cleavage [16].

the splicing intermediate of the Azoarcus group I intron revealing
the presence of two proximal Mg2+ ions at the active site of the
enzyme (Fig. 4) [28]. The DNA equivalent of splicing ribozymes –
deoxyribozymes (DNAzymes) capable of hydrolysing RNA and DNA

Fig. 3. (A) Crystal structure of E. coli alkaline phosphatase with inorganic phosphate
bound (PDB 1alk), together with a schematic representation of the active site [20]. (B)
Crystal structure of kidney bean PAP with inorganic phosphate bound (PDB 4kbp),
together with a schematic representation of the active site [22].

acelerar la reacción de hidrólisis de un enlace específico P-O en 
factores mayores a 1015 respecto a la reacción sin catalizar.28,29  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(a) (b) 

Esquema 3. (a) Endonucleasa y (b) exonucleasa.30 

Las enzimas de restricción son endonucleasas que cortan ADN de 
hebra doble o sencilla en lugares específicos (conocidos como sitios de 
restricción). EcoRI, la cual es aislada de cepas de Eschericia coli, es 
probablemente la enzima de restricción más usada en Biología 
Molecular (figura 8). EcoRI está constituida por dos subunidades 
simétricas, cada una de las cuales contiene un domino de 
reconocimiento a una secuencia específica de ADN y un dominio de 
corte.31 EcoRI reconoce de forma específica el hexanucleótido 
GAATTC debido a los 12 enlaces de hidrógeno formados entre la 
proteína y las bases nitrogenadas, y emplea un único centro Mg(II) 
para asistir en la hidrólisis. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 8. Estructura cristalina de EcoRI. La ampliación muestra el centro activo.31 
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moved nearer to the metal at site B. Mn2+B is coordinated by O!1 of
Asp 94 (2.8 Å), the O3' of the Gua 2R (2.9 Å) and a water molecule
(3.0 Å), but has lost its contacts with Glu 77 (Fig. 3). Overall, the
metals give the impression of being less tightly bound after the
cleavage reaction, which is also reflected by their higher tempera-
ture factors (45 Å2 and 76 Å2 for Mn2+ versus 31 Å2 and 24 Å2 for
Ca2+ at sites A and B respectively).

Discussion
Type II restriction enzymes require only Mg2+ (or Mn2+) as a cofac-
tor to catalyze the hydrolysis of DNA phosphodiesters1. The reac-
tion occurs through an SN2 mechanism, with an in-line
displacement of the 3'-hydroxyl group and an inversion of configu-
ration of the 5'-phosphate group22,23. The important elements of
the reaction are an activated water molecule to carry out the nucle-
ophilic attack, a Lewis acid to stabilize the negatively charge transi-
tion state, and, in some cases, a general acid to donate a proton to
the leaving O3' atom. The active sites of EcoRI, EcoRV, BamHI,
PvuII, Cfr10I and FokI are structurally similar, containing overlap-
ping residues that occur at one end of a central "-sheet. The
residues follow the weak consensus Glu/Asp-Xn-Glu/Asp/Ser-Z-
Lys/Glu, where n varies from 9–18 residues and Z is usually a
hydrophobic residue. The first two residues of the consensus, cor-
responding to Asp 94 and Glu 111 in BamHI, are generally acidic,
except for Cfr10I which has a serine10. The third residue is a lysine
in all of the endonucleases except BamHI, which has a glutamic
acid (Glu 113). A fourth, acidic residue often precedes the consen-
sus in some of the enzymes (Glu 77 in BamHI), but it shows poor
superposition2.

We present evidence that BamHI employs a two metal mecha-
nism of DNA cleavage, similar to that proposed for the 3'-5'-exonu-

clease domain of the E.coli DNA polymerase I20. We show that the
BamHI active site contains two divalent cations (A and B) that are
separated by ~4 Å and are coordinated by Glu 77, Asp 94 and Glu
111 (Fig. 1b). A detailed view of the BamHI ground state is provid-
ed by the pre-reactive calcium complex, which we have refined to a
high resolution of 2.0 Å. In addition to the two Ca2+ ions the struc-
ture reveals a candidate attacking water molecule (bound to
Ca2+A), and a water molecule that can donate a proton to the leav-
ing group (bound to Ca2+B) (Fig. 2). The picture that emerges from
a consideration of all of the structures is as follows (Fig. 4b). Metal
A activates the attacking water molecule, while metal B stabilizes
the build-up of negative charge on the leaving O3' atom. At the
same time, both metals (acting as Lewis acids) help to stabilize the
pentacovalent transition state (Fig. 4b). A metal-bound water mol-
ecule has a lower pKa value (11.4 and 10.6 for Mg2+ and Mn2+

respectively) than bulk water, favoring the formation of a nucle-
ophilic hydroxyl species that can attack the scissile phosphodi-
ester24. The positions of the Ca2+ and Mn2+ ions conform to the
classical description of a two-metal mechanism, as discussed by
Beese and Steitz for E.coli DNA polymerase I20. The two metals lie
on a line that is parallel to the apical direction of the trigonal
bipyramid geometry that would be expected at the scissile phos-
phodiester, during the transition state. The distance between the
two metals (~4 Å) correlates with the anticipated distance of 3.8 Å
between the apical oxygens in the transition state. Thus, the ions
are in positions to stabilize the ‘entering’ and ‘leaving’ oxygens at
the apical positions, and to reduce the energy in forming the 90o

O–P–O bond angles between the apical and the equatorial oxygens.
A two-metal mechanism has also been postulated for EcoRV13,15,

but the crystallographically determined metal positions in that case
are strikingly different from BamHI (Fig. 5). In particular, the

Fig. 4 a, A comparison of the pre-react ive

(blue) and the post-react ive (red) Ba mHI–DN A

complexes. The calcium ions (A and B) bound to

the pre-react ive complex are sho w n as blue

spheres, w hile the manganese ions (A and B)

bound to the post-react ive complex are sho w n

as red spheres. The phosphate group moves
to w ards Glu 113 a f ter cleavage . b, The Ba mHI
react ion mechanism based on the structures o f

the pre- and post-react ive complexes. M e2+ A

and M e2+B denote the metal si tes; Wat1 and

Wat4 re fer to water molecules.

a

b
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Los centros activos de la mayoría de nucleasas contienen cationes 
divalentes, tales como Mg2+, Ca2+, Mn2+ o Zn2+, los cuales resultan 
esenciales para la actividad catalítica (esquema 4). De entre todos 
ellos, el Mg2+ es, sin duda, la primera elección de las metalonucleasas 
naturales como resultado de su gran abundancia natural, inactividad 
redox, densidad de carga y una velocidad de intercambio de ligando 
intermedia.32–34 

 

 

 

 

 (a)  (b)  (c) 

Esquema 4. Mecanismo de acción de una enzima de restricción (BamH1): (a) estado 
inicial; (b) estado de transición; (c) productos. Me2+ A y Me2+ B representan centros 
metálicos, y Wat1 y Wat 4 moléculas de agua.35 

El ión metálico del centro activo es capaz de promover la hidrólisis 
del enlace P-O gracias a: mantener una geometría correcta en los 
centros activos, activar el enlace fosfodiéster, neutralizar la carga del 
sustrato y facilitar el ataque nucleofílico, estabilizar la carga del 
estado de transición, y estabilizar el grupo saliente. 

Movidos por el hecho de que los centros activos de muchas 
nucleasas contienen iones metálicos, los investigadores han 
desarrollado complejos metálicos de bajo peso molecular como 
agentes miméticos de las nucleasas enzimáticas. 

2.2 Metalonucleasas químicas 

El desarrollo de metalonucleasas sintéticas capaces de degradar la 
doble hebra de ADN ha suscitado gran interés por dos motivos: 

a) A nivel fundamental, el estudio sistemático con complejos 
metálicos puede complementar estudios estructurales de rayos-X, 
espectroscopia, de mutagénesis y/o isotópicos destinados a establecer 
el mecanismo de acción preciso de las enzimas; además, los complejos 
metálicos modelo pueden mimetizar una o más características de un 
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centro activo y así permiten investigar la importancia de las 
características estructurales/químicas en la eficiencia catalítica de las 
enzimas. 

b) Desde el punto de vista de las posibles aplicaciones, estos 
nuevos agentes pueden ser usados en regulación génica, mapeo de 
proteínas, estudios de interacción con el ADN y terapia contra 
diversas enfermedades (por ejemplo como antitumorales).36–39 

Las nucleasas químicas pueden producir el corte del ADN 
fundamentalmente mediante dos mecanismos: (a) hidrolítico y/o (b) 
oxidativo. 

En el mecanismo hidrolítico, al igual que en las enzimas naturales, 
la metalonucleasa es capaz de romper directamente el enlace 
fosfodiéster (P-O) de la hebra de ADN. En el mecanismo oxidativo el 
corte se produce debido a la oxidación de las nucleobases y/o a la 
abstracción de los átomos de hidrógeno del azúcar (esquema 5). En 
este segundo mecanismo la metalonucleasa necesita la activación de 
un agente externo. Tradicionalmente esta activación se consigue 
mediante la adición de un agente químico externo (reductor u 
oxidante) o mediante fotoactivación.40–43 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 (a) (b) 

Esquema 5. Rotura de la doble hebra: (a) hidrolítica, (b) oxidativa.44 
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Scheme 1. Depiction of the associative mechanism for nucleophilic cleavage of a phosphate diester.

1.4. Enzymes involved in hydrolytic cleavage of phosphate esters

Whilst the stability of phosphate ester bonds is critical to life, so
too is the capacity for cells to be able to efficiently manipulate these
bonds. As alluded to above, there are many fundamental processes
that are underpinned by the cleavage of phosphate esters and/or
the transfer of phosphoryl groups from one molecule to another.
In addition to intracellular signalling, facile P O bond cleavage is a
requisite for DNA repair, the degradation of foreign DNA and host
cell DNA following infection, RNA maturation, and energy storage
and production. Nature has managed to achieve this remarkable
feat through the evolution of a diverse range of enzymes that
are able to accelerate the rates of specific P O hydrolysis reac-
tions by factors of >1015 relative to their uncatalysed versions
in some instances [10]. Enzymes that catalyse the hydrolysis of
P OR bonds are broadly categorised according to the type of phos-
phate ester linkage they cleave. Phosphodiesterases promote the
cleavage of phosphodiester bonds, phosphotriesterases the cleavage
of phosphotriester linkages, and phosphatases the dephosphory-
lation of phosphate monoesters to produce inorganic phosphate
and alcohols—the reverse of the reaction catalysed by phosphory-
lases or kinases (although the latter use ATP as phosphate source,
not PO4

3−). In addition to these protein-based enzymes, there
are ribonucleic acid enzymes (ribozymes) that catalyse either the
hydrolysis of one of their own phosphodiester bonds (self-cleaving
ribozymes), or bonds in other RNAs.

Usually, the term phosphodiesterase is taken to refer to the clin-
ically significant cyclic nucleotide phosphodiesterases, however,
there are many other phosphodiesterase families, including phos-
pholipases C and D, sphingomyelin phosphodiesterase, autotaxin,
and, of particular relevance to this review, nucleases, which pro-
mote the cleavage of phosphodiester linkages in DNA and RNA. Of
the nucleases, those that cleave DNA are more specifically referred
to as deoxyribonucleases (DNases), whilst those that cleave RNA are
termed ribonucleases (RNases). The former plays a key role in the
repair of DNA, whose structural maintenance is critical for correct
cellular activity and the transmission of the genome from a cell
to its progeny. The degradation of RNA into smaller components
by RNases is likewise crucial for cell activity, since RNA levels are
linked to protein production.

The active sites of most nucleases contain divalent cations, such
as Mg2+, Ca2+, Mn2+ or Zn2+, which are essential for catalytic activ-
ity. However, the exact requirements in terms of the type and

number of metal ions vary considerably from one nuclease to
another [11].

Nucleases can also be subdivided on the basis of the posi-
tion at which they cleave their substrates. Exonucleases cleave one
nucleotide at a time from the 3′ or 5′ end of a substrate oligonu-
cleotide, whilst endonucleases cleave polynucleotides within their
chains. Restriction enzymes are endonucleases that cleave double-
stranded or single stranded DNA at specific recognition sequences
known as restriction sites. These can be further classified into three
groups, called Type I, II and III. Type I and Type III endonucleases
have complicated structures and require Mg2+ and ATP to func-
tion, in addition to S-adenosyl methionine in the case of the Type
I enzymes [12]. Type II endonucleases have simpler structures and
require only Mg2+ to function [12]. Amongst Type II endonucle-
ases, some contain a single metal binding site per subunit (e.g.,
BglII, EcoRI), whilst others have two binding sites per subunit (e.g.,
BamHI, BglI). One or more metal ions may participate in the catalytic
mechanism of Type II endonucleases [13,14].

EcoRI, which is isolated from strains of Escherichia coli, is proba-
bly the most extensively used nuclease in molecular biology. EcoRI
is a dimer, with each !" subunit consisting of a five-stranded "
sheet, ! helices, and an extension, called the “arm”, which wraps
around the DNA [15]. It specifically recognises the hexanucleotide
GAATTC due to 12 hydrogen bonds formed between the protein
and the bases, and employs a single Mg(II) centre to assist with
hydrolysis (Fig. 1). Another well studied nuclease is RNase H, which
cleaves the 3′-O P bond of RNA in DNA/RNA duplexes via a gen-
eral acid–base mechanism, assisted by a Mg(II) centre, to produce
3′-hydroxyl and 5′-phosphate terminated products (Fig. 2) [16].
Members of the RNase H family can be found in nearly all organ-
isms, and they are used widely in molecular biology laboratories,
e.g., to destroy the RNA template after first-strand complementary
DNA (cDNA) synthesis by reverse transcription.

Phosphotriesterases (PTEs) have no known natural substrates but
have evolved in bacteria to hydrolyse the P O bonds of various
synthetic organophosphates, including a number of agricultural
pesticides (e.g., paraoxon) [17]. There is considerable interest in
PTEs because of their potential to be used for detoxification of
chemical warfare agents, such as sarin and soman, which inter-
fere with the nervous system. PTE from Pseudomonas diminuta,
a Zn-containing metalloenzyme, is a noteworthy member of this
enzyme class because its structure has been solved (PDB 1HZY)
and its mechanism of action is relatively well understood [18,19].

Scheme 2. Cleavage of RNA via general base-catalysed intramolecular transesterification (A) followed by general acid-catalysed hydrolysis of the 2′ ,3′-cyclic phosphodiester
product (B).

2.2.1 Corte hidrolítico 

El mecanismo hidrolítico implica el ataque de un nucleófilo sobre el 
átomo de fósforo del enlace fosfodiéster. Este proceso genera un 
estado de transición pentacoordinado en el que el nucleófilo y el 
grupo saliente ocupan posiciones apicales. Tras la salida del grupo 
saliente, se produce un corte en la hebra (esquema 6).45,46 

 

 

 

Esquema 6. Mecanismo propuesto para el corte nucleofílico de un diéster de fosfato 
(Nu = Nucleófilo). 

De iones metálicos a elaborados complejos metálicos 

En 1964, Wacker y col.47 observaron que los iones Cu(II), Cr(III), 
Fe(III), Ni(II), Mg(II), Ca(II) y Pb(II) eran capaces de desactivar el 
ARN del virus del mosaico del tabaco por hidrólisis de los enlaces 
fosfodiésteres a 65 ºC. En un estudio posterior se observó la 
degradación del ARN de transferencia de la fenilalanina cuando éste 
era incubado con una disolución de Pb(II). Los autores establecieron 
que sólo se necesitaba una cantidad catalítica de metal y que el 
mecanismo de corte debía implicar el ataque nucleofílico de un 
hidroxilo, unido a un átomo de Pb(II), al enlace fosfodiéster.48 

El papel catalítico de los iones metálicos no requiere, en principio, 
ningún ligando. Además, ciertas ventajas que los metales aportan 
para acelerar el corte de los enlaces fosfato (tales como acidez de 
Lewis y/o estabilización de la carga negativa) pueden verse afectadas 
por la presencia de ligandos (especialmente aquellos con carga 
negativa).49,50 

Como señaló Burstyn,51 las características que debe cumplir un ion 
metálico para promover la hidrólisis de ésteres de fosfato son: (i) 
dureza (para unirse a los átomos de oxígeno del fosfato), (ii) acidez de 
Lewis (para polarizar tanto el grupo fosfato como el nucleófilo) y, (iii) 
labilidad (para asegurar la actividad catalítica). 
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La elección de la Naturaleza estuvo limitada a la disponibilidad de 
los iones metálicos en el medio ambiente; sin embargo, los químicos 
tenemos la posibilidad de encontrar el metal adecuado en la tabla 
periódica. Los metales que mejor cumplen estos criterios son, 
esencialmente, los iones lantánidos trivalentes, Zn(II), Cu(II), Fe(III) y 
Ce(IV). Los lantánidos no han sido usados por las nucleasas naturales 
debido a su escasa accesibilidad y su toxicidad; el Cu(II) debió ser 
descartado debido a su potencial redox; y los otros dos (Zn y Fe) 
forman parte de los iones metálicos más frecuentes en las enzimas, 
junto a Ca(II) y Mg(II). 

Sin embargo, los iones metálicos libres no resultan candidatos 
adecuados en la búsqueda de sistemas catalíticos potentes debido a 
que muestran actividades moderadas-bajas, problemas de 
solubilidad, toxicidad y, por supuesto, no son específicos. Por tanto, 
resulta imprescindible la obtención de complejos estables con 
ligandos óptimos como hidrolasas miméticas de las enzimas 
(naturales). 

En los últimos años se han estudiado un gran número de 
complejos metálicos como posibles agentes de corte hidrolítico del 
ADN.44,46,52,53 Los sistemas que han resultado más eficientes se 
pueden dividir en dos grandes grupos: (i) complejos sin grupos 
funcionales en la estructura de sus ligandos, tales como los 
compuestos Fe(III)2-DTB (DTB = 1,1,4,7,7-penta(2$-benzimidazol-2-il-
metil)-triazaheptano),54 y Cu(II)-[9]aneN3 ([9]aneN3 = 1,4,7-
triazaciclonona)55 y (ii) complejos con funcionalidades adicionales al 
ión metálico aportadas por los respectivos ligandos, entre los que 
estarían Fe(III)2-TPmX-acridine (TPmX-acridine = 5-(acridin-9-yl)-
bis{N,N-bis[(2-piridil)metil]amino-metill}-m-benceno),56 Zn(II)-bipy-
Et3N+ (bipy-Et3N+ = 5,5!-di(1-(trietilammonio)metil)-2,2!-bipiridina)57 
y Zn(II)2-L-NH2 {L-NH2 = N,N,N’,N’-[tetra-(6-amino-piridin-2-
ilmethil)-1,3-diamino]-propan-2-ol}.58 Por lo general, los últimos son 
mejores debido a que los grupos funcionales adicionales aumentan la 
afinidad por el sustrato y/o favorecen el corte. 

Los agentes hidrolíticos se estudian con más detalle en el Capítulo 
IV. 
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2.2.2 Corte oxidativo  

El ADN es un sustrato resistente a la hidrólisis pero sensible a la 
oxidación. Por ello, complejos de metales de transición, especialmente 
de cobre y hierro, en su estado de oxidación reducido, destacan como 
candidatos para actuar como nucleasas oxidativas. 

En el mecanismo del corte oxidativo las propiedades redox del 
centro metálico y del dioxígeno se combinan para formar especies 
reactivas de oxígeno (ROS, acrónimo inglés de reactive oxygen species) 
y provocan así la rotura de la doble hebra.43,52,59 

a) Mecanismo 

Especies reactivas de oxígeno 

La capacidad de corte de las diferentes metalonucleasas está 
relacionada con su capacidad para generar especies reactivas de 
oxígeno. Estas especies son: el radical hidroxilo (!OH),60 el radical 
superóxido (O2%),61 el peróxido de hidrógeno (H2O2)62 y el oxígeno 
singlete (1O2).63 

La formación de estas especies se cree que ocurre a través de las 
reacciones de Fenton y/o de Haber-Weiss (esquema 7). La 
transferencia de un electrón desde la forma reducida del metal al O2 (o 
su derivado reducido, el peróxido de hidrógeno) genera los radicales 
necesarios para producir el corte del ADN. Por ejemplo, el radical 
hidroxilo posee un potencial redox de 2,8 V lo que, junto a su gran 
difusibilidad, lo convierte en uno de los radicales más importantes en 
el corte del ADN.64 

Un mecanismo más sofisticado, y tan sólo demostrado para 
complejos mononucleares, implica la formación de una especie 
conocida como RMOS (acrónimo inglés de reactive metal-oxo species) 
como consecuencia de la coordinación del O2 y/o del H2O2 a un ion 
ferroso o cuproso.65 La coordinación del H2O2 al Fe(II) o Cu(I) lleva a 
la formación de especies FeII-OOH o CuI-OOH (figura 11), mientras 
que la coordinación del O2 al Fe(II) o Cu(I) conduce a la formación de 
especies FeIII-OO! o CuII-OO! .66–68 
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Esquema 7. Reacciones redox implicadas en la formación de ROS difusibles por 
complejos de hierro y/o cobre en presencia de reductor, O2 y/o H2O2. 

Estas especies ROS/RMOS reaccionan con los ácidos nucleicos a 
través de: (i) la abstracción de un átomo de hidrógeno del azúcar, y/o 
(ii) la modificación de las bases nitrogenadas (esquema 5b).69 

Abstracción de hidrógeno del azúcar 

Un residuo de desoxirribosa en el esqueleto de una hebra de ADN 
posee siete átomos de hidrógeno susceptibles de sufrir un proceso de 
abstracción tanto por un agente oxidante como por un radical libre. 
Estos átomos se designan generalmente como H1’, H2’, H2’’, H3’, H4’, 
H5’, H5’’ (las posiciones 2 y 5 contienen dos átomos de hidrógeno 
proquirales cada una). 

De acuerdo con estructuras de rayos-X (obtenidas de 
oligonucleótidos de doble hebra con forma B) los hidrógenos 1’, 2’’ y 
4’ se situan en el surco menor, mientras que los hidrógenos 2’ y 3’ 
residen en el surco mayor (figura 9).69,70 Con respecto a los hidrógenos 
5’ y 5’’, uno de ellos apunta directamente sobre el surco menor, 
mientras que el otro está orientado hacia el exterior del esqueleto 
fosfato y en contacto con el disolvente. 

La abstracción de uno de estos siete hidrógenos de la desoxirribosa 
conduce a una serie de reacciones de eliminación que culminan en la 
escisión de la doble hebra del ácido nucleico. El esquema 8 muestra 
un posible mecanismo para la rotura del ADN por abstracción del H 
del C-1. 
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Figura 9. Enlaces C-H susceptibles de abstracción en la forma B del ADN. 

 

 

 
 

 
 
 

 
 

Esquema 8. Uno de los mecanismos propuestos para la rotura del ADN por 
abstracción del H del C-1.43 

Modificación de las nucleobases 

En general, los metales de transición capaces de abstraer un átomo 
de hidrógeno de la desoxirribosa, también pueden oxidar a las bases 
nitrogenadas de los ácidos nucleicos.71 La figura 10 muestra un 
posible mecanismo de oxidación. 

Otros autores proponen que la oxidación de las bases provoca la 
formación de sitios abásicos (sin la base nitrogenada) y conduce a la 
rotura posterior de la doble hebra en condiciones alcalinas o en 
presencia de luz. Las cuatro bases son susceptibles de sufrir estas 
modificaciones, aunque entre ellas, la guanina presenta una mayor 
susceptibilidad a ser alquilada u oxidada. 
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1956 Q. Jiang et al. / Coordination Chemistry Reviews 251 (2007) 1951–1972

Fig. 4. Mechanism of targeted guanine oxidation by a dinuclear Cu(II) complex at single/double stranded DNA junction and major oxidative products (modified
based on Ref. [87]).

specific than at sugar moieties. Guanine is the most labile base
to be attacked and 8-oxo-dG is the most common product of
guanine oxidation [8]. However, recent kinetic data showed that
the difference in one-electron oxidation potentials of the four
DNA bases is too small to account for the selective oxidation of
GMP with metallo-oxidants such as Fe(bpy)3

3+ or Ru(bpy)3
3+

[85]. The most essential origin for the selective oxidation of
GMP among DNA bases may come from the facile deprotona-
tion from GMP•+ followed by the electron-transfer oxidation
of the deprotonated radical [85]. In the RMOS mechanism, the
nucleobase is bound by metal-oxo intermediates before oxida-
tive reaction occurs. The N7 position of purine is the main target

Fig. 5. Methodologies often used for the study of DNA oxidative cleavage.

Fig. 6. Typical agarose gel electrophoresis of plasmid dsDNA.

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10. Mecanismo propuesto (y productos mayoritarios) para la rotura del ADN 
por oxidación de la guanina producido por un compuesto dinuclear de Cu(II).72 

b) Activación química 

Como se ha comentado previamente, y a diferencia de las 
nucleasas hidrolíticas, en general, las nucleasas oxidativas necesitan la 
activación exógena para producir el corte del ADN. La activación 
puede llevarse a cabo mediante adición de un agente químico externo 
o fotoactivación.  

Recientemente, se han descrito también casos de complejos 
metálicos capaces de producir corte oxidativo con auto-activación. El 
mecanismo de acción de estas nucleasas no ha sido estudiado con 
detalle, pero se ha sugerido que los ligandos que componen estos 
compuestos podrían estar implicados en la formación de las especies 
reactivas de oxígeno.73,74 

El mecanismo de generación de especies ROS recogido en el 
esquema 7 requiere la presencia de la especie metálica en su estado 
reducido. Por ello, la estrategia más común de activación consiste en la 
adición de un agente reductor que inicia la formación de especies 
radicalarias. Los cofactores más empleados en la bibliografía son: 
ácido ascórbico, agua oxigenada, ácido 3-mercaptopropiónico, 
glutatión y ditiotreiol.43,75 
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La naturaleza del cofactor puede influir en la capacidad de corte 
de la metalonucleasa.76 Otro parámetro a tener en cuenta es la 
concentración del mismo. Con frecuencia el aumento de la 
concentración del reductor mejora la producción de ROS y, por tanto, 
la eficacia de corte de la metalonucleasa. Sin embargo, la proporción 
metalonucleasa:cofactor debe mantenerse controlada puesto que un 
gran exceso de cofactor puede inhibir el corte al reducir las especies 
activas (ROS/RMOS/nucleobases oxidadas) a especies inactivas.77 

c) Complejos metálicos como nucleasas oxidativas 

Los complejos de los metales de transición destacan como 
candidatos a actuar como nucleasas oxidativas debido a su diversidad 
estructural y a su reactividad. Como ya se ha mencionado, las 
propiedades redox del centro metálico y del dioxígeno se combinan 
para producir especies reactivas de oxígeno que afectan al ADN. Así, 
se han descrito complejos de metales de Fe, Cu, Ni, Pt, Ru, Rh, V, Cr, 
Co, Mn, Os y Pd capaces de mediar la oxidación del ADN en 
presencia de agentes reductores, oxidantes, e incluso sin el concurso 
de un agente externo.69,78–83 Entre los ejemplos más conocidos se 
encuentran: Fe-BLM (BLM = bleomicina), [Cu(phen)2]2+ (phen = 1,10-
fenantrolina), metaloporfirinas, Ni-azamacrociclos, [Mn(salen)]3+ 
[salen = N, N’-etilenbis(salicilaldeneaminato)], [Co-cyclam] (cyclam = 
1,4,8,11-tetraazacyclotetradecane), [Rh(phen)2(phi)]3+ (phi = 9, 10-
fenantroquinona diimina) y [Cu(N9-ABS)(phen)2]!3.6H2O (N9-ABS = 
N-(9H-purina-6-il)benzensulfonamida).43,84 

En el Capítulo II se realizará un estudio más detallado de alguna 
de estas nucleasas oxidativas y del desarrollo de sistemas más activos. 

d) Fotoactivación 

Una forma alternativa de generar especies reactivas con actividad 
citotóxica consiste en activar el sistema con luz. 

En los últimos años se han desarrollado diversos sistemas basados 
en complejos metálicos capaces de degradar al ADN cuando se les 
irradia con luz de longitud de onda adecuada.85 Los procesos de 
rotura del ADN mediante fotoactivación son análogos a los descritos 
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para las nucleasas con activación química en cuanto que producen 
oxidación de las bases nitrogenadas y/o abstracción de átomos de 
hidrógeno de la desoxirribosa. Los dos tipos de proceso más comunes 
que experimenta un compuesto tras fotoactivación son (esquema 9): 

(i) Proceso Tipo I: el estado excitado del compuesto (generado 
tras la irradiación con luz) participa en reacciones químicas basadas 
en la transferencia de un electrón (o átomo de hidrógeno); las especies 
resultantes son las causantes del daño al ADN. 

(ii) Proceso Tipo II: en estos casos se produce una transferencia de 
energía del estado triplete del compuesto al oxígeno molecular, lo que 
conduce a la formación de oxígeno singlete, que es la especie que 
rompe la doble hebra. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Esquema 9. Los dos tipos de proceso que puede seguir un complejo metálico tras ser 
fotoactivado. 

La fotoactivación es la base de la terapia fotodinámica (PDT, 
acrónimo inglés de photodynamic therapy), una modalidad de 
tratamiento que combina la luz y un fotosensibilizador. Entre los 
fotosensibilizadores ensayados se encuentran colorantes orgánicos, 
compuestos aromáticos, metaloporfirinas y complejos de transición.85 
El buen fotosensibilizador debe mostrar bandas de absorción intensa 
en la “ventana fototerapéutica” (ca. 620-850 nm). 

Los compuestos metálicos, por sus propiedades únicas (gran 
número de estados electrónicos excitados accesibles y elevada 
multiplicidad de spin), son candidatos perfectos para aplicaciones en 
fotomedicina. Además, la actividad nucleolítica fotoinducida presenta 
efectos más localizados y controlados (no tóxicos en ausencia de luz) 
que la que requiere activación química. Entre los compuestos 
fotoactivos estudiados más prometedores se encuentra una familia de 
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complejos de rutenio (II).86 Algunos autores (Chakravarty y col.) han 
publicado también una serie de complejos ternarios de Cu(II) con 
ligandos aminoácido del tipo L-metionina o L-lisina y bases 
nitrogenadas del tipo 1,10-fenantrolina que son capaces de cortar al 
ADN en presencia de luz. 87–90  

e) Activación con nanopartículas 

El uso de nanomateriales está siendo ampliamente investigado en 
la actualidad para la manipulación de ácidos nucleicos;91–93 sin 
embargo, apenas hay estudios sobre la capacidad de las 
nanopartículas para degradar el ADN.94 

En el contexto de esta Tesis y movidos por el interés en encontrar 
nucleasas más eficientes hemos ensayado por primera vez la 
activación de metalonucleasas mediante nanocristales 
semiconductores o quantum dots (QD). En el Capítulo III describimos 
el primer ejemplo de cooperatividad en la acción nucleolítica entre 
QD y complejos de cobre(II). 
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3 TÉCNICAS BIOINORGÁNICAS 

3.1 ESTUDIOS DE INTERACCIÓN CON EL ADN 

Durante los últimos años se han realizado numerosos esfuerzos en 
relación a la síntesis de nuevas moléculas capaces de unirse a los 
ácidos nucleicos con alta afinidad y especificidad. Los fines son 
diversos: obtención de nuevos agentes terapéuticos, estudio de la 
conformación de ácidos nucleicos, desarrollo de nuevas herramientas 
para nanotecnología...95–97 

El modo de interacción de un compuesto con el ADN puede ser 
establecido a través de técnicas como la espectroscopia de resonancia 
magnética nuclear (RMN), la cristalografía de rayos-X o el estudio 
teórico con modelos.98 Sin embargo, en la mayoría de casos la 
información estructural necesaria para la obtención de conclusiones 
con estas técnicas no está disponible. Por ello el uso de otras técnicas, 
basadas en la obtención de datos en disolución, ofrece una alternativa 
real en el estudio de la interacción de las moléculas con el ADN.99 
Debido al gran interés de este campo, las técnicas que se han 
desarrollado son numerosas. Entre ellas cabe destacar:99 

• Fluorescencia 
• Espectroscopia ultravioleta 

• Viscosimetría 

• Electroforesis 

• Dicroísmo circular y lineal 

• Microscopía de fuerza atómica (AFM) 

• Espectrometría de masas 

Los estudios de interacción van orientados a establecer los tipos de 
interacción que tienen lugar entre el ADN y el compuesto. Una 
combinación racional de métodos puede ayudar a determinar el 
mecanismo molecular de la unión, a establecer relaciones estructura-
actividad y, en última instancia, a diseñar de forma racional nuevos 
agentes. El presente apartado se centra exclusivamente en las técnicas 
habitualmente utilizadas por nuestro grupo de investigación. 
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3.1.1. Espectroscopia de fluorescencia 

Fundamento 

El estudio de las interacciones ADN-molécula a través de métodos 
espectroscópicos se basa en el hecho de que tanto los espectros de 
absorción como los de fluorescencia de la molécula libre se pueden 
modificar tras la unión a la doble hebra. Dichas variaciones son 
usadas para seguir el proceso de interacción. 

De modo general, se puede afirmar que un compuesto 
luminiscente es aquel que emite radiación después de haber sido 
excitado electrónicamente. La fosforescencia tiene lugar cuando un 
estado excitado experimenta un cruzamiento entre sistemas a un 
estado de diferente multiplicidad y después sufre un decaimiento por 
emisión de radiación, mientras que la fluorescencia ocurre cuando no 
hay cambio de multiplicidad (figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Mecanismos de disipación de la Energía.100 

La técnica aquí empleada se basa en la fluorescencia que emite el 
intercalador clásico bromuro de etidio (EB, figura 12a) cuando se 
enlaza con el ADN. Esta molécula presenta una baja intensidad de 
fluorescencia en estado libre; sin embargo, si se deja interaccionar con 
el ADN, debido a su poder de intercalación entre cada cuatro o cinco 
pares de bases, su rendimiento cuántico de fluorescencia aumenta 
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by Lerner in the 1960s,15 this involves the gap between the

stacked base-pairs being opened up and a planar aromatic

molecule inserting into the resulting hydrophobic pocket,

forming face–face p–p interactions with the bases above and

below (Fig. 13). As with the synthetic minor-groove binders,

electrostatics make an important contribution to the binding

energy, and synthetic intercalators are frequently positively

charged (Fig. 14). Intercalators can insert between the base

pairs from either the major or the minor groove. The opening

up of the inter-base-pair separation causes an unwinding of the

DNA twist. The DNA backbone is not sufficiently flexible to

allow a drug to be inserted into every gap between the bases;

rather once one gap is filled, the adjacent ones must remain

unfilled, giving a maximum loading of one drug per two gaps.

This is referred to as neighbour-group exclusion principle.

Intercalators are used as DNA stains (most notably ethidium)

and also as anti-cancer agents. An early example of an anti-

cancer drug that acts by intercalation is doxorubicin (trade

name ‘Adriamycin’ or ‘Rubex’). This drug, launched in the

1960s, gave much impetus to the field and has been followed

by a number of variants. Doxorubicin and its analogues

are classified by clinicians as an ‘‘anthracycline antiobiotics’’

And such intercalators remain important tools in the clinic for

cancer treatment.16

Metallo-intercalators

An attractive way of imparting positive charge into an

intercalator design is to incorporate a transition metal. The

first example was Lippard’s use of a planar platinum(II)

terpyridine unit (Fig. 15). The advantage of platinum is its

fairly inert nature and preference for square-planar geometry.

Moreover it is a key component of the active anti-cancer drug

cis-platin (See below).

However, it was soon realised that metals could be used not

only to impart charge, but also other features such as

luminescence (particularly ruthenium(II) polypyridine centres)

and DNA cleavage (particularly related rhodium(III) com-

plexes acting through photoinduced oxidation).19 Since

ruthenium and rhodium are octahedral metal centres, the

molecular designs used tend to be based on a large planar

ligand structure (usually a bidentate ligand) that can insert into

the DNA and to which the metal can be attached. While the

planar unit inserts, the metal and additional co-ligands (used

to complete the metal coordination sphere) are left to reside in

one of the DNA grooves. Depending on the precise complex

this can be either the major or the minor groove.19,20

Structurally similar complexes have been reported to occupy

different grooves, complicating prediction in design.

Fig. 12 Base-pair recognition patterns used in Dervan’s polyamide minor-groove binders.

Fig. 14 Examples of organic intercalators.

Fig. 13 Structure of a DNA oligonucleotide with two doxorubicin

drugs intercalated between the base pairs, with insertion from the

minor groove side (PDB ref. 1D12{).17

Fig. 15 Examples of metallo-intercalators: [Pt(tpy)(SCH2CH2OH)]+

developed by Lippard18 and [Rh(phi)(Me2trien)]
3+ developed by

Barton.19
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considerablemente y, por tanto, también la intensidad de 
fluorescencia observada. Este aumento de fluorescencia es 
consecuencia de la protección estérica que las bases nitrogenadas 
realizan sobre el intercalante catiónico, evitando la exposición al 
medio e impidiendo la desactivación de su estado excitado (EB*); 
aumenta así la vida media del estado excitado. La figura 12b muestra 
un modelo de intercalación.101–104 

 

 

 

 

 

 
 
 

 (a) (b) 

Figura 12. (a) Catión etidio e, (b) imagen de dos moléculas de doxorrubicina (otro 
intercalante) intercaladas en la estructura de un oligonucleótido.105 

Los estudios competitivos con bromuro de etidio permiten 
investigar la posible interacción de los complejos sintetizados con el 
ADN. Estos métodos se basan en la adición de una segunda molécula 
no fluorescente en dicha región (en nuestro caso, el complejo a 
ensayar) que compita con el EB por la unión al ADN. Una variación 
(incremento o disminución) de la intensidad de emisión de 
fluorescencia del EB reflejará el grado de unión de la segunda 
molécula al ADN.101–103 

El comportamiento general en complejos que interaccionan con el 
ADN consiste en la disminución de la intensidad del máximo de 
emisión del aducto ADN-EB al aumentar la concentración de 
compuesto. Esta disminución indica que el complejo produce una 
desactivación del estado excitado del fluoróforo ADN-EB. La 
desactivación del estado excitado y, en consecuencia, la disminución 
de la intensidad de emisión, puede deberse a que:  

N+

NH2H2N
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• Los complejos compiten con el EB por los sitios de unión del 
ADN, desplazando a éste del interior hidrófobo de la doble hélice. 
• Como consecuencia de la interacción del complejo con el 
ADN, se produce un cambio conformacional en la estructura de la 
doble hebra, lo que hace que aumente la exposición del EB al medio, 
disminuyendo así su rendimiento cuántico de fluorescencia. 
• Los complejos interaccionan con el EB localizado en los pares 
de bases del ADN (ninguno de los complejos estudiados en la 
presente Tesis Doctoral interaccionan con el EB libre). 

Se han descrito también casos en los que la interacción ADN-
complejo provoca un aumento en la intensidad de emisión del aducto 
ADN-EB. Este hecho se explica debido a una posible contracción de la 
doble hélice producida a su vez por una interacción electrostática 
entre los grupos fosfato del ADN y el complejo.106 

Por tanto, cualquiera de estas dos posibilidades (aumento o 
disminución de la emisión del aducto ADN-EB) implica la interacción 
de los complejos con el ADN por cualquiera de los mecanismos 
descritos. 

El estudio competitivo de fluorescencia permite, además, 
cuantificar el grado de interacción entre el complejo y el ADN.  Este 
procedimiento proporciona de manera rápida y fiable una medida de 
la afinidad relativa entre un compuesto (o una familia de ellos) y el 
ADN. Para ello, primero se debe obtener el valor de C50 del 
compuesto a estudiar. El valor de C50 corresponde a la concentración de 
complejo necesaria para disminuir al 50% la fluorescencia inicial del aducto 
ADN-EB.  

Este valor de C50, inversamente proporcional a la constante de 
unión ADN-complejo,107 permite hallar el valor de Kapp, o constante 
de unión aparente del compuesto, mediante la ecuación 1:108 

KEB x [EB] = Kapp x [C50]  (ec. 1) 

donde KEB es la constante de unión aparente del aducto ADN-EB, 
cuyo valor varía con el pH, y [EB] es la concentración de EB en el 
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ensayo. KEB = 3"107 M(bp)"1 a pH = 6,0; el cálculo de KEB para otro pH 
puede hacerse por el método de Strothkamp.109 

Otra forma, también indirecta, de obtener información sobre la 
capacidad de interacción de una molécula con el ADN consiste en el 
cálculo de la constante de Stern-Volmer, KSV. La ecuación de Stern-
Volmer refleja la desactivación dinámica (dynamic quenching) de 
fluorescencia producida en el sistema ADN-EB tras la adición de una 
segunda molécula (o desactivador):102,110 

IF0/IF = 1 + K+* #0[Q]   (ec. 2) 

donde IF0 y IF son la intensidad máxima de fluorescencia en ausencia 
y presencia de desactivador, respectivamente, K+* es la constante 
cinética de desactivación, #0 es el tiempo de vida media (del estado 
excitado) de fluorescencia en ausencia de desactivador y [Q] la 
concentración de desactivador. Ksv = K+*#0; por tanto, la ecuación 
queda: 

IF0/IF = 1 + Ksv [Q]   (ec. 3) 

El valor de Ksv informa sobre la capacidad de Q de desactivar el 
estado excitado del bromuro de etidio, proporcionando de forma 
indirecta información sobre la capacidad de interacción del complejo 
con el ADN.  

Procedimiento experimental 

Se pueden realizar dos tipos de experiencias para medir el grado 
de interacción entre los complejos y el ADN. En ambos casos el 
ensayo consiste en registrar los espectros de emisión del aducto ADN-
EB en ausencia y presencia de distintas concentraciones de complejo. 
Las medidas de fluorescencia se realizan en un espectrofluorímetro 
(en la presente Tesis Doctoral, modelo JASCO FP-6200). El ADN 
utilizado es Calf Thymus (CT-ADN), o ADN del timo de ternera, tipo 
XV (en nuestro caso suministrado por Sigma-Aldrich). Los espectros 
de emisión se registran entre 530-670 nm y la longitud de onda de 
excitación se establece en 500 nm. Todas las disoluciones se preparan 
en tampón biológico. 
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Antes de realizar cualquier experiencia se comprueba que las 
siguientes disoluciones control no presentan espectro de emisión bajo 
las condiciones experimentales usadas con las disoluciones problema: 

• Disolución de complejo. 
• Disolución complejo-ADN (en ausencia de EB). 
• Disolución complejo-EB (en ausencia de ADN). 

a) Estudios de desplazamiento (ADN-EB 1:1) 

La experiencia se basa en registrar los espectros de emisión del 
aducto ADN-EB en presencia de distintas concentraciones de 
complejo y determinar los cambios que se producen en el máximo de 
intensidad de emisión. La figura 13 muestra los resultados de un 
ensayo típico. 

En el procedimiento experimental de nuestro estudio se preparan 
una serie de disoluciones ADN-EB-complejo (3 mL de volumen final), 
que contienen distintas concentraciones de complejo (0, 10, 20, 30, 40 y 
50 #M) y una concentración fija de EB y ADN (CT-ADN) de 50 #M, en 
tampón cacodilato (0,1 M, pH = 6,0). Las disoluciones madre (stock) de 
EB y CT-ADN se valoran con anterioridad espectrofotométricamente 
a partir de sus coeficientes de extinción [siendo &480 (EB) = 5.680 M-1 ! 
cm-1 y &260 (CT-ADN) = 13.200 M(bp)-1 ! cm-1]. 

Las muestras ADN-EB se incuban previamente durante 30 minutos 
a temperatura ambiente. Posteriormente se añade el volumen 
adecuado de disolución de complejo para conseguir la concentración 
deseada y, tras 15 minutos, se realizan las medidas de fluorescencia. 

Los resultados se presentan en forma de gráfico en el que se 
muestran superpuestos los espectros de emisión del aducto CT-ADN-
EB obtenidos para las distintas concentraciones de complejo 
ensayadas. Habitualmente también se incluye la representación de 
Stern-Volmer o cociente IF0/IF frente a la concentración de complejo 
(siendo IF0 e IF la intensidad máxima de emisión en ausencia y en 
presencia de complejo, respectivamente). 
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El valor de C50 (concentración de complejo necesaria para 
disminuir al 50% la fluorescencia inicial del aducto ADN-EB) se 
obtiene directamente del gráfico. Sin embargo, si en el rango de 
concentraciones ensayadas no se llega a producir la reducción del 
50% de la intensidad de emisión, el valor C50 se puede hallar mediante 
extrapolación a partir de la recta de Stern-Volmer (ec. 3) para IF0/IF = 2.  

IF0/IF = 1 + Ksv [Q]   (ec. 3) 

Este cálculo tiene la limitación de que presupone linealidad en un 
rango de concentraciones para el que no se dispone de datos 
experimentales y, por tanto, hay que tomarlo con precaución. 

 

 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 

 

Figura 13. Gráfico típico del primer ensayo de fluorescencia: espectro de emisión 
ADN-EB en ausencia y en presencia de un compuesto (esta Tesis Doctoral, Capítulo II). 
La flecha muestra el cambio en la intensidad de emisión al aumentar la concentración 
de complejo. Interior: gráfico de Stern-Volmer. 

b) Estudios de desplazamiento con exceso de EB 

En la segunda experiencia se realiza una valoración cuantitativa de 
la disolución ADN-EB, conteniendo un ligero exceso de EB, con la 
molécula a estudiar. La figura 14 muestra los resultados de un ensayo 
típico. 

Para la realización del ensayo se prepara una disolución CT-ADN-
EB (3 mL de volumen), que es 3 µM en CT-ADN y 3,78 µM en EB, en 
tampón cacodilato (0,1 M, pH 6,0). De forma independiente se 
prepara una disolución madre (stock) de complejo (o compuesto a 
ensayar) de concentración entre 0,5 y 2 mM (en función de la 
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solubilidad del mismo), en tampón cacodilato (0,1 M, pH 6,0). De 
nuevo, es conveniente incubar de forma previa el aducto CT-ADN-EB 
durante 30 minutos. Se añade la disolución CT-ADN-EB a una cubeta 
de fluorescencia y se registra su espectro de emisión. A continuación 
se adiciona una alícuota (2-5 µL) de la disolución madre de complejo 
y, tras esperar 5 minutos, se registra el espectro de emisión de la 
mezcla (se debe comprobar que la intensidad de emisión se 
estabiliza). La adición de alícuotas se repite de forma progresiva hasta 
alcanzar el 20-40% de la intensidad de emisión inicial.  

Los resultados se presentan en forma de gráfico en el que se 
muestran los valores de intensidad de fluorescencia medidos para 
cada una de las concentraciones de complejo ensayadas. Es 
conveniente normalizar los valores de fluorescencia; así, cuando el 
volumen total añadido de complejo es mayor al 5% del volumen 
inicial (3 mL), se deben corregir los valores de intensidad de 
fluorescencia mediante la ecuación 4: 

Fcorr = Fexp " [(3000 + V) / 3000]  (ec. 4) 

donde Fcorr y Fexp son los valores máximos de fluorescencia corregida 
y experimental, respectivamente, y V es el volumen de complejo 
añadido en µL. 

El valor de C50 se obtiene directamente de la gráfica por interpolación. 

Como ya se ha indicado, el valor de la constante de unión 
aparente, Kapp, se calcula mediante la ecuación 1. Teniendo en cuenta 
que [EB] = 3,78 µM, la ecuación 1 quedaría así: 

Kapp= KEB " (3,78/C50)   

donde KEB = 3"107 M(bp)"1 para pH = 6,0 (si se trabaja a otro pH, la 
constante se puede calcular siguiendo el método de Strothkamp).109 
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Figura 14. Gráfico típico del segundo ensayo de fluorescencia: desplazamiento 
competitivo del EB en el aducto CT-ADN-EB con diferentes moléculas (esta Tesis 
Doctoral, Capítulo II). 

3.1.2 Temperatura de fusión del ADN 
Fundamento 

La doble hebra del ADN puede separarse mediante un incremento 
de temperatura para dar dos ácidos nucleicos de una única hebra. 
Dicho proceso se conoce como fusión (melting) o desnaturalización 
térmica del ADN.99 La temperatura a la cual el 50% del ácido nucleico 
existe en estado helicoidal y el 50% en estado de hebra sencilla se 
conoce como temperatura de fusión o desnaturalización térmica y se 
designa como Tm.  

La doble hélice del ADN se estabiliza a través de una serie de 
interacciones entre las que cabe destacar el apareamiento entre los 
pares de bases a través de puentes de hidrógeno, las interacciones de 
apilamiento (!-stacking) de las bases, y las atracciones electrostáticas 
entre cationes y grupos fosfato. Si un agente reduce o elimina 
cualquiera de estas interacciones, la estabilidad disminuye y la Tm es 
menor. La unión de un compuesto a la doble hebra puede amentar o 
disminuir su Tm en función de si la unión la estabiliza o la 
desestabiliza. 

El valor de Tm se puede determinar de forma experimental por 
dicroísmo circular (DC), resonancia magnética nuclear (RMN), 
viscosidad, técnicas electroforéticas o calorimetría,111 pero, sin lugar a 
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dudas, la determinación más sencilla, sensible y reproducible es la 
que se realiza por espectroscopia UV. 

Las bases nitrogenadas, cromóforos del ADN, absorben entre 250-
280 nm. Se emplea $ = 260 nm como longitud de onda de referencia 
para cuantificar ADN con secuencias heterogéneas, como es el caso 
del CT-ADN. La rotura de la doble hebra produce un aumento de 
absorción (coeficiente de extinción, %) del ADN conocida como efecto 
hipercrómico de los ácidos nucleicos, que puede explicarse teniendo en 
cuenta que los enlaces de hidrógeno entre los pares de bases de la 
doble hélice limitan el comportamiento de resonancia del anillo 
aromático de las mismas, lo que se traduce en una disminución de la 
absorbancia UV del ADN nativo. En contraste, en la forma de hebra 
sencilla las bases están en forma libre y no se forman enlaces de 
hidrógeno con las bases complementarias, con lo que la absorbancia a 
260 nm (A260) máxima resulta aproximadamente un 40% mayor que 
en la hebra doble. Este efecto hipercrómico es el fundamento de la 
técnica que se describe aquí.  

El proceso de determinación de Tm mediante espectroscopia UV se 
realiza subiendo la temperatura gradualmente desde 25° a 90° C y 
midiendo la A260 de forma continua. Al representar A260 en función de 
la temperatura se obtiene una curva sigmoidal, que es la curva de 
fusión del ADN (figura 15a). A temperaturas bajas aparece el estado 
nativo del ADN. En la zona de inflexión de la absorbancia se produce 
la transición de ADN nativo a ADN desnaturalizado, básicamente por 
rotura de los enlaces de hidrógeno. El máximo de absorbancia a altas 
temperaturas corresponde al estado desnaturalizado del ADN. El Tm 
se obtiene a partir del punto de inflexión (50% doble hebra - 50% 
hebra sencilla). 

En general, los agentes que interaccionan con el ADN presentan mayor 
afinidad por la doble hebra que por la sencilla. De este modo, los agentes 
que interaccionan con el ADN mediante un proceso de intercalación 
prefieren la doble hebra a la sencilla porque las bases apareadas 
proporcionan un “ambiente” adecuado para la intercalación. En el 
caso de agentes que se unen al surco (mayor y/o menor) esta 
preferencia hacia la doble hebra se debe a la imposibilidad de unirse a 
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ADN de hélice sencilla (no tiene surco específico en su estructura). En 
todos estos casos se provoca una estabilización de la doble hebra y, en 
consecuencia, se requiere mayor temperatura para separar las dos 
hebras en presencia del agente que en su ausencia. Esto se traduce en 
un aumento del Tm (figura 15b). No obstante, también se han descrito 
moléculas capaces de disminuir el Tm de los ácidos nucleicos. Es el 
caso de compuestos de platino que interaccionan covalentemente con 
la doble hebra mediante un mecanismo intra-cadena.112,113 Estos 
compuestos se enlazan únicamente a una de las dos hebras de la 
doble hélice, desplazando así el equilibrio entre las dos formas de 
ADN hacia la derecha. Esto se traduce en un descenso del Tm (figura 
15b). 

En definitiva, la diferencia entre el Tm del ácido nucleico libre 
(Tmº) y el observado en presencia de un complejo (Tm), que se 
denomina &Tm, puede relacionarse con la afinidad que tiene el 
complejo por el ADN. O, en otros términos, si el complejo estudiado 
produce un aumento (o disminución) de Tm, se puede sugerir que el 
complejo interacciona con la doble hebra del ADN (o con la hebra 
sencilla). 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
 

 (a)  (b) 

Figura 15. (a) Curva de fusión del ADN de una experiencia de desnaturalización 
térmica (para esta Tesis Doctoral, por A. Cambres) y, (b) desplazamiento teórico de la 
curva de fusión por una molécula que estabiliza o desestabiliza la doble hebra del 
ADN. 
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Procedimiento experimental 

Los experimentos para determinar la temperatura de fusión del 
ADN se han realizan utilizando un espectrofotómetro UV-vis modelo 
Agilent 8453 equipado con un regulador de temperatura Peltier, 
modelo Agilent 89090A.  

Los experimentos de desnaturalización se llevan a cabo con 
muestras (volumen final 3 mL) que contienen una concentración fija 
de CT-ADN (la concentración estándar es 100 µM; sin embargo, en 
caso de complejos con baja solubilidad, ésta puede reducirse a 50 µM) 
y distintas concentraciones de complejo. El tampón utilizado es 
fosfato 1mM, NaCl 2 mM (pH = 7,2). 

Para determinar la temperatura de fusión del ADN, el 
espectrofotómetro registra los espectros de absorción entre 210 y 1000 
nm, y toma un valor de A260 para cada temperatura. El equipo se 
programa para obtener una A260 para cada aumento de 1 ºC en el 
intervalo de temperatura de 25-90 ºC. Los resultados aparecen en 
forma de gráfico que representa la absorbancia relativa (A260) en 
función de la temperatura. El equipo está programado para calcular 
automáticamente el valor de Tm una vez ha terminado el ensayo. 

Los resultados de la experiencia completa se presentan como 
curvas superpuestas de temperatura de fusión para el CT-ADN en 
ausencia (control) y presencia del complejo a diferentes relaciones 
[CT-ADN]/[complejo] ensayadas. En todos los casos se resta la 
absorbancia inicial del complejo a 260 nm (por ello se representan 
absorbancias relativas o normalizadas). La figura 16 muestra los 
resultados de un ensayo realizado en esta Tesis Doctoral. Como se ha 
indicado anteriormente, los valores de Tm se obtienen a partir del 
punto de inflexión de las diferentes curvas. El valor de &Tm se calcula 
por diferencia: &Tm = Tm[CT ADN-complejo] – Tm0. 
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Figura 16. Curvas de temperatura de “fusión” del CT-ADN en ausencia y en presencia 
de un compuesto de Cu(II), estudiado en la presente Tesis Doctoral, a diferentes 
concentraciones. 

3.1.3 Viscosimetría 

Fundamento 

Las medidas hidrodinámicas son sensibles a los cambios de 
longitud del ADN; por ello, constituyen uno de los métodos de 
estudio más directos y menos ambiguos de la forma de unión de las 
moléculas al ADN en disolución.114,115 

La separación entre los pares de bases producida por una inserción 
(de ca. 3,4 Å, que es el espesor de van der Waals de un anillo 
aromático) produce un desenrollamiento alrededor del eje de la doble 
hélice. Si la intercalación se produce en múltiples lugares se produce 
un alargamiento de la doble hebra y con ello un aumento de la 
viscosidad. Una intercalación clásica a bajas relaciones ligando/ADN 
(r<0,2) produce un incremento significativo de la viscosidad. En 
contraste, las interacciones a través de los surcos del ADN y/o a 
través de atracciones electrostáticas causan una variación menor de la 
viscosidad (positiva o negativa) o ningún cambio en la misma.9 

Existe también la posibilidad de que se produzca una intercalación 
no clásica o parcial cuando uno de los sustituyentes del intercalante se 
aloja en uno de los surcos estableciendo interacciones mediante 
enlaces de hidrógeno y/o atracciones electrostáticas. Este modo de 
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interacción provoca a concentraciones bajas de complejo un aumento 
lineal de la viscosidad relativa. A partir de una determinada 
concentración de complejo el valor de la viscosidad se estabiliza y ya 
no cambia (figura 17). 

La técnica de determinación de la viscosidad del ADN consiste en 
medir el tiempo de elución de una disolución con CT-ADN en 
presencia de distintas concentraciones de complejo. La viscosidad 
relativa, '/'0, se obtiene de la ecuación 5: 

('/'0) = (t – tb)/(t0 – tb)  (ec. 5) 

donde ' y '0 son la viscosidad de la disolución tampón-CT ADN en 
presencia y ausencia del compuesto a ensayar, respectivamente, t es el 
tiempo de elución de la disolución tampón-CT ADN-complejo, tb es el 
tiempo de elución de la disolución tampón y t0 el tiempo de elución 
de la disolución tampón-CT ADN. 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 17. Representación “ideal” de los cambios de viscosidad del ADN producidos 
por los distintos modos de interacción: (') intercalación clásica, (!) intercalación 
parcial e (!) interacción por los surcos o electrostática (esta Tesis Doctoral). 

En función de la tendencia observada al aumentar la relación 
[complejo]/[ADN] se puede determinar el modo de interacción de la 
molécula estudiada con el ADN. 
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Procedimiento experimental 

Las medidas de viscosidad se realizan a 25 ºC utilizando un 
viscosímetro de tipo Ubbelodhe sumergido en un baño termostatado. 

Se preparan disoluciones de 4 mL que contienen distintas 
concentraciones de complejo (0, 1, 3, 5, 7 y 10 #M) y una 
concentración de CT-ADN fijada a 50 #M, en tampón cacodilato (0,1 
M, pH = 6,0).  

Los tiempos de elución se toman manualmente con un 
cronómetro, por triplicado, para cada una de las disoluciones 
preparadas. Los valores de viscosidad se calculan a partir de la 
ecuación 5.  

Los resultados se presentan con un gráfico de ('/'0)1/3 frente al 
cociente [concentración de complejo/concentración de CT-ADN]. La 
figura 18 muestra los resultados de un ensayo típico. Indica que el 
compuesto 1 no intercala y que el compuesto 2 experimenta 
intercalación clásica. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 18. Ensayo de viscosidad para compuestos de la presente Tesis Doctoral. 
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3.2  ESTUDIOS DE ACTIVIDAD NUCLEASA MEDIANTE 
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

En los últimos años se han empleado diversas técnicas para 
estudiar la capacidad de los compuestos metálicos para degradar el 
ADN. De entre todas ellas las más usadas han sido la microscopía de 
fuerza atómica (AFM, por sus siglas en inglés)116,117 y la electroforesis 
en gel de agarosa.118 

La visualización del ADN mediante AFM aporta información 
directa sobre la actividad del compuesto frente a la biomolécula 
(figura 19). Esta técnica tiene la limitación de que es difícil conseguir 
la correcta adsorción y posterior secado de la muestra sobre el disco 
de mica en el que se realizan las medidas y, sobre todo, que necesita 
un equipo caro. Por ello, y pese a que conduce a buenos resultados 
experimentales, la electroforesis en gel de agarosa es, sin duda, el 
método más utilizado para el análisis del ADN. 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

Figura 19. Imágenes representativas de un estudio de actividad nucleasa mediante la 
técnica AFM. (a) ADN lineal de 550 pb; (b) pBR322 ADN; (c) pBR322 ADN en 
presencia de [Co(ambi()2(ambi)]+ incubado durante 5 horas a 37 ºC.119 

3.2.1 Fundamento 

La técnica de electroforesis se basa en la separación de especies, 
que poseen carga neta, en base a la diferente velocidad con que éstas 
se desplazan bajo la acción de un campo eléctrico. Si se deja 
transcurrir  un tiempo determinado, las moléculas cargadas 
positivamente se desplazarán hacia el cátodo (el polo negativo) y 
aquellas cargadas negativamente se desplazarán hacia el ánodo (el 
polo positivo), permitiendo así su separación. El uso de esta técnica 
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U =
1

E
dX
dt

sobre muestras que contienen ADN resulta idóneo porque éste es un 
polianión a pH fisiológico. 

El parámetro que determina el comportamiento de una molécula 
en un campo eléctrico es la movilidad electroforética, U, que se define 
por la ecuación 6, donde E es el campo eléctrico en (en V ! cm): 

 

      (ec. 6) 

U (con unidades en cm2  ! s-1 ! V-1) depende de la carga, de la forma 
y del tamaño de las moléculas, pero no de un modo que se pueda 
expresar de manera sencilla. Así, por ejemplo, la carga de las 
moléculas no es fácilmente evaluable, pues depende del medio (pH, 
fuerza iónica). Además, en disolución las moléculas están rodeadas 
de un conjunto de iones que constituyen su esfera de solvatación y, 
bajo la acción del campo eléctrico, se desplaza el conjunto, siendo 
atraída la esfera de solvatación hacia el polo opuesto que la molécula. 
No obstante, la ausencia de un tratamiento teórico adecuado no ha 
impedido el uso de esta técnica. 

La electroforesis se puede desarrollar de dos maneras. En la 
llamada electroforesis libre, el campo eléctrico se aplica a disoluciones o 
suspensiones. Esta modalidad actualmente está en desuso. Su 
principal problema es que el medio en el que se desarrolla es un 
fluido, por lo que es poco resolutiva al influir factores como la 
difusión y la convección. Por el contrario, la otra modalidad, la 
electroforesis de zona, es una de las técnicas más utilizadas en 
Bioquímica por su gran resolución. Aquí el campo eléctrico se aplica a 
un medio o soporte estabilizante, en vez de a un fluido, evitando así 
sus inconvenientes. La muestra se deposita en una reducida zona del 
soporte, lo que da nombre a esta modalidad. 

En la electroforesis de zona, el soporte consiste en un gel 
constituido por un polímero soluble de peso molecular elevado. Este 
gel forma un entramado tridimensional (el tamaño del poro del 
reticulado depende de la concentración de polímero empleada) que 
no sólo evita la difusión y convección, sino que además participa en el 
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Forma II 
 
 
Forma III 
 
 
 

Forma I 

proceso de separación (tabla 1). Esto permite que las moléculas se 
separen en función de su tamaño, forma (o flexibilidad) y carga. 

Dos tipos de polímeros son los más usados: agarosa y 
poliacrilamida. El gel de agarosa se utiliza para la separación de 
fragmentos grandes de ADN (desde 500 pb hasta 10 Mb), mientras 
que el gel de poliacrilamida se emplea mayoritariamente para la 
separación de proteínas, aunque también es útil para fragmentos 
pequeños de ADN y oligonucleótidos (desde 5pb hasta 500 pb). 

En la presente Tesis Doctoral se ha escogido la técnica de 
electroforesis en gel de agarosa para observar la actividad nucleasa de 
los complejos (figura 20). El plásmido usado, pUC18, inicialmente está 
superenrollado (forma I). Cuando el complejo corta el plásmido por 
un único punto se produce ADN circular (forma II), mientras que si el 
complejo es capaz de cortar las dos cadenas de ADN del plásmido por 
sitios muy próximos (entre 10 pares de base entre cortes) se produce 
ADN lineal (forma III). La movilidad de cada una de estas moléculas 
es distinta; así, en las condiciones de la presente Tesis Doctoral, la 
movilidad de la forma superenrollada es mucho mayor que la de la 
forma lineal y circular, siendo la movilidad de esta última la menor 
de todas debido al mayor rozamiento que presenta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Formas del ADN y grado de avance de las mismas en el gel (adaptación de 
52 para esta Tesis). 
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Tabla 1. Concentraciones de agarosa o poliacrilamida utilizadas para la separación 
electroforética de fragmentos lineales de ADN de distintos tamaños.118 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2 Factores que influyen en la actividad nucleasa 

Como se introdujo en el apartado 1.2 de esta Introducción, los 
compuestos metálicos son capaces de escindir el ADN mediante dos 
mecanismos fundamentales: hidrolítico y oxidativo. En el primero de 
ellos, el complejo es capaz de romper el enlace fosfodiéster de la doble 
hebra por sí mismo, es decir, en ausencia de un agente activante 
externo. En el segundo, sin embargo, el complejo precisa la activación 
exógena para poder producir el corte al ADN.  

En general, para el estudio de la actividad nucleasa mediante 
cualquiera de los mecanismos comentados se deben tener en cuenta 
los siguientes factores:  

• la naturaleza y concentración del complejo; 
• la naturaleza y concentración del agente activante (en el caso 

de sistemas que lo precisen); 
• el tampón en el que se realiza la reacción in vitro; 
• el tiempo y temperatura de la reacción. 

agarosa (%) Intervalo de tamaños separables (Kb) 

0,3 5 – 60 

0,6 1 – 20 

0,7 0,8 – 10,0 

0,9 0,5 – 7,0 

1,2 0,4 – 6,0 

1,5 0,2 – 3,0 

2,0 0,1 – 2,0 

  

acrilamida (%) Intervalo de tamaños separables (bp) 

3,5 1.000 – 2.000 

5,0 80 – 500 

8,0 60 – 400 

12,0 40 – 200 

15,0 25 – 150 

20,0 6 – 100 
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El objetivo principal de este tipo de ensayos consiste en encontrar 
un rango de concentraciones para las que el complejo presente una 
actividad elevada (la solubilidad del complejo es con frecuencia un 
factor limitante). Para ello, se debe evaluar la actividad del compuesto 
a diversas concentraciones y escoger así su rango de máxima 
actividad. En el caso de procesos que requieran la presencia de un 
agente activante, se procede de la misma forma. Se puede elegir una 
concentración de complejo e ir variando la cantidad de activante, o al 
revés. Debe tenerse en cuenta que no siempre concentración y 
actividad son directamente proporcionales. En algunos casos el 
aumento de la concentración de complejo y/o activante induce la 
inhibición de la actividad nucleolítica.104 

El tampón utilizado también es un parámetro que puede influir en 
la reacción. Tanto su naturaleza como el pH escogido pueden afectar 
de forma directa a la solubilidad del compuesto. Además, para 
compuestos con posible actividad hidrolítica el pH de estudio es 
crucial. Este tipo de compuestos generalmente presentan un patrón 
de actividad gaussiano;120 por tanto, si se trabaja en una región de pH 
alejada del pH de máxima actividad del complejo, éste mostrará una 
escasa actividad. La tabla 2 recoge alguno de los tampones más 
comunes utilizados en ensayos biológicos. Se muestran en azul 
aquéllos que han sido empleados a lo largo de la presente Tesis 
Doctoral. 

El tiempo y la temperatura de la reacción también pueden ser 
modificados para mejorar el corte del compuesto. Para incubaciones a 
temperaturas mayores de 37 ºC, o tiempos superiores a 60 minutos, 
resulta conveniente el uso de un TermoCiclador (ThermalCycler en 
inglés). Este aparato evita la condensación de agua que se produce en 
las tapas de los tubos eppendorf que contienen las muestras y, así, se 
consigue aumentar la reproducibilidad de los estudios. 

Todas las experiencias realizadas en la presente Tesis Doctoral a 
temperaturas mayores de 37 ºC o tiempos superiores a 1 hora se han 
llevado a cabo con un TermoCiclador modelo Eppendorf Mastercycler. 
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Tabla 2. Selección de tampones biológicos de interés (25 ºC, 0,1 M). 

 

3.2.3 Procedimiento experimental 

En esta Tesis Doctoral se ha utilizado plásmido de ADN pUC18 
(2.686 pares de bases) adquirido a Roche o Fermentas. Este plásmido 
es una molécula circular cerrada de doble cadena que contiene más 
del 90% del ADN total en forma superenrollada, según garantía de la 
casa suministradora. La concentración de la disolución stock del 
pUC18 de Roche es 0,25 µg/µL (750 µM nucleótidos); la concentración 
de la disolución stock del pUC18 de Fermentas es el doble de 
concentrada, es decir, 0,5 µg/µL (1500 µM nucleótidos). 

La separación electroforética de las distintas formas generadas se 
efectúa utilizando como soporte agarosa al 0,8 % en 150 mL de tampón 
TBE 0,5x. Este tampón se prepara a partir de una dilución 1:10 del 
tampón TBE 5x que consiste en una disolución 0,45 M Tris, 0,45 M 
ácido bórico y 10 mM EDTA. El gel de agarosa se tiñe con EB (se 

Tampón 
Rango óptimo 

de pH 

pKa 

(a 20 ºC) 

pKa 

(a 25 ºC) 

pKa 

(a 37 ºC) 

MES 5,5–6,7 6,16 6,10 5,97 

Bis-Tris 5,8–7,2 n/a 6,50 6,36 

PIPES 6,1–7,5 6,80 6,76 6,66 

MOPSO 6,2–7,6 n/a 6,90 6,75 

BES 6,4–7,8 7,17 7,09 6,90 

MOPS 6.5–7.9 7.28 7.20 7.02 

TES 6,8–8,2 7,50 7,40 7,16 

HEPES 6,8–8,2 7,55 7,48 7,31 

DIPSO 7,0–8,2 n/a 7,60 7,35 

MOBS 6,9–8,3 n/a 7,60 n/a 

TAPSO 7,0–8,2 n/a 7,60 7,39 

TRIZMA 7,0–9,0 8,20 8,06 7,72 

HEPPSO 7,1–8,5 n/a 7,80 6,66 

TEA 7,3–8,3 n/a 7,80 n/a 

HEPBS 7,6–9,0 n/a 8,30 n/a 

TABS 8,2–9,6 n/a 8,90 n/a 

CHES 8,6–10,0 9,55 9,49 9,36 

AMP 9,0–10,5 n/a 9,70 n/a 

CAPS 9,7–11,1 10,56 10,40 10,02 
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añaden 2 μL de una disolución stock de EB de concentración 10 
mg/mL por cada 100 mL de gel) para permitir la visualización 
posterior de las distintas formas de ADN. 

A continuación se detalla el procedimiento experimental seguido 
en las experiencias.  

a) Protocolo general 

(La preparación e incubación de las muestras depende del tipo de 
estudio a realizar y se detallará posteriormente para cada caso). 

A cada muestra, una vez preparada (volumen final de 20 µL) e 
incubada, se le adicionan 4 µL de tampón de carga 6x (0,25 % azul de 
bromofenol + 0,25 % xilencianol + 30 % glicerol). El tampón de carga 
facilita la inserción de la muestra en los pocillos del gel (glicerol), así 
como el seguimiento de las moléculas a lo largo del mismo (azul de 
bromofenol y xilencianol). La mezcla resultante se homogeniza y se 
carga (sólo 15 µL del volumen total de la misma) en el gel de agarosa. 
A continuación, se aplica sobre el gel una diferencia de potencial de 
120 V durante 2 horas para separar las distintas formas de ADN 
generado. Una vez producida la separación electroforética, el gel se 
fotografía con un sistema de captura (en la presente Tesis Doctoral un 
equipo Gel-printer plus TDI). 

La cuantificación de las diferentes formas generadas se efectúa por 
análisis densitométrico del bromuro de etidio fijado en las mismas (en 
la presente Tesis Doctoral se usó el programa informático ImageJ 1.34 s). 
Debido a que la afinidad del ADN superenrollado por el bromuro de 
etidio es menor que la de las otras formas, la intensidad de la banda 
correspondiente a la forma I se corrige por un factor de 1,3. La 
fracción de cada una de las formas del ADN se calcula dividiendo la 
intensidad de cada banda entre el total de las intensidades de las 
bandas de cada carrera. 

En todas las experiencias se añade un marcador. El marcador se 
utiliza como patrón para comprobar el tamaño de los fragmentos 
correspondientes al ADN degradado por el complejo. Se escogió el 
marcador Lambda ADN/EcoRI + Hind III (figura 21).  
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 (a)  (b) 

Figura 21. (a) Separación electroforética de los diferentes fragmentos del plásmido 
Lambda tras ser digerido con las enzimas de restricción EcoR1 y Hindi; (b) imagen de 
una experiencia típica de electroforesis en gel de agarosa; la primera carrera muestra 
el marcador Lambda ADN/EcoRI + Hind III (esta Tesis Doctoral). 

A continuación se detallan los protocolos específicos para el 
estudio de la actividad nucleasa del compuesto metálico en función 
del tipo de activación. Cualquiera de los parámetros de la reacción 
puede ser modificado con el fin de optimizar las condiciones del 
ensayo y/o conseguir la máxima actividad. 

b) Incubación de la muestra sin adición de agente externo  

Las muestras (20 #L de volumen final), constituidas por: 13 #L del 
tampón empleado + 6 #L de complejo o de sal de Cu(II) (control) de 
cada una de las concentraciones a ensayar + 1 #L de pUC18 (Roche), 
se incuban durante 60 minutos a 37 ºC en un baño termostatado o en 
un Termociclador. 

Como control se establece: 

• Control de ADN: 1 #L de pUC18 (Roche) + 19 #L de tampón. 

Después de la incubación las muestras se tratan como se ha 
descrito bajo el epígrafe “protocolo general”. 
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c) Incubación de la muestra con adición de un agente químico 
externo 

Las muestras (20 #L de volumen final), constituidas por: 7 #L del 
tampón empleado + 6 #L de complejo o de sal de Cu(II) (control) de 
cada una de las concentraciones a ensayar + 1 #L de pUC18 (Roche) + 
6 #L de agente reductor a la concentración optimizada (se suele 
trabajar con concentraciones en exceso respecto a la concentración de 
complejo, tipo 1x, 5x,…), se incuba durante 60 minutos a 37 ºC en un 
baño termostatado o en un Termociclador. 

Como se indicó anteriormente, la eficacia de corte al ADN puede 
variar en función del agente químico usado como activante.121 Por 
tanto, es conveniente ensayar la actividad del complejo en presencia 
de diferentes agentes activantes. En las experiencias de esta Tesis 
Doctoral se han utilizado: ascorbato sódico, H2O2 o una mezcla de 
ambos. 

Como controles se establecen: 

• Control de ADN: 1 #L de pUC18 (Roche) + 19 #L de tampón. 
• Control de ADN con agente reductor: 1 #L de pUC18 (Roche) + 

13 #L de tampón + 6 #L de agente reductor a la concentración 
máxima ensayada en la experiencia. 

Después de la incubación las muestras se tratan como se ha 
descrito bajo el epígrafe “protocolo general”. 

d) Incubación de la muestra con fotoactivación 

Las muestras (20 #L de volumen final), constituidas por: 13 #L del 
tampón empleado + 6 #L de complejo o de sal de Cu(II) (control) de 
cada una de las concentraciones a ensayar + 1 #L de pUC18 (Roche), 
se incuban durante 60 minutos con irradiación. 

Para la irradiación la muestra se introduce en el interior de un 
fotorreactor. En esta Tesis Doctoral se utilizó un modelo CCP-4V de 
LuzChem (figura 22) equipado con lámparas del tipo LZC-vis con 
filtros rojos. Los filtros acotan la longitud de onda que se irradia al 
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rango 600-700 nm (máximo en 615 nm) (figura 23). En la bibliografía 
se han descrito también experiencias de fotoactivación con lámparas 
de tipo UV-A, UV-B, UV-C o visible con filtros naranja.89 

Como control se establece: 

• Control de ADN: 1 #L de pUC18 (Roche) + 19 #L de tampón. 

Siguiendo a Chackravarty,87 después de los 60 minutos en el 
fotorreactor, las muestras se sacan del fotorreactor y se incuban otros 
60 minutos a 37 ºC en oscuridad. 

Después de la incubación las muestras se tratan como se ha 
descrito bajo el epígrafe “protocolo general”. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 22. Imagen del fotorreactor CCP-4V. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 23. Espectro de emisión de la lámpara LZC-vis con filtro rojo. 

e) Incubación de la muestra con nanopartículas 

Las muestras se preparan de la siguiente manera (20 #L de 
volumen final): 11 µL del tampón empleado + 6 µL de complejo o de 
la sal de Cu(II) (control) de cada una de las concentraciones a ensayar 
+ 1 µL de ADN pUC18 (Roche). Tras 5 minutos, se añaden 2 µL de 
disolución de QD. 
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A continuación, las muestras se incuban en la oscuridad 
(cubriéndolas con papel de aluminio) o en el interior del fotorreactor 
anteriormente descrito, según se desee estudiar la capacidad de corte 
del sistema complejo-QD en ausencia o en presencia de luz, 
respectivamente.  

Después de la incubación las muestras se tratan como se ha 
descrito bajo el epígrafe “protocolo general”. 

3.2.4 Determinación del mecanismo de acción 

Los dos ensayos más utilizados para poder discriminar entre un 
mecanismo hidrolítico u oxidativo son: ligación enzimática de los 
fragmentos de ADN obtenidos y/o identificación de las especies 
químicas producidas en el proceso de corte.  

(a) El ensayo de ligación consiste en incubar una muestra de ADN 
lineal generado por el complejo y la ligasa T4.122,123 En aquellos casos 
en los que la enzima es capaz de ligar el plásmido se puede afirmar 
que el proceso de corte del compuesto es hidrolítico debido a que sólo 
los fragmentos derivados de un proceso hidrolítico pueden ser 
ligados por esta enzima. Este experiencia no se ha llevado a cabo en 
esta Tesis Doctoral. 

(b) El segundo ensayo, más común, consiste en incubar el 
compuesto, en las condiciones que es activo, con una bateria de 
agentes captadores de ROS, con el fin de evaluar si la presencia de 
dichos agentes afecta al corte producido por el compuesto. La 
inhibición de actividad en presencia de un agente captador sugiere la 
implicación en el proceso de corte del radical captado. 

De forma paralela, se puede añadir otro tipo de agentes: quelantes 
de Cu(I) (neocuproína) y/o especies con afinidad por un 
determinado surco (para el menor: Hoechst 33258, Distamicina A; 
para el mayor: verde de metilo). Estos ensayos aportan información 
acerca de la participación del Cu(I) en el proceso de corte, y de la 
posible afinidad del compuesto por un determinado surco del ADN, 
respectivamente.  
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Procedimiento experimental 

Las muestras (20 #L de volumen final) se preparan como los 
apartados anteriores pero añadiendo a la mezcla de reacción un 
volumen de agente inhibidor que oscila entre 3 y 6 #L. Es conveniente 
preincubar la mezcla pUC18+tampón+agente captador durante 5-10 
minutos y, después, añadir el complejo (en el caso de que sea 
necesario se debe añadir en último lugar el agente activante). En la 
tabla 3 se muestran los diversos agentes en función de la especie que 
captan y las concentraciones habituales ensayadas. Después de la 
incubación las muestras se tratan como se ha descrito bajo el epígrafe 
“protocolo general”. 

Tabla 3. Agentes de inhibición de corte utilizados en esta Tesis Doctoral 
(concentraciones habituales de ensayo). 

AGENTES CAPTADORES DE ROS  

!OH (Hidroxilo) O2- (superóxido) O22- (peroxo) 1O2 (singlete) 

Formiato sódico 
(0,4M) 

Tiron 

(10 mM) 

Catalasa 

(10 #g/mL) 

2,2,6.6-tetrametil-
piperidona 

(0,4M) 

Yoduro potásico 
(0,4M)   

NaN3 

(0,4M) 

Urea 

(0,4M) 
   

D-manitol 

(0,4M) 
   

EtOH 

(0,4M) 
   

tert-Butanol 

(0,4M) 
   

DMSO 

(0,4M) 
   

Cu(I) Surco menor Surco mayor  

Neocuproína 
(4x[complejo]) 

Distamicina A 

(8 #M) 

Verde de metilo 

(4,5 #M) 

 

 
Hoechst 33258  

(4 #M) 
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(c) De forma complementaria, cuando existen indicios de que se 
produce una importante interacción electrostática entre los centros 
positivos del compuesto y los grupos fosfatos del ADN es 
conveniente realizar ensayos con variación de la fuerza iónica. 

Procedimiento experimental 

Las muestras (20 #L de volumen final) se preparan como los 
apartados anteriores pero añadiendo a la mezcla de reacción 
cantidades crecientes de NaCl (generalmente en el rango de 0-100 
mM). Después de la incubación las muestras se tratan como se ha 
descrito bajo el epígrafe “protocolo general”. Las conclusiones se 
extraen al evaluar el grado de inhibición del corte en función del 
aumento de la fuerza iónica. 

(d) Un ensayo complementario para dilucidar si el mecanismo de 
corte es hidrolítico u oxidativo consiste en el estudio de corte en 
condiciones anaeróbicas. Para ello se realiza una comparación de la 
actividad nucleolítica del compuesto en presencia y ausencia de O2. 

Método experimental 

Todas las disoluciones de trabajo se someten a un burbujeo de 
argón durante 15 minutos (3 ciclos). A falta de una “caja seca”, en este 
trabajo se introdujo el material necesario (disoluciones, pipetas, tubos 
eppendorf,…) en una AtmosBag llena de argón (figura 24) y se 
procedió a la preparación de las muestras en su interior. Una vez 
preparadas, los tubos se sellaron con Parafilm y se incubaron en las 
mismas condiciones utilizadas en atmósfera normal. Después de la 
incubación las muestras se trataron como se ha descrito bajo el 
epígrafe “protocolo general”.  

Los resultados obtenidos se comparan con aquellos realizados en 
condiciones aeróbicas, y se evalua la influencia del oxígeno en la 
capacidad de corte del compuesto. Si el compuesto corta por 
mecanismo hidrolítico las diferencias no deben ser significativas en 
presencia y en ausencia de oxígeno. 
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 (a)  (b) 

Figura 24. Imagen de una AtmosBag: (a) antes y, (b) después de llenarla de argón para 
proceder a la preparación de las muestras. 

3.2.5 Estudio de la cinética del corte 

Fundamento 

Las macromoléculas de ADN pueden adoptar una forma lineal o 
una forma circular cerrada. Gran parte del ADN de las bacterias y de 
los virus, el ADN mitocondrial y el de los plásmidos (pequeñas 
moléculas de ADN extracromosómico), adoptan formas circulares. El 
ADN circular puede encontrarse en forma relajada o en forma 
superenrollada. El pUC18 se considera que contiene un 90% de ADN 
en forma superenrollada circular. 

El proceso de linealización de un plásmido superenrollado de 
ADN (forma I) sigue una serie de etapas sucesivas. Primero se 
produce un corte en una de las hebras que lleva a la obtención de una 
forma circular relajada-abierta (forma II). A continuación, un segundo 
corte en la hebra complementaria, en un lugar cercano al primer corte, 
produce ADN lineal (forma III) (ver figura 20). Si la degradación del 
ADN continúa, se pueden producir fragmentos lineales de distintos 
tamaños, formándose una estela en el gel conocida como smearing.  
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Forma I
ks

Forma II
kc

Forma III

S = S0  ·  e
(-ks t)

Estas etapas puede ser descritas mediante las correspondientes 
ecuaciones cinéticas (esquema 10): 

 
 
 

 

Esquema 10. Etapas consecutivas en la rotura del ADN superenrollado. 

La evaluación de estas constantes no es una tarea fácil. El 
mecanismo de rotura puede ser complejo. Además, es necesario 
controlar las condiciones de la reacción y extraer resultados de 
calidad a partir de los geles. Sin embargo, la desaparición de la forma 
I con el tiempo presenta habitualmente un perfil cinético de pseudo-
primer orden que, siguiendo a Cowan,124 puede ajustarse bien con la 
ecuación exponencial:  

                                               (ec. 7) 

donde S0 y S corresponden a la concentración de forma 
superenrollada (forma I) inicial y a un tiempo t, respectivamente, ks es 
la constante de velocidad de pseudo-primer orden, y t el tiempo 
expresado en minutos.  

La resolución de esta ecuación proporciona información sobre la 
constante de velocidad (ks = kobs) y el tiempo de vida media del 
plásmido (t1/2 = -ln 0.5/kobs), o tiempo que necesita el complejo para 
degradar el 50% de la forma superenrollada en las condiciones del 
experimento.  

Los parámetros que se obtienen del estudio cinético (kobs / t1/2) 
permiten realizar un estudio comparativo de la eficiencia de las 
distintas nucleasas, pero siempre con la limitación de que estos 
valores dependen mucho de las condiciones experimentales y de que 
la información obtenida de las electroforesis es aproximada. 

A continuación se detalla el procedimiento experimental seguido 
en este trabajo para estudiar la cinética de la reacción de corte. 
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Método experimental 

Se prepara una mezcla de reacción “madre” (stock) que contiene: 
pUC18 + tampón + una concentración de complejo previamente 
elegida + agente activante (cuando procede). La mezcla se incuba a 
una determinda temperatura, y se van extrayendo alícuotas de 20 µL 
a diferentes tiempos (ejemplo: 5, 10, 15, 20,… min). A cada alícuota se 
le añade 4 µL de tampón de carga que contiene EDTA (0,25 % azul de 
bromofenol, 0,25 % xilencianol, 30 % glicerol y 10 mM EDTA) e 
inmediatamente se introduce en un baño de hielo a 0 ºC. De esta 
manera (EDTA + baño de hielo) se para la reacción. Se extraen tantas 
alícuotas como puntos experimentales se desea obtener (mínimo entre 
7 y 10). Todas las muestras se cargan simultáneamente en el gel y se 
tratan como se ha descrito bajo el epígrafe “protocolo general”.  

La constante de velocidad se obtiene mediante ajuste de los puntos 
experimentales a la ecuación exponencial decreciente de primer orden 
anteriormente (ecuación 7) mencionada utilizando el programa Excel. 

 



   J. Hernández-Gil 
 

 59 

4 LOS LIGANDO TRIAZOL 

Los 1,2,4-triazoles son una familia de compuestos muy conocida 
por sus numerosas aplicaciones como fungicidas y herbicidas.125–127 
Además, se han descrito numerosos compuestos con anillos triazol 
que presentan propiedades biológicas y farmacéuticas y que, por esta 
razón pueden actuar como analgésicos, antibacterianos, antivirales o 
agentes antitumorales.128–130 

Desde el punto de vista de la química de coordinación, el interés 
por los derivados 1,2,4-triazólicos sustituidos y no sustituidos está 
relacionado con tres propiedades:131–134 

• La posición de los átomos dadores en el anillo de 5 miembros, 
que les hace especialmente proclives a actuar como puente entre 
iones metálicos de transición; este puente puede presentar 
diferentes geometrías en función de los átomos dadores del 
ligando y de las características del metal. 
• Su geometría similar a la de los imidazoles, ampliamente 
repartidos en la naturaleza, que permite utilizar los triazoles en 
modelos de centros activos de metaloenzimas o de otros procesos 
naturales. 
• Su fuerza como ligandos, que se encuentra en el rango justo 
para formar compuestos con transición de espín con Fe(II) y 
Co(III). Esta biestabilidad les hace potencialmente útiles en 
nanotecnología.135–137 

4.1 Formas de coordinación 

Los ligandos 1,2,4-triazol son muy versátiles y sus complejos 
presentan gran diversidad de estructuras. Los complejos metal-triazol 
mononucleares son raros, especialmente en el caso de los metales de la 
primera serie de transición. Si no hay impedimentos estéricos, se 
prefiere la forma de coordinación bidentada puente. Para los iones 
triazolato la coordinación tridentada es frecuente.131 

Concretamente, los 1,2,4-triazoles pueden actuar como ligandos 
puente por una de estas tres modalidades:131 
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1. A través de los nitrógenos N1,N2. El puente aproxima a los 
iones metálicos a una distancia de ca. 4 Å (esquema 11a). 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 (a)  (b) 
Esquema 11. Sistemas puente (a) µ1,2 1,2,4-triazol y (b) µ2,4 1,2,4-triazol. 

Cuando los triazoles se coordinan a través de los nitrógenos N1,N2 
(esquema 12) pueden actuar formando un puente doble (con dos 
ligandos 1,2,4-triazol) (esquema 12a) o un puente triple. En este último 
caso existen varias posibilidades: se pueden combinar dos puentes 
N1,N2-1,2,4-triazol con un tercer puente formado por aniones 
pequeños (Cl-, F-, NCS-, OH-) o por H2O (esquema 12b), o formarse 
tres puentes N1,N2-1,2,4-triazol (esquema 12c). 

 
 

 

 

 

Esquema 12. Diferentes sistemas puente N1,N2. 

Los triazoles con sustituyentes quelantes en posiciones 3 y 5 
forman puentes dobles planares. Por otro lado, en aquellos derivados 
con la posición N4 bloqueada por un sustituyente sólo los modos de 
coordinación monodentado a través de N1 o bidentado a través de 
N1,N2 son posibles. 

 



   J. Hernández-Gil 
 

 61 

N N

N
H

MM
N N

N

M

M

2                 1

4

H

N N

N

MM
N N

N

M

M

N N

N

MM

M

A

B

2. A través de los nitrógenos N2,N4. En este caso los centros 
metálicos quedan separados por una distancia de ca. 6.5 Å (esquema 
11b). Este tipo de coordinación genera estructuras bidimensionales en 
capas. 

3. A través de los nitrógenos N1,N2,N4 cuando el triazol se 
encuentra en forma aniónica. Este tipo de coordinación origina 
también sistemas planares en los que el triazolato actúa de puente 
entre tres centros metálicos. El sistema puente en este caso es una 
combinación de los dos tipos de puente del esquema 11. 

El esquema 13 resume las cinco formas habituales de coordinación: 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

Esquema 13. Formas de coordinación del anillo 1,2,4-triazol/ato: 
(A) µ1,2 y µ2,4 1,2,4-triazol y(B)  µ1,2, µ2,4  y µ1,2,4 1,2,4-triazolato.133 
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4.2 Ligandos de la Tesis 

Los tipos de coordinación anteriormente descritos proporcionan 
infinitas posibilidades para el diseño y preparación de las más 
diversas arquitecturas. Por ello, los ligandos 1,2,4-triazol se vienen 
utilizando para preparar no sólo compuestos de coordinación 
metálicos con estructuras específicas sino también complejos con 
transición de espín y materiales de coordinación poliméricos 
(especialmente desde el desarrollo de los “Metal-Organic 
Frameworks” o MOFs).133 Estas áreas de la investigación química son, 
de hecho, de gran actualidad. Además, estos ligandos N-dadores han 
encontrado aplicaciones en muchos otros campos tales como los 
nanomateriales, el reconocimiento aniónico y la química biológica, 
entre otros.133 

En este contexto, nuestro grupo, con experiencia en la química de 
los triazoles138–142 y en el estudio de la actividad nucleasa de 
compuestos de Cu(II),84,143–145 ha iniciado recientemente el estudio de 
la rotura del ADN por complejos Cu(II)-triazol. Dos compuestos 
monoméricos del ligando 5-amino-3-pyridin-2-yl-1,2,4-triazol139 y un 
compuesto dímero del ligando 3,5-diacetilamino-1,2,4-triazol140 
mostraron actividad nucleasa. En este trabajo se pretende ir más allá y 
obtener una familia de compuestos de Cu(II) basadas en ligandos 
triazol que sean eficaces como nucleasas. 

Una estrategia usual para conseguir cierto control sobre el 
comportamiento de coordinación en sistemas “pequeños” ricos en 
heteroátomos como los 1,2,4-triazoles consiste en introducir 
sustituyentes quelantes.132 Aquí se diseñarán y prepararán 1,2,4-
triazoles 3-sustituídos y 3,5-disustituídos que presenten átomos 
dadores (O de carbonilo/carboxilo, O sulfonilo) en posiciones 
adecuadas para formar anillos quelatos con los átomos de nitrógeno 
triazólicos. Asimismo, con el fin de favorecer la interacción de los 
complejos con el ADN, en los sustituyentes del 1,2,4-triazol se 
incorporarán anillos aromáticos, planares, que posibiliten la 
intercalación entre las bases del biopolímero.84,143,146 
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5 OBJETIVOS DE LA TESIS 
El objetivo general del presente trabajo es obtener sistemas con 

actividad nucleasa basados en complejos de Cu(II) con ligandos 1,2,4-
triazol. Para ello se sintetizarán una serie de derivados de los 
precursorses 3-amino-1,2,4-triazol y 3,5-diamino-1,2,4-triazol, con 
sustituyentes aromáticos para facilitar la interacción con el ADN 
(condición necesaria para la rotura de la cadena). Se elige el Cu(II) 
debido a su química redox intrínseca43,44 y a sus posibilidades de 
coordinación. En segunda instancia se pretende extraer conclusiones 
sobre la relación estructura-actividad y sobre las condiciones (i.e. 
activantes, químicos o de otro tipo) que favorecen/mejoran la acción 
nucleolítica.  

Además, el anillo triazol, por su capacidad de servir de puente 
entre centros metálicos, propicia la formación de especies polinucleares 
que, por un lado, pueden presentar mayor capacidad nuclesasa 
oxidativa43 y, por otra, resultar de interés por su singularidad 
estructural o por sus propiedades magnéticas.135–137 

 

 

 

 

Esquema 14. 1,2,4-triazol sustituido en posiciones 3 y 5. 
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Con esta finalidad se han llevado a cabo las siguientes tareas: 

1. Síntesis de derivados acilo y sulfonilo del 3-amino/3,5-diamino-
1,2,4-triazol con sustituyentes aromáticos o heteroaromáticos. 

2. Síntesis de complejos de Cu (II) con los ligandos sintetizados. 

3. Síntesis de sistemas ternarios de Cu(II) con ligandos 1,2,4-triazol 
y bases aromáticas. 

4. Caracterización estructural y espectroscópica de los ligandos 
sintetizados y de los complejos de Cu(II) obtenidos. Caracterización 
magnética de las especies polinucleares. 

5. Estudio de la forma de interacción de los complejos con el ADN 
en disolución mediante técnicas de fluorescencia, de 
desnaturalización térmica del ADN y de viscosimetría. 

6. Evaluación de la actividad nucleasa de los complejos con la 
técnica de electroforesis en gel de agarosa. Estudio del mecanismo de 
acción de los complejos con actividad significativa a través de ensayos 
con distintos agentes inhibidores. Estudio cinético del corte en los 
sistemas más activos. 

7. Estudio de la activación de la capacidad nuclesasa mediante la 
combinación de complejos de Cu(II) con quantum dots (QDs) o puntos 
cuánticos. Determinación del mecanismo de la activación. 
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3,5-diamino-1H-[1,2,4]-triazol (Hdatrz)

I.A INTRODUCCIÓN 

I.A.1 Objetivos 

El objetivo general de este Capítulo es sintetizar una familia de 
derivados del 3-amino/3,5-diamino-1,2,4-triazol (Hatrz/Hdatrz; 
esquema I.1) con sustituyentes sulfonilo o acilo en posiciones 3 y/ó 5, 
que, además, contengan anillos aromáticos para favorecer la 
intercalación (a través de interacciones de apilamiento !-!) con las 
bases nitrogenadas del ADN.1–3 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Esquema I.1. Estructura del 5-amino-triazol (Hatrz) y del 3,5-diamino-triazol (Hdatrz). 

I.A.2 Estrategias de síntesis 

La bibliografía recoge dos procedimientos generales: (a) 
ciclocondensación de amidoguanidinas, 4 y (b) síntesis en un paso a 
partir del amino-triazol/diamino-triazol con el cloruro de sulfonilo o 
de acilo correspondiente.5,6 Se ha descrito también un procedimiento 
alternativo: (c) síntesis solvotermal a partir de organonitrilos en 
presencia de cobre.7 

I.A.2.1 Ciclocondensación de amidoguanidinas 

El esquema I.2 visualiza en qué consiste la síntesis. Este método 
tiene la limitación de que requiere la síntesis previa de la 
amidoguanidina pertinente. Además, el uso de altas temperaturas, así 
como el requerimiento de una base fuerte, complican el desarrollo de 
la síntesis y conducen frecuentemente a rendimientos bajos. 
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Dolzhenko y col. han descrito recientemente una variante que, 
partiendo de (hetero)arilamidoguanidinas, permite la obtención de 
3(5)-amino-5(3)-(hetero)aril-1,2,4-triazoles de forma pura, cuantitativa 
y sin requerimiento de base o catalizador.4 

 
 
 
 
 
 
 

 

Esquema I.2. Ciclocondensación de amidoguanidinas para dar 1,2,4-triazoles. 

I.A.2.2 Síntesis, en un paso, a partir del amino-triazol/diamino-
triazol por tratamiento con el cloruro de sulfonilo o de 
acilo correspondiente 

Este procedimiento, descrito originalmente por Van den Bos,8 se 
basa en hacer reaccionar el amino-triazol o diamino-triazol con el 
cloruro de acilo correspondiente (esquema I.3b). Se trata de un 
método sencillo, pero conduce frecuentemente a la formación de 
mezclas de productos mono, di e incluso triacilados.  

 

 

 

 

 

 
 

Esquema I.3. Esquema teórico de la síntesis de los ligandos. 

Borrás y col.9 han empleado un procedimiento análogo para la 
obtención de derivados sulfonamida a partir de cloruros de sulfonilo 
(esquema I.3a). La reacción con triazoles presenta el problema de que 
la sulfonilación puede producirse, a priori, tanto sobre un nitrógeno 
del triazol como sobre el grupo amino exocíclico (ver más adelante). 
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I.A.2.3 Síntesis solvotermal a partir de organonitrilos 

Con un enfoque completamente distinto, Chen y col. han 
desarrollado una síntesis solvotermal en un sólo paso capaz de 
formar 1,2,4-triazoles disustituidos en posiciones 3 y 5 a partir de 
derivados organonitrilos (alquil, fenil o piridil), amoníaco y sales de 
Cu(II) (esquema I.4).7 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Esquema I.4. Formación de 1,2,4-triazoles 3,5-disustituidos por reacción solvotermal. 

Este procedimiento ha permitido a los autores obtener diferentes 
polímeros de coordinación con topologías de red bi y 
tridimensionales. 

I.A.3 Tautomería 

Los amino-triazoles son sistemas heterocíclicos con tautomería 
tanto anular como amino-imino (esquema I.5).10 Para el 3-amino-1,2,4-
triazol (Hatrz), diversos estudios semiempíricos demuestran que, 
entre todas las formas posibles, los tautómeros 3-amino-1H-
[1,2,4]triazol y 5-amino-1H-[1,2,4]triazol son los más estables y 
uniformemente distribuidos (esquema I.1). Las otras formas resultan 
más improbables y, por tanto, es difícil que se presenten. El 
tautómero 5-amino-1H debe ser el dominante debido a su mayor 
momento bipolar.11 Estos estudios están de acuerdo con el trabajo de 
Lopyrev y col. en el que se confirma, mediante difracción de rayos-X, 
que el cristal de Hatrz está formado por el tautómero 5-amino-1H.12  
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Esquema I.5. Posibles tautómeros del Hatrz (probabilidad relativa según cálculos 
teóricos).12 

En el caso de derivados amino-triazol disustituidos en posiciones 3 
y 5 (esquema I.6), la influencia de las propiedades electrónicas de los 
sustituyentes afecta al equilibrio entre las formas 3-amino y 5-amino. 
A modo general, se puede concluir que para derivados 3,5-
disustituidos no simétricos la forma más estable es aquélla en la cual 
el grupo electrón aceptor se encuentra sustituido en posición 3 y el 
grupo electrón dador en posición 5. Sin embargo, se ha publicado un 
cristal del compuesto 3-amino-5-fenil-1,2,4-triazol que contiene 
simultánemente los dos tautómeros 3-amino-1H y 5-amino-1H.4 Por 
último cabe indicar que la coordinación a centros metálicos a través 
de N1 y N2 puede estabilizar el tautómero 4H.13 

 

 
 

 
 
 
 

Esquema I.6. Posible tautomería para los derivados disustituidos del 3-amino-5(R)-
1,2,4-triazol. 

En las síntesis orgánicas la tautomería es un factor muy importante 
a tener en cuenta ya que, frecuentemente, el tautómero menos 
abundante es el más reactivo y, por ello, no es inusual la obtención de 
productos finales en forma de mezcla.14 
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I.A.4 Antecedentes 

Los dos reactivos de partida del presente trabajo, el 5-amino-
triazol (Hatrz) y su homólogo 3,5-diamino-triazol (Hdatrz) (esquema 
I.1), además de la tautomería mencionada, presentan varias 
posiciones susceptibles de acilación y/o sulfonilación: el(los) grupo(s) 
NH2 exocíclico(s) y los dos átomos de nitrógeno anulares N1 y N2. El 
nitrógeno N4 ofrece una resistencia significativa a ser acilado o 
sulfonado.15 Por ello, y como se ha mencionado anteriormente, la 
acilación/sulfonación de 3,5-diamino-1,2,4-triazoles no sustituidos 
puede conducir frecuentemente a la formación de mezclas (esquema 
I.7). 

 

 

 

 
 
 
 
 

Esquema I.7. Estructuras isoméricas de los dos derivados monoacilados, A y B, del 3-
amino-1,2,4-triazol.16 

Así por ejemplo, Rzeszotarka y col. han estudiado ampliamente la 
acilación con cloruros de acilo de 3-amino-1,2-4-triazoles sustituidos 
en posición 5 con la posibilidad de dar lugar tanto al producto 3-
acetilamino (A) como el isómero acilado en el anillo (B) (esquema 
I.7).16 La elucidación estructural de los compuestos obtenidos en estas 
reacciones de acilación se realizó utilizando técnicas de HPLC, GC-
MS y espectroscopía 1H NMR y FT-IR. Concluyeron que los 
procedimientos de monoacetilación anular convencional con cloruro 
de acetilo no son regioselectivos y que producen una mezcla de 
isómeros. Además, la diacetilación tradicional alternativa con 
anhídrido acético bajo reflujo originó una mezcla de derivados mono- 
di- y tri-acetilados.16 
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En el mismo sentido, Chernyshev y col. han mostrado mediante 
espectros 1H NMR e IR que, dependiendo de las condiciones de 
reacción, la acilación del 3,5-diamino-triazol puede conducir tanto a la 
acilación del anillo en N1 como a la de los grupos amino NH2 
exocíclicos.6 El mismo autor indica que durante los intentos de 
obtención de los derivados diacilo se obtuvieron mezclas de 
productos. Este resultado podría explicarse suponiendo la formación 
de especies intermedias lábiles con posterior migración de grupos 
acilo de una posición a otra.6 

Pese a estas limitaciones, nuestro grupo de investigación ha 
conseguido obtener de forma pura varios derivados acilamino-1,2,4-
triazol (3-acetilamino-1,2,4-triazol; 3,5-diacetilamino-1,2,4-triazol y 3-
acetilamino-5-amino-1,2,4-triazol) por tratamiento con cloruro de 
acilo a través de condiciones muy controladas.8,17–19 Por esta razón, se 
ha escogido esta metodología para la síntesis de los ligandos de la 
presente Tesis Doctoral. El procedimiento ha resultado exitoso cuando 
R (esquema I.7) es un grupo fenilo o naftilo; sin embargo, cuando R = 
piridilo se obtienen los ligandos protonados. Para soslayar este efecto 
indeseado hemos introducido aquí la siguiente variante de síntesis o 
procedimiento (d): reacción directa del éster de arilo con el diamino-
triazol en ausencia de disolvente en un horno de bolas. Así se 
obtuvieron los ligandos H2V y H3diV (ver más adelante). 

En la siguiente sección se describe la síntesis y caracterización de 
los ocho ligandos que se encuentran enumerados en la tabla I.1. Los 
ligandos sintetizados se han organizado con fines descriptivos en dos 
grupos: derivados sulfonilo y derivados acilo. 

Dado el problema de isomería y mezclas que plantean estos 
sistemas y a que, según nuestra propia experiencia, la caracterización 
espectroscópica no es inequívoca, sólo se incluyen aquí, de entre los 
ligandos preparados, aquéllos que han podido obtenerse puros y que 
han podido caracterizarse por difracción de rayos-X de monocristal 

[bien del ligando, o bien de un compuesto de ese ligando con Cu(II)].* 

                                                 
*Una excepción la constituye el ligando H2O (Hanatrz), que no ha permitido 
obtener cristales de tamaño adecuado, y que se ha caracterizado por comparación 
con los datos del ligando H3diO (Hdnctrz). 
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Tabla I.1. Ligandos sintetizados. 
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SO2Cl
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CH3CN
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N
NH2R

S
O O

(T = 85 oC)

N N

N
NH2R

R = H, NH2

H

R = H = anstrz
R = NH2 = danstrz

I.B SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE LOS 
NUEVOS LIGANDOS TRIAZOL 

I.B.1 Síntesis general 

I.B.1.1 Ligandos sulfonilo: N y M 

Los ligandos 5-amino-N1-(naftalen-3-sulfonil)-1,2,4-triazol (anstrz, 
N) y 3,5-diamino- N1-(naftalen-3-sulfonil)-1,2,4-triazol (danstrz, M) se 
prepararon según el procedimiento estándar de obtención de 
sulfonamidas (esquema I.3a).9 Sin embargo, en las condiciones que se 
describen a continuación, la sulfonilación se produjo sobre el 
nitrógeno N1 del anillo triazol y no sobre el grupo amino exocíclico. 
Por tanto, la reacción de la síntesis es la que se indica en el esquema 
siguiente (Esquema I.8): 

 

 
 
 
 
 
 
 

Esquema I.8. Esquema experimental de la síntesis de los ligandos sulfonilo. 

A continuación se detalla de forma conjunta la síntesis de ambos 
ligandos: 

Se suspendió 5-amino-1,2,4-triazol (60 mmol, 5,04 g) (para N) o 3,5-
diamino-1,2,4-triazol (60 mmol, 5,95 g) (para M) en 100 mL de 
acetonitrilo seco. Se adicionó piridina (60 mmol, 4,85 mL, "=0,978 
g/mL) y seguidamente se añadió cloruro de 2-naftalensulfonilo (60 
mmol, 13,5 g) poco a poco durante 20 minutos manteniendo la 
temperatura a 55 °C. Una vez concluida la adición, la mezcla se 
calentó durante 16 horas a 85 °C. 

Posteriormente, se enfrió la mezcla durante 1 hora en un baño de 
hielo y el sólido obtenido, de color blanco (N) o amarillo (M), se filtró 
y se lavó con agua y cloroformo frío en ambos casos. Ambos 
productos son estables a la luz y al aire.  
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En el caso del ligando N se obtuvieron 14,2 g (86 % rendimiento); 
en el del ligando M 12,2 g (70 % rendimiento). 

I.B.1.2 Ligandos acilo (monoacilo y diacilo): H2P, H2O, H2V, 
H3diQ, H3diO y H3diV 

Para la síntesis de los derivados acilo se siguieron dos 
procedimientos: 

(A) Reacción directa del precursor triazol con el cloruro de acilo 
correspondiente en acetonitrilo y piridina (esquema I.9). 

(B) Reacción directa del precursor triazol con el picolinato de etilo 
en ausencia de disolvente (esquema I.10). 

Los ligandos obtenidos por el método A fueron: 

• 3-bencilamino-1,2,4-triazol (Hbatrz, H2P). 
• 3-amino-5-naftalencarbonilamino-1,2,4-triazol (Hanatrz, H2O). 
• 3,5-di(bencilamino)-1,2,4-triazol (Hdbtrz, H3diQ). 
• 3,5-di(naftalencarbonilamino)-1,2,4-triazol (Hdnctrz, H3diO). 

Los ligandos obtenidos por el método B fueron: 

• 5-amino-3-picolinamido-1,2,4-triazol (Hapitrz, H2V). 
• 3,5-bis(picolinamido)-1,2,4-triazol (Hdpitrz, H3diV). 

Cabe destacar que, en constraste con la síntesis de los ligados 
sulfonilo (apartado I.B.1.1), todas las reacciones de acilación se 
produjeron sobre el grupo exocíclico -NH2.  

Los ligandos preparados en este apartado se han agrupado en 
función del método de síntesis empleado. 
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I.B.1.2.1 Reacción directa del precursor triazol con el cloruro de 
acilo correspondiente en acetonitrilo y piridina 

El esquema de la síntesis es el siguiente: 

 

 

 

 
 

 
 
 
 

Esquema I.9. Esquema experimental de la síntesis de ligandos acilo según 
procedimiento A. 

(i) Síntesis de los derivados H2P y H2O 

Se suspendió 5-amino-1,2,4-triazol (120 mmol, 10,0 g) (para H2P) o 
3,5-diamino-1,2,4-triazol (60,6 mmol, 6,0 g) (para H2O) en 200 mL de 
acetonitrilo seco. Se adicionó piridina (180 mmol, 14,5 mL, "=0,978 
g/mL) (H2P) o (62 mmol, 5 mL, "=0,978 g/mL (H2O). Seguidamente 
se añadió cloruro de benzoilo (130 mmol, 15 mL, ! = 1,119 g/mL) 
(H2P) o cloruro de naftoilo (60,6 mmol, 11,55 g, "=1,211 g/mL) (H2O), 
poco a poco durante 20 minutos manteniendo la temperatura a 55 °C. 
Una vez concluida la adición, la mezcla se calentó durante 18 horas a 
85 °C. 

Posteriormente, se enfrió la mezcla durante 1 hora en un baño de 
hielo y el sólido obtenido, de color blanco en el caso de H2P y amarillo 
caso de H2O, se filtró y se lavó sucesivamente con agua, etanol y 
cloroformo frío. Los sólidos son estables a la luz y al aire. En el caso 
del ligando H2P se obtuvieron 19,1 g (85 % rendimiento); en el del 
ligando H2O 9,5 g (62 % rendimiento). 

Cabe reseñar que no se ha podido aislar el ligando monoacilado 3-
amino-5-bencilamino-1,2,4-triazol (H2Q) puro; siempre se obtuvieron 
mezclas de derivado monoacilado y diacilado. Por este motivo este 
ligando no se estudia en este trabajo. 
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(ii) Síntesis de los derivados H3diQ y H3diO 

Se suspendió 3,5-diamino-1,2,4-triazol (5,1 mmol, 0,5 g) en 75 mL 
de acetonitrilo seco (para H3diQ) / 3,5-diamino-1,2,4-triazol (40,4 
mmol, 4,0 g) en 300 mL de acetonitrilo seco (para H3diO). Se adicionó 
piridina (10,2 mmol, 0,8 mL, "=0,978 g/mL) (H3diQ) o (84,8 mmol, 7,0 
mL, "=0,978 g/mL) (H3diO). Seguidamente se añadió cloruro de 
benzoilo (10,1 mmol, 1,2 mL, ! = 1,119 g/mL) (H3diQ) o cloruro de 
naftoilo (84,8 mmol, 16,2 g, "=1,211 g/mL) (H3diO) poco a poco 
durante 20 minutos manteniendo la temperatura a 55 °C. Una vez 
concluida la adición, la mezcla se calentó durante 18 horas a 85 °C. 

Posteriormente, se enfrió la mezcla durante 1 hora en un baño de 
hielo y el sólido obtenido, de color blanco en el caso de H3diQ y 
amarillo caso H3diO, se filtró y se lavó con agua, etanol y cloroformo 
frío. Los sólidos son estables a la luz y al aire. En el caso del ligando 
H3diQ se obtuvieron 0,7 g (46 % rendimiento); en el del ligando 
H3diO 13,5 g (82 % rendimiento). 

I.B.1.2.2 Reacción directa con el picolinato de etilo en ausencia 
de disolvente 

El esquema de la síntesis es el siguiente: 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Esquema I.10. Esquema experimental de la síntesis de ligandos acilo según 
procedimiento B. 

(i) Síntesis del derivado H2V 

Se mezcló (suspendió) 3,5-diamino-1,24-triazol (41,4 mmol, 4,10 g) 
con 2-picolinato de etilo (46,3 mmol, 6,3 mL, ! = 1,12 g/mL) en un 
balón de reacción. Éste se acopló a un horno de bolas y la mezcla se 
calentó de forma progresiva hasta llegar a 210 ºC. Una vez alcanzada 
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dicha temperatura, se observó la fusión del 3,5-diamino-1,2,4-triazol 
(Tfus= 202-205 ºC), y la subsecuente obtención de una mezcla líquida 
de color amarillo claro. 

Se mantuvo constante la temperatura durante 60 minutos. 
Transcurrido ese tiempo, se formó un sólido de color amarillo en el 
horno de bolas. Seguidamente, se conectó el vacío y se aumentó la 
temperatura hasta 220 ºC. La mezcla se mantuvo a esta temperatura 
durante 30 minutos, eliminándose así el exceso de 2-picolinato de 
etilo por evaporación. 

A continuación, se enfrió la mezcla y el sólido obtenido, de color 
amarillo claro, se recogió y se lavó con etanol y acetona fría. El sólido 
es estable a la luz y el aire (7,3 g obtenidos, 86 % de rendimiento). 

50 mg del ligando se recristalizaron con ca. 40 mL de metanol 
hirviendo. Tras 1 día aparecieron cristales válidos para difracción de 
rayo-X, cuya estructura corresponde al 5-amino-3-picolinamido-1,2,4-
triazol (H2V). 

(ii) Síntesis del derivado H3diV 

Se mezcló (suspendió) 3,5-diamino-1,2,4-triazol (10,1 mmol, 1,0 g) 
con 2-picolinato de etilo (50,5 mmol, 6,8 mL, ! = 1,12 g/mL) en un 
balón de reacción. Éste se acopló a un horno de bolas y la mezcla se 
calentó lentamente hasta llegar a 210 ºC. Una vez alcanzada dicha 
temperatura, se observó la fusión del 3,5-diamino-1,2,4-triazol (Tfus= 
202-205 ºC), y la subsecuente obtención de una mezcla líquida de 
color amarillo oscuro. 

Se mantuvo constante la temperatura durante 4 horas (no se 
observó la aparición de ningún sólido). La mezcla se fue oscureciendo 
progresivamente hasta adquirir una coloración marrón oscura (casi 
negra). Seguidamente, se conectó el vacío y se aumentó la 
temperatura hasta 220 ºC. La mezcla líquida se mantuvo a esta 
temperatura durante 60 minutos, eliminándose así la mayor parte del 
exceso de 2-picolinato de etilo por evaporación. 

Con el enfriamiento de la mezcla se produjo la progresiva 
solidificación de la misma. Para conseguir la completa eliminación del 
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exceso de 2-picolinato de etilo, al sólido recogido se le adicionó 50 mL 
de acetato de etilo y la suspensión se mantuvo en agitación durante 30 
minutos a T= 50 ºC en un balón de reacción. Tras filtración se obtuvo 
como producto final un sólido de color marrón oscuro, identificado 
como ligando 3,5-bis(picolinamido)-1,2,4-triazol (H3diV). El sólido es 
estable a la luz y el aire (1,6 g obtenidos, 51 % de rendimiento). 

50 mg del sólido marrón se disolvieron en aproximadamente 25 
mL de metanol hirviendo. Tras 1 día aparecieron agujas cristalinas, 
pero de tamaño insuficiente para permitir el estudio de difracción de 
rayo-X de monocristal. 
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I.B.2 Caracterización general 

I.B.2.1 Tablas resumen 

La caracterización de los ligandos sulfonilo y acilo se realizó 
mediante Análisis Elemental (N, C, H y S), resonancia magnética 
nuclear de 1H y 13C, espectroscopia IR, espectrometría de masas 
utilizando la técnica de bombardeo con átomos rápidos en modo 
positivo (FAB+-MS), y ensayos de solubilidad en agua, metanol, 
etanol, DMFA y DMSO (ver detalles de las técnicas en la sección 
experimental de este Capítulo). 

La discusión sobre los espectros IR se incluye en el apartado 
I.B.2.2. 

En los espectros de FAB+-MS se utilizó como disolvente metanol o 
DMSO, según la solubilidad. La especie [L-H]+ se observó para todos 
los ligandos como pico molecular. 

En general, los ligandos sintetizados son insolubles en agua pero 
parcialmente solubles en etanol o metanol, a excepción de los 
ligandos con grupo naftaleno, que sólo son solubles en DMFA o 
DMSO. La introducción del grupo piridina en lugar del fenilo o 
naftilo mejoró la solubilidad del ligando resultante. 

El ligando H2V pudo ser caracterizado mediante difracción de 
rayos-X de monocristal (ver apartado I.B.3). 

Las tablas siguientes resumen los datos de caracterización de cada 
uno de los ligandos sintetizados. 
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5-amino-N1-(naftalen-3-ilsulfonil)-1,2,4-triazol (N) 

 

Estructura:    Aspecto: sólido blanco 

     Fórmula empírica: C12H10N4SO2 

     Rendimiento síntesis: 86 % 

 

 

Análisis Elemental Calculado para C12H10N4SO2 (274,30): N: 20,43;  
C: 52,54; S: 11,69; H: 3,67. Encontrado: N: 20,07; C: 52,60; S: 11,59;        
H: 3,84 

 

Bandas FT-IR seleccionadas (pastilla de KBr) max (cm–1): [#(N$H) + 
#(arC$H)] 3465 m, 3302 w, 3227 w, 3112 m; [%(N$H) + #(C=N)anillo + 
#(C=C)anillo] 1693 sh, 1651 vs, 1571 m, 1521 s; [#(SO2)asym] 1383 s; 
[#(SO2)sym] 1179 vs 

 

Espectro de masas, modo FAB+ (metanol) (m/z): 275 [M + H]+ 

 

RMN 1H (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm): 8,8 (s, 1H, H-g); 8,3 (d, 1H, 
J = 7,9 Hz, naft); 8,2 (d, 1H, J = 8,8 Hz, naft); 8,1 (d, 1H, J = 8,0 Hz, 
naft); 7,9 (dd, 1H, J = 6,8 y 2,0 Hz, naft); 7,8-7,7 (m, 2H, naft); 7,6 (s, 
1H, H-3trz); 7,4 (s, 2H, NH2) 

 

RMN 13C (75 MHz) (dmso-d6, %/ppm): 152,6 (1C, C-5trz); 135,1-133,1-
131,3-130,1-130,1-129,6-129,6-128,1-127,9-121,5 (10C, naft). Carbono C-
3trz no observado 

 

Solubilidad: agua (baja); etanol (baja); metanol (baja); DMF (soluble); 
DMSO (soluble) 
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3,5-diamino-N1-(naftalen-3-ilsulfonil)-1,2,4-triazol (M) 

 

Estructura:    Aspecto: sólido amarillo 

     Fórmula empírica: C12H11N5SO2 

     Rendimiento síntesis: 70 % 

 

 

 

Análisis Elemental Calculado para C12H11N5SO2 (289,31): N: 24,21; C: 
49,82; S: 11,08; H: 3,83. Encontrado: N: 24,10; C: 49,92; S: 11,14; H: 3,81 

 

Bandas FT-IR seleccionadas (pastilla de KBr) max (cm–1): [#(N$H) + 
#(arC$H)] 3472 m, 3376 m, 3339 sh, 3180 m; [%(N$H) + #(C=N)anillo + 
#(C=C)anillo] 1632 vs, 1571 s, 1452 s; [#(SO2)asym] 1368 s; [#(SO2)sym] 1187-
1164 d-s 

 

Espectro de masas, modo FAB+ (DMSO) (m/z): 290 [M + H]+ 

 

RMN 1H (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm): 8,6 (s, 1H, H-g); 8,2 (d, 1H, J= 
7,9 Hz, naft); 8,2 (d, 1H, J = 8,9 Hz, naft); 8,1 (d, 1H, J = 7,9 Hz, naft); 
7,8-7,7 (m, 3H, naft); 7,2 (s, 2H, NH2); 5,7 (s, 2H, NH2’) 

 

RMN 13C (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm): 163,5 (1C, C-5trz); 134,9 (1C, 
C-3trz); 133,3-133,1-129,7-129,7-129,6-129,4-129,3-128,0-127,9-121,8 
(10C, naft) 

 

Solubilidad: agua (insoluble); etanol (insoluble); metanol (insoluble); 
DMF (soluble); DMSO (soluble) 
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3-bencilamino-1,2,4-triazol (H2P) 

 

Estructura:    Aspecto: sólido blanco 

      Fórmula empírica: C9H8N4O 

     Rendimiento síntesis: 85 % 

 

 

Análisis Elemental Calculado para C9H8N4O (188,19): N: 29,77; C: 
57,44; H: 4,28. Encontrado: N: 29,90; C: 57,40; H: 4,38 

 

Bandas FT-IR seleccionadas (pastilla de KBr) max (cm–1): [#(N$H) + 
#(arC$H)] 3472-3430 b-m, 3273 s; [#(C=O)] 1662 s; [%(N$H) + 
#(C=N)anillo + #(C=C)anillo] 1598 s, 1554 m, 1486 m 

 

Espectro de masas, modo FAB+ (metanol) (m/z): 189 [M + H]+ 

 

RMN 1H (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm): 13,6 (bs, 1H, NH-triazol); 11,9 
(bs, 1H, NH-amida); 8,0 (d, 2H, J = 6,9 Hz, H-a fenilo); 7,9 (bs, 1H, H-
5trz); 7,6 (m, 1H, H-c fenilo); 7,5 (m, 1H, H-b fenilo) 

 

RMN 13C (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm):* 165,4 (1C, C-carbonilo); 132,3 
(1C, C-4 fenilo); 128,4 (1C, C-2 fenilo); 128,0 (1C, C-3 fenilo). Carbonos 
C-1 fenilo, C-3 triazol y C-5 triazol no observados 
 
Solubilidad: agua (insoluble); etanol (soluble en caliente); metanol 
(soluble en caliente); DMF (soluble); DMSO (soluble) 

                                                 
*Los espectros RMN de 1H y 13C indican la existencia de un único tautómero. Hemos 
asumido que en disolución está presente el mismo tautómero que en la estructura 
cristalina del complejo [Cu(H2P)2(ClO4)2] (1), esto es, el “N1-H” (según figura arriba). 
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3-amino-5-naftalencarbonilamino-1,2,4-triazol (H2O) 

 

Estructura:    Aspecto: sólido amarillo 

      Fórmula empírica: C13H11N5O 

     Rendimiento síntesis: 62 % 

 

 

Análisis Elemental Calculado para C13H11N5O (253,26): N: 27,65;         
C: 61,65; H: 4,38. Encontrado: N: 26,70; C: 62,22; H: 4,39 

 

Bandas FT-IR seleccionadas (pastilla de KBr) max (cm–1): [#(N$H) + 
#(arC$H)] 3426 m, 3329 w, 3276 m, 3059 m; [#(C=O)] 1657 s; [%(N$H) + 
#(C=N)anillo + #(C=C)anillo] 1627 m, 1592 vs, 1446-1449 d m 

 

Espectro de masas, modo FAB+ (DMSO) (m/z): 254 [M + H]+ 

 

RMN 1H (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm): 12,1 (bs, 1H, NH-triazol); 11,0 
(bs, 1H, NH-amida); 8,6 (s, 1H, H-g); 8,1-8,0 (m, 4H, naftaleno); 7,6-7,5 
(m, 2H, naftanelo); 5,7 (s, 2H, NH2) 

 

RMN 13C (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm):* 165,4 (1C, C-carbonilo); 
134,4-132,0-130,7-129,1-129,0-128,5-127,9-127,6-126,8-124,3 (10C, C-
naftaleno). Carbonos C-3 triazol y C-5 triazol no observados 

 

Solubilidad: agua (insoluble); etanol (insoluble); metanol (insoluble); 
DMF (soluble); DMSO (soluble) 

                                                 
*Los espectros RMN de 1H y 13C indican que en disolución sólo existe un tautómero, 
pero no podemos concluir cual de los dos más probables (“N1H” o “N2H”) es el que 
está presente, ya que no disponemos de estructura cristalina que contenga el ligando 
H2O. Sí permiten descatar la acilación anular sobre N(1) o N(2) por la ausencia de dos 
señales diferenciadas para los grupos NH2 (ver espectro 1H RMN de M). 
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3,5-di(bencilamino)-1,2,4-triazol (H3diQ) 

 

Estructura:    Aspecto: sólido blanco 

       Fórmula empírica: C16H13N5O2 

      Rendimiento síntesis: 46 % 

 

 

Análisis Elemental Calculado para C16H13N5O2 (307,31): N: 22,79;          
C: 62,53; H: 4,26. Encontrado: N: 23,01; C: 62,12; H: 4,30 

Bandas FT-IR seleccionadas (pastilla de KBr) max (cm–1): [#(N$H) + 
#(arC$H)] 3441 s, 3298 m, 3102 w; [#(C=O)] 1698-1669 d-s; [%(N$H) + 
#(C=N)anillo + #(C=C)anillo] 1634 w, 1586 vs, 1553 w, 1423 w, 1370-1327 d-s 

Espectro de masas, modo FAB+ (DMSO) (m/z): 308 [M + H]+ 

RMN 1H (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm): 10,9 (s, 1H, NH-triazol); 8,1 
(d, 2H, J = 7,1 Hz, H-a o H-a’), 7,9 (d, 2H, J = 7,1 Hz, H-a o H-a’), 7,8 
(bs, 1H, fenilo), 7,7-7,4 (m, 5H, fenilo). H (NHamido) no observados. 

RMN 13C (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm):* 1671 (1C, C-carbonilo); 164,9 

(1C, C-carbonilo’); 157,7 (1C, C-5 triazol); 155,5 (1C, C-3 triazol); 133,6-
132,8-132,0-131,9-130,7-128,3-128,0-127,9 (8C, 2 fenilos) 

Solubilidad: agua (insoluble); etanol (insoluble); metanol (insoluble); 
DMF (soluble); DMSO (soluble) 

                                                 
*El análisis de los espectros RMN de 1H y 13C indica que la presencia del hidrógeno 
sobre N(1) o N(2) rompe la simetría de la molécula, de forma que las señales de los dos 
sustituyentes del triazol aparecen duplicadas. La estructura cristalina de 
[Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) (ver más adelante) muestra el ligando desprotonado 
sobre el anillo; por tanto, no podemos concluir cuál es el tautómero presente en 
disolución. 
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3,5-di(naftalencarbonilamino)-1,2,4-triazol (H3diO) 

 

Estructura:    Aspecto: sólido amarillo 

      Fórmula empírica: C24H17N5O2 

     Rendimiento síntesis: 82 % 

 

Análisis Elemental Calculado para C24H17N5O2 (407,42): N: 17,19; C: 
70,75; H: 4,21. Encontrado: N: 15,93; C: 70,90; H: 4,07 

Bandas FT-IR seleccionadas (pastilla de KBr) max (cm–1): [#(N$H) + 
#(arC$H)] 3441 s, 3275 m, 3060 w; [#(C=O)] 1690-1675 d-vs; [%(N$H) + 
#(C=N)ring + #(C=C)ring] 1632 m, 1588 vs, 1535 s, 1417 w,1370-1325 d-s 

Espectro de masas, modo FAB+ (DMSO) (m/z): 408 [M + H]+ 

RMN 1H (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm): 12,2 (bs, 1H, NH-amida’); 11,5 
(bs, 1H, NH-amida); 11,1 (s, 1H, NH-triazol); 8,9 (s, 1H, H-g o H-g’); 8,6 
(s, 1H, H-g o H-g’); 8,2-7,9 y 7,7-7,6 (m, 12H, 2 naftalenos) 

RMN 13C (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm):* 167,0 (1C, C-carbonilo’); 165,0 

(1C, C-carbonilo); 134,6-134,4-132,5-131,9-131,5130,9-129,4-129,3-129,0-
128,7-128,6-127,9-127,8-127,5-127,3-126,9-126,7-126,2-124,4-123,9 (20C, 
C- 2 naftalenos). Carbonos C-3trz y C-5trz no observados 

Solubilidad: agua (insoluble); etanol (insoluble); metanol (insoluble); 
DMF (parcialmente soluble); DMSO (parcialmente soluble) 

                                                 
*El análisis de los espectros RMN de 1H y 13C indica que la presencia del hidrógeno 
sobre N(1) o N(2) rompe la simetría de la molécula, de forma que las señales de los dos 
sustituyentes del triazol aparecen duplicadas. La estructura cristalina de 
[Cu(H2diO)(NO3)]2·2DMSO (3) (ver más adelante) muestra el ligando desprotonado 
sobre el anillo; por tanto, no podemos concluir cuál es el tautómero presente en 
disolución. 
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5-amino-3-picolinamido -1,2,4-triazol (H2V) 

 

Estructura:    Aspecto: sólido amarillo pálido 

      Fórmula empírica: C8H8N6O 

     Rendimiento síntesis: 86 % 

 

Análisis Elemental Calculado para C8H8N6O (204,19): N: 41,16; C: 
47,06; H: 3,95. Encontrado: N: 41,23; C: 47,30; H: 3,97 

 

Bandas FT-IR seleccionadas (pastilla de KBr) max (cm–1): [#(N$H) + 
#(arC$H)] 3428 s; 3323-3253 d-m; [#(C=O)] 1683 s; [%(N$H) + 
#(C=N)anillo + #(C=C)anillo] 1651 m, 1622 s, 1576 s, 1486 w, 1411 m 

 

Espectro de masas, modo FAB+ (metanol) (m/z): 205 [M + H]+ 

 

RMN 1H (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm): 11,8 (bs, 1H, NH-amida); 10,2 
(s, 1H, NH-triazol); 8,7 (m, 1H, H-a piridina); 8,1 (m, 1H, H-d 
piridina); 8,0 (m, 1H, H-c piridina); 7,7 (m, 1H, H-b piridina) 

 

RMN 13C (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm):* 162,1 (1C, C-carbonilo); 
149,0-138,6-127,5-122,7 (4C, C-2,C-3,C-4,C-5 piridina). Carbonos C-
1piridina, C-3trz y C-5trz no observados 

 

Solubilidad: agua (insoluble); etanol (parcialmente soluble); metanol 
(parcialmente soluble); DMF (soluble); DMSO (soluble) 

                                                 
*Los espectros RMN de 1H y 13C indican la existencia de un único tautómero. En la 
estructura cristalina del complejo {[Cu4(HV)2(picolinato)2(NO3)3(H2O)6](NO3)}n (7) (ver 
más adelante) el ligando está desprotonado sobre el grupo amido y el tautómero 
presente es el “N1-H”. 
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3,5-bis(picolinamido)-1,2,4-triazol (H3diV) 

 

Estructura:    Aspecto: sólido marrón pálido 

      Fórmula empírica: C14H11N7O2 

     Rendimiento síntesis: 51 % 

 

Análisis Elemental Calculado para C14H11N7O2 (309,28): N: 31,70; C: 
54,37; H: 3,58. Encontrado: N: 31,67; C: 54,01; H: 3,52 

 

Bandas FT-IR seleccionadas (pastilla de KBr) max (cm–1): [#(N$H) + 
#(arC$H)] 3367-3353 d-m, 3180 b, 3066 w [#(C=O)] 1703-1689 d-s; 
[%(N$H) + #(C=N)anillo + #(C=C)anillo] 1557 vs, 1448 m, 1415 s 

 

Espectro de masas, modo FAB+ (metanol) (m/z): 310 [M + H]+ 

 

RMN 1H (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm): 13,6 (bs, 1H, NH-amida’); 11,6 
(bs, 1H, NH-amida); 10,6 (bs, 1H, NH-triazol); 8,7 (d, 1H, J = 4,2 Hz, 
H-a piridina); 8,1 (m, 2H, H-d y H-c piridina); 7,7 (m, 1H, H-b 
piridina);  

 

RMN 13C (300 MHz) (dmso-d6, %/ppm):* 162,8 (1C, C-carbonilo); 
148,7-138,1-127,4-122,5 (4C, C-2, C-3, C-4, C-5 piridina). Carbonos C-
piridina, C-3 triazol y C-5 triazol no observados 

 

Solubilidad: agua (insoluble); etanol (parcialmente soluble); metanol 
(parcialmente soluble); DMF (soluble); DMSO (soluble) 

                                                 
*Los espectros RMN de 1H y 13C indican la existencia de un único tautómero. En la 
estructura cristalina del complejo [Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14](ClO4)2!10H2O (8) (ver 
más adelante) el ligando ha perdido los dos protones amido y el tautómero presente es 
el N4-H. 
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I.B.2.2 Espectroscopia infrarroja 

I.B.2.2.1 Espectroscopia infrarroja de los ligandos sulfonilo 

La asignación de los espectros IR de los ligandos N y M se ha 
realizado en base a datos obtenidos de la bibliografía, por 
comparación con los espectros del 3-amino-1,2,4-triazol (Hatrz) y 3,5-
diamino-1,2,4-triazol (Hdatrz), ya estudiados con detalle 
previamente,20 y a la luz de las estructuras cristalinas de los complejos 
(ver Capítulo II apartado II.C.3).  

Las figuras de los espectros IR del Hatrz, Hdatrz y de los dos 
ligandos sulfonilo N y M se adjuntan en el Anexo I. La tabla I.7 
resume la asignación de las bandas IR más destacadas. Los dos 
ligandos, pese a diferenciarse tan sólo en un grupo -NH2, presentan 
IR muy diferentes. 

En el rango 3500-3200 cm-1 muestran señales correspondientes a 
las vibraciones "(N-H)NH2 de los grupos amino exocíclicos. Dichas 
bandas se presentan a frecuencias más altas que en los precursores; 
este desplazamiento sugiere que los grupos -NH2 de los nuevos 
ligandos se encuentran menos asociados que en el Hatrz y el Hdatrz. 
Entre 3200 y 3000 cm-1 se observan bandas (para N a 3112 cm-1 y para 
M a 3180 cm-1) que pueden atribuirse a las vibraciones "(arC-H) del 
anillo aromático naftaleno; aparecen a frecuencias algo más altas de lo 
habitual,21 pero similares a las descritas para otros derivados aril-
sulfonilo.22 

En la zona 1650-1440 cm-1 ambos ligandos presentan un conjunto 
de picos característicos del anillo triazol y de los grupos amino, 
asignables a las vibraciones "(C=N), &(CNH) y #(N-H)NH2. También se 
incluirían en esta región los modos "(C=C) del anillo naftaleno. 

Las vibraciones de tensión asimétrica del grupo sulfonilo se 
aprecian a 1383 cm-1 en el espectro de N, y a 1386 cm-1 en el de M; las 
de tensión simétrica, a 1179 cm-1 para N, y a 1187-1164 cm-1, en forma 
de doblete, para M.  

La región de la huella dactilar (1250-900 cm-1), englobaría las 
vibraciones menos energéticas del triazol, del naftanelo y las "(S-N) 
del grupo sulfonilo. Por último, en la zona 900-650 cm-1 se 
presentarían los modos #oop(arC-H) del naftaleno. 
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Tabla I.7. Asignación de bandas IR para los ligandos sulfonilo y los respectivos precursores.* 

 

  
 

max / cm-1 

Ligando  
[!(N-H)NH +/o NH2 +/o  

!(arC-H)] 
["(N-H)NH +/o NH2 + !(C=N)anillo + !(C=C)anillo] !(SO2)asym !(SO2)sym 

Hatrz  3425 m; 3331 sh 1642 s; 1593 w; 1536 m; 1427 w; 1374 vw -- -- 

Hdatrz  3398 m; 3371 sh; 3309 m; 3235 w 1626 vs; 1584-1563 d, s; 1487 s; 1416 s; 1354 w -- -- 

      

N  3465 m; 3302 w; 3227 w; 3112 m 1693 sh; 1651 vs; 1571 m; 1521 s 1383 s 1179 vs 

M  3472 m; 3376 m; 3339 sh; 3180 m 1632 vs; 1571 s; 1452 s 1368 s 1187-1164 d, s 

* vs: my fuerte; s: fuerte; m: media; w: débil; vw: muy débil; d: doblete; b: ancha; sh: hombro; !asym: vib. de 
tensión asimétrica; !sym: vib. de tensión simétrica. 

 

 

 



   J. Hernández-Gil 
 

97 
 

I.B.2.2.2 Espectroscopia infrarroja de los ligandos acilo 

La asignación de las bandas IR de los ligandos acilo se ha 
realizado, como en el caso de los ligando sulfonilo, por comparación 
con los espectros IR de los respectivos reactivos precursores (Hatrz 
para H2P; Hdatrz para H2O, H2V, H3diQ, H3diO y H3diV), a partir de 
los datos de la bibliografía sobre ligandos relacionados,17 y teniendo 
en cuenta las estructuras cristalinas de los compuestos de los ligandos 
referidas en este capítulo (ver Capítulo II apartados II.b y II.E). 

Las figuras de los espectros IR de todos los ligandos acilo se 
adjuntan en el apartado Anexo. Incluimos también en este apartado el 
estudio del ligando comercial relacionado estructuralmente H2atc 
(ácido 5-amino-1,2,4-triazol-3-carboxílico) por ser uno de los ligandos 
de esta Tesis Doctoral. La tabla I.8 recoge la asignación de las bandas 
IR más significativas de los seis ligandos. 

En la región 3500-3200 cm-1 se observan las señales características 
de las vibraciones !(N-H) de los grupos amino y amido. Como en el 
caso de los ligandos sulfonilo, en los ligandos acilo (excepto para el 
ligando H3diV) estas bandas aparecen a valores de  más altos que en 
los precursores amino-triazol y diamino-triazol, posiblemente porque 
los grupos N-H se encuentran más libres. Las bandas de menor 
frecuencia las presenta el H2atc, cuyas moléculas deben encontrarse 
ampliamente asociadas por puentes de hidrógeno. 

Entre 3200 y 3000 cm-1 aparecen las vibraciones de tensión !(arC-
H) de los anillos aromáticos fenilo (H2P, H3diQ) / naftaleno (H2O, 
H3diO) / piridina (H2V, H3diV) y, además, en el caso del ligando 
H2P, la vibración !(arCtriazol-H). A diferencia de lo observado para los 
ligandos sulfonilo, en los ligandos acilo estas bandas se presentan a 
las frecuencias esperadas. 

En el intervalo 1740-1650 cm-1 aparecen los máximos 
correspondientes a la vibración !(C=O) del ligando carboxílico (en el 
H2atc), o amida I  [!(C=O)] en los seis ligandos acilo (acilamida). Cabe 
mencionar que los tres ligandos monoacilados presentan una única 
banda intensa a 1662 cm-1 (H2P), a 1657 cm-1 (H2O), o a 1685 cm-1 
(H2V), mientras que los ligandos diacilados presentan un doblete 
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intenso a 1698-1669 cm-1 (H3diQ), a 1690-1675 cm-1 (H3diO), o a 1703-
1689 cm-1 (H3diV). Este desdoblamiento de señales, que se observa 
también en los espectros RMN de 1H y 13C de estos ligandos, es un 
indicio de que los dos sustituyentes del anillo (en este caso los dos 
grupos carbonilo) no son equivalentes. La rotura de simetría se 
produce por la existencia de tautomería, ya que el hidrógeno N-Htrz 
puede estar sobre el nitrógeno N(1) o sobre el nitrógeno N(2) (ver 
apartado I.A.3). 

En relación con este grupo de bandas, cabe reseñar que en los 
ligandos monoacilados la vibración amida I [!(C=O)] aparece a 
frecuencias menores que en los ligandos diacilados. Esta diferencia es 
posiblemente consecuencia de la mayor conjugación presente en los 
ligandos monoacilados en comparación con los diacilados, aunque 
también podría deberse a la diferente red de puentes de hidrógeno. 

En el intervalo 1650 y 1300 cm-1, todos los ligandos presentan un 
conjunto de picos intensos atribuibles a las vibraciones de 
deformación de los grupos amino y a las de tensión C=N y C=C de 
los anillos. El conjunto de señales clasificadas como amida II ["(N-H) + 
!(N-C=O)sym] también aparecen en esta región (1630-1510 cm-1).21 

Por último, la zona de la huella dactilar (1250-900 cm-1), sin 
importancia práctica, engloba las vibraciones menos energéticas de 
los anillos triazol y fenilo (H2P, H3diQ) / triazol y naftaleno (H2O, 
H3diO) o triazol y piridina (H2V, H3diV), entre otras. En la región 
900-650 cm-1 se observan las vibraciones de deformación de los anillos 
aromáticos (fenilo, naftaleno, o piridina) tales como las "oop (arC-H) y 
#(C-N-C). 
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Tabla I.8. Asignación de bandas IR para los ligandos acilo y los respectivos precursores.* 

 

  
 

max / cm-1 

Ligando  [!(N-H)NH +/o NH2 +/o !(arC-H)] !(C=O) ["(N-H)NH +/o NH2 + !(C=N)anillo + !(C=C)anillo] 

Hatrz  3425 m; 3331 sh -- 1642 s; 1593 w; 1536 m; 1427 w; 1374 vw 

Hdatrz  3398 m; 3371 sh; 3309 m; 3235 w -- 1626 vs; 1584, 1563 d, s; 1487 s; 1354 w 

     

H2atc  3332 w; 3287w; 3038 b, m 1713 sh; 1694-1668 d, vs 1624 s; 1566 m; 1508 m; 1419 sh; 1374 vs 

     

H2P  3472-3430 b. m; 3273 s 1662 s 1598 s; 1554 m; 1486 m 

H2O  3426 m; 3329 w; 3276 m; 3059 m 1657 s 1627 m; 1592 vs; 1446-1449 d, m 

H2V  3428 s; 3323-3253 d, m 1683 s 1651 m; 1622 m; 1576 s; 1486 w; 1411m 

H3diQ  3441 s; 3298 m; 3102 w 1698-1669 d, s 1634 w; 1586 vs; 1533 w; 1423 w; 1370-1327 d, s 

H3diO  3441 s; 3275 m; 3060 w 1690-1675 d, vs 1632 m; 1588 vs; 1535 s; 1417 w;  1370- 1325 d, s 

H3diV  3367-3352 d, m; 3180 b; 3066 w 1703-1689 d, s 1557 vs; 1448 m; 1415 s 

* vs: muy fuerte; s: fuerte; m: media; w: débil; vw: muy débil; d: doblete; b: ancha; sh: hombro; !asym: 
vib. de tensión asimétrica;  !sym: vib. de tensión  simétrica. 
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I.B.3 Estructura cristalina del ligando H2V* 

 

 

 

 

Figura I.6. El ligando H2V. 

Como se ha indicado anteriormente (apartado I.B.1.2.2), el ligando 
H2V se ha obtenido por reacción directa del 3,5-diamino-1,2,4-triazol 
con un ligero exceso de 2-picolinato de etilo en un horno de bolas a 
210 ºC, y posterior recristalización del producto amarillo resultante en 
metanol caliente. Tras 1-2 días se obtienen cristales amarillos de forma 
octaédrica, adecuados para el estudio de rayos-X de monocristal. 

La reacción del 3,5-diamino-1,2,4-triazol con agentes de acilación 
puede conducir a mezclas de productos mono, di e incluso 
triacetilados.6,8 La estructura de los cristales amarillos ha mostrado 
que el procedimiento de síntesis aquí descrito conduce a la formación 
de una muestra pura de ligando H2V [5-amino-3-picolinamido-1H-
1,2,4-triazol = 5-amino-3-(piridin-2-il-acetamido)-1,2,4-triazol] (figura 
I.6). Los detalles acerca de la toma de datos, resolución y refinamiento 
de la estructura se adjuntan en la sección Anexo III. 

 

 

 

 

 

Esquema I.11. Tautómeros del ligando H2V. 

                                                 
*Los resultados que se presentan en I.B.3 han sido objeto de la siguiente 
publicación: Hernández-Gil, J.; Ferrer, S.; Ballesteros, R.; Castiñeiras, A. ActaCryst. 
2013, E69, o227-0228. 
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El ligando H2V puede existir en diferentes formas tautoméricas 
(esquema I.11). El estudio de rayos-X indica que el tautómero 
presente en el sólido es el 5-amino-3-picolinamido-1H-1,2,4-triazol 
[figura (a)], es decir, el H del anillo de triazol se encuentra sobre el 
nitrógeno diazínico contiguo al grupo amino, N(21).  

Las dimensiones moleculares del ligando, tales como la distancia 
de enlace C=O [1,227(3) Å] y el ángulo de enlace NCO del grupo 
amida [127,40(17)°], se pueden considerar normales. La tabla I.9 
recoge distancias y ángulos de enlace seleccionados. La estructura de 
H2V es aproximadamente planar, si bien los anillos de piridina y 
triazol están ligeramente inclinados uno respecto al otro formando un 
ángulo diedro de 15.6(1)°. 

Desde el punto de vista de la química de coordinación, el ligando 
H2V, con dos posiciones ionizables, puede presentar entre 5 y 7 
átomos dadores, según el grado de desprotonación, ofreciendo la 
posibilidad de formar con iones metálicos varios anillos quelato. 
Además, en derivados similares se ha observado que el anillo de 
piridina puede girar sobre el enlace sencillo C(16)-C(17) y hacer que el 
ligando adopte diferentes conformaciones.23,24 Todas estas 
características confieren a H2V una gran versatilidad. 

En la red cristalina, las moléculas de H2V están conectadas a través 
de un sistema de enlaces de hidrógeno (ver tabla I.10). En el plano 
definido por la unidad H2V cada molécula se une a otras dos 
moléculas a través de 4+4 enlaces de hidrógeno. Entre ellos destacan 
los formados por los pares O17*1!!!H–N22 y O17!!!H–N22*2 (O17*1 y 
N22*2 representan átomos de moléculas vecinas), los cuales generan 
cintas de moléculas apareadas (ver figura I.7). Además, cada molécula 
está conectada a una tercera molécula perteneciente a una cinta 
diferente (prácticamente perpendicular), a través del par de enlaces 
de hidrógeno N20!!!H–N18*3 y N20*3!!!H–N18 (*1, *2, *3 hacen 
referencia a las operaciones de simetría indicadas en la tabla I.10). El 
conjunto resultante es una estructura 3D supramolecular (figura I.8). 
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supplementary materials

sup-3Acta Cryst. (2013). E69, o227–o228    

Figure 2

Scheme with details of the crossing of two chains of molecules (along the cb plane). Hydrogen bonds are shown as 

dashed lines. Symmetry code: (ii) -y, -x, -z + 1/2 

Figure 3

Tapes of title molecules via N—H···N and N—H···O interactions seen along the [100] direction. Hydrogen bonds are 

shown as orange dashed lines. 

electronic reprint

 

 

 

 

 
 

 

Figura I.7. Enlaces de H entre moléculas de H2V (vista a lo largo del plano [100]). Los 
enlaces de H se muestran como líneas discontinuas de color naranja. 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura I.8. Vista del contenido de la celda unidad del ligando H2V en proyección sobre 
el eje b. Los enlaces de hidrógeno se muestran como líneas discontinuas. 
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Tabla I.9. Distancias (Å) y ángulos (°) seleccionados para el ligando H2V con las esds 
entre paréntesis. 

 

 

Tabla I.10. Enlaces de hidrógeno para el ligando H2V. 
 

 Código de simetría: #1 -x+1/2,y-1/2,-z+1/4    #2 -y,-x,-z+1/2    
   #3 -x+1/2,y+1/2,-z+1/4 

 

    
O(17)-C(17) 1.227(3) N(18)-C(17) 1.351(3) 
N(21)-C(22) 1.329(2) N(18)-C(19) 1.392(2) 
N(21)-N(20) 1.378(2) N(18)-H(18) 0.8600 
N(21)-H(21) 0.8600 N(22)-C(22) 1.341(2) 
N(20)-C(19) 1.312(3) N(22)-H(22A) 0.8600 
N(23)-C(22) 1.335(2) N(22)-H(22B) 0.8600 
N(23)-C(19) 1.348(2)   
    
C(17)-N(18)-C(19) 127.40(17) O(17)-C(17)-C(16) 122.0(2) 
N(18)-C(17)-C(16) 114.33(19) O(17)-C(17)-N(18) 123.63(19) 

    

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) < (DHA) 

     
N(21)-H(21)...N(23)#1 0,86 2,01 2,787 149,0 
N(21)-H(21)...O(17)#1 0,86 2,41 3,061 132,7 
N(18)-H(18)...N(20)#2 0,86 2,45 3,254 155,5 
N(22)-H(22A)...O(17)#1 0,86 2,08 2,860 149,9 
N(22)-H(22B)...N(20)#3 0,86 2,26 3,068 156,9 
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I.B.4 Conclusiones 

Se ha diseñado una familia de ligandos basada en los precursores 
3-amino-1,2,4-triazol y 3,5-diamino-1,2,4-triazol a los que se ha 
incorporado anillos aromáticos (fenilo, naftilo o piridina), mediante 
sulfonilación o acilación. Con estos derivados se pretende obtener 
complejos metálicos capaces de interaccionar adecuadamente con el 
ADN. 

Los resultados detallados de este Capítulo pueden resumirse como 
sigue: 

1. Se han sintetizado dos nuevos ligandos sulfonil-triazol: N y M. 
La sulfonación se ha producido, inesperadamente, sobre el nitrógeno 
anular del triazol. 

2. Se han sintetizado seis nuevos ligandos carbonilamido-triazol: 
H2P, H2O y H2V (tres ligandos monoacilo); H3diQ, H3diO y H3diV 
(tres ligandos diacilo). La acilación se ha producido sobre el/los 
nitrógeno(s) exocíclico(s). 

3. Los ligandos sintetizados se han caracterizado mediante Análisis 
Elemental, espectrometría de masas (FAB+), resonancia magnética 
nuclear de 1H y 13C, y espectroscopia IR. 

4. En general, los ligandos sintetizados presentan baja solubilidad, 
sobre todo los que contienen grupo(s) naftaleno. La sustitución del 
anillo aromático fenilo/naftilo por piridina ha permitido mejorar la 
solubilidad del ligando. 

5. El estudio de difracción de rayos-X de monocristal del ligando 
H2V ha permitido confirmar la posición de acilación sobre el grupo 
amino exocíclico. 

En el esquema I.15 se muestran los ligandos obtenidos, su 
nomenclatura y las abreviaturas que se utilizarán en el trabajo. 
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Esquema I.15. Ligandos obtenidos. 

Los ligandos sintetizados se han ensayado frente a disoluciones de 
diferentes sales de Cu(II) con objeto de obtener los correspondientes 
compuestos de coordinación. Los compuestos de Cu(II) cuya 
estructura cristalina ha podido ser determinada por difracción de 
rayos-X son los que se describen en los capítulos II y III de esta Tesis 
Doctoral. 
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SECCIÓN EXPERIMENTAL 

Reactivos y disolventes 

Todos los reactivos y disolventes que se han utilizado para la síntesis de los 
ligandos triazol han sido productos puros suministrados por las casas comerciales 
Merck, Panreac, Roche y Sigma-Aldrich. 

Técnicas de caracterización 

Análisis elemental 

El porcentaje de C, H, N y S ha sido determinado con el analizador elemental CE 
Instruments EA modelo 1110 CHNS del S.C.S.I.E de la Universitat de València, así 
como el analizador elemental Thermo Finnigan modelo Flash EA1112 del Instituto de 
Investigación Química y Ambiental, CSIC, Barcelona. Este último además ha 
permitido la obtención del porcentaje de Cl de determinadas muestras. 

Espectrometría de masas 

Los espectros de masas de los ligandos se registraron en un equipo VG Analytical, 
Micromass Instruments (Espectrómetro de masas de alta resolución con cromatógrafo 
de gases) del S.C.S.I.E de la Universitat de València. Se utilizó la técnica FAB 
(bombardeo con átomos rápidos), modo positivio (FAB+), para ionizar la muestra. Los 
ligandos N, H2P, H2V y H3diV fueron disueltos en metanol, y los ligandos M, H2O, 
H3diO y H3diQ en DMSO. 

Resonancia magnética nuclear 

Los espectros RMN de 1H y 13C se registraron en un espectrómetro advance DRX 
300 Bruker de 300 MHz, excepto el ligando 3-amino-5-naftalencarbonilamino-1,2,4-
triazol (H2O) que fue obtenido en un espectrómetro DPX 500 Bruker de 500 MHz. 
Todos los ligandos se disolvieron en DMSO-d6. Los desplazamientos químicos se 
tomaron utilizando como referencia la señal del disolvente deuterado. 

Espectroscopia infrarroja 

Los espectros infrarrojos se han obtenido en dos espectrofotómetros: Mattson 
Satellite FTIR y Perkin-Elmer RXI FTIR, en la región entre 4.000 y 400 cm-1. Como 
diluyente para preparar las muestras, en forma de pastilla, se ha utilizado KBr. 

Difracción de rayos-X 

Los monocristales del ligando H2V ha sido medido con un difractómetro Nonius 
Kappa-CCD, en la Universitat de València. Los detalles de la toma de datos y 
refinamiento de las estructuras se indican en el Anexo. 
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ANEXOS 

Anexo I. Espectros infrarrojos (KBr) 

 
3-amino-1,2,4-triazol (Hatrz) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
3,5-diamino-1,2,4-triazol (Hdatrz) 
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Ácido 3-amino-5-carboxílico-1,2,4-triazol (H2atc) 

 
 
3-amino-1-naftalensulfonil-1,2,4-triazol (anstrz, N) 
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3,5-diamino-1-naftalensulfonil-1,2,4-triazol (danstrz, M) 

 
 
3-bencilamino-1,2,4-triazol (Hbatrz, H2P) 
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3-amino-5-naftalencarbonilamino-1,2,4-triazol (Hanatrz, H2O) 

 
 
5-amino-3-picolinamido-1,2,4-triazol (Hapitrz, H2V) 
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3,5-di(bencilamino)-1,2,4-triazol (Hdbtrz, H3diQ) 
 

 
 
 
3,5-di(naftalencarbonilamino)-1,2,4-triazol (Hdnctrz, H3diO) 
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3,5-di(picolinamido)-1,2,4-triazol (Hdpitrz, H3diV) 
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Anexo II. Espectros de Resonancia Magnética Nuclear (1H y 13C) 

 

3-amino-1-naftanelsulfonil-1,2,4-triazol (anstrz, N): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo I  
 

 116 

NN

N
H2N NH2

S
O

O

 
3,5-diamino-1-naftalensulfonil-1,2,4-triazol (danstrz, M): 
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3-bencilamino-1,2,4-triazol (Hbatrz, H2P) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Capítulo I  
 

 118 

N N

N
N
HH2N

C

OH

 

3-amino-5-naftalencarbonilamino-1,2,4-triazol (Hanatrz, H2O) 
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5-amino-3-picolinamido -1,2,4-triazol (Hapitrz, H2V) 
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3,5-di(bencilamido)-1,2,4-triazol (Hdbtrz, H3diQ) 
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3,5-di(naftalencarbonilamino)-1,2,4-triazol (Hdnctrz, H3diO) 
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 3,5-di(picolinamido)-1,2,4-triazol (Hdpitrz, H3diV) 
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Anexo III. Estudio de Rayos-X del ligando 5-amino-3-
picolinamido-1,2,4-triazol (H2V) 

Detalles experimentales cristalográficos del monocristal H2V 

 
  
Compound 5-amino-3-picolinamido -1,2,4-

triazol (H2V) 
Empirical formula  C8 H8 N6 O 
Formula weight 204.20 
Temperature (K) 293(2) 
Wavelength (Å) 0.71073 
Crystal system, space group Tetragonal, P 41 21 2 
Unit cell dimensions   a(Å) 9.5480(5) 
                                       b(Å) 9.5480(5) 
                                       c(Å) 21.9570(9) 
                                       "(°) 90 
                                       #(°) 90 
                                       $(°) 90 
Volume (Å3)  2001.69(17) 
Z, Calculated density (mg/m3) 8, 1.355 
Absorption coefficient (mm-1)  0.815 
F(000) 848 
Crystal size (mm) 0.15 x 0.09 x 0.05 
% range for data collection (deg) 2.33 to 27.49 
Limiting indices -12<=h<=12 

-8<=k<=8 
-28<=l<=27 

Reflections collected/unique 4484 / 2302 
Refinement method Full-matrix least-squares on F2 
Data / restraints / parameters 2302 / 0 / 137 
Goodness-of-fit on F2 0.998 
Final R indices [I>2&(I)] (R1 , !R2) 0.0428, 0.0957 
R indices (all data) (R1 , !R2) 0.0882, 0.1150 
Largest diff. peak and hole (e.A-3)  0.130 and -0.129 
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Toma de datos. Resolución y refinamiento de la estructura de 
H2V 

A colorless prismatic crystal of "N-(5-amino-1H-1,2,4-triazol-3-yl)picolinamide" 
was mounted on a glass fiber and used for data collection. Crystal data were collected 
at room temperature, using a Bruker Nonius Kappa CCD 2000 diffractometer on 
FR591/MoK(alpha)]. The data were processed with COLLECT [I] and DENZO-SMN 
[II]. The structure was solved by direct methods using the program SHELXS-97 [III] 
and refined by full-matrix least-squares techniques againts F^2 using SHELXL-97 [III]. 
Positional and anisotropic atomic displacement parameters were refined for all 
nonhydrogen atoms. Hydrogen atoms were located in difference map and included as 
fixed contributions riding on attached atoms with isotropic thermal parameters 1.2 
times those of their carrier atoms. The Flack X parameter (absolute structure 
parameter) was calculated to be 0.02(2) for the present structure and 0.98(2) for the 
inverted structure, thus providing strong evidence that the absolute structure has been 
assigned correctly [IV]. Criteria of a satisfactory complete analysis were the ratios of 
"rms" shift to standard deviation less than 0.001 and no significant features in final 
difference maps. Atomic scattering factors from "International Tables for 
Crystallography" [V]. Molecular graphics from PLATON [VI].  
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     La química de coordinación de los ligandos 1,2,4-triazol ha sido 
ampliamente investigada para el diseño y síntesis de compuestos de 
coordinación con nuevas propiedades magnéticas, ópticas, de 
transición de espín, etc.1–3 

El interés por estos ligandos radica en su versatilidad para 
conectar centros metálicos de diversas formas.4–14 Sin embargo, el uso 
de sistemas triazol como agentes capaces de interaccionar y/o romper 
el ADN constituye un área aún poco explorada. 

Su potencial uso en la construcción de metalonucleasas se basa en 
tres aspectos:1 (i) su similitud con los imidazoles (ampliamente 
repartidos en la Naturaleza) permite obtener sistemas análogos a los 
encontrados en los centros activos de las metaloenzimas; (ii) la 
posición de sus átomos dadores en el anillo de 5 miembros favorece 
su papel como ligando puente entre iones metálicos de transición; (iii) 
su facilidad para incorporar sustituyentes con grupos funcionales de 
interés (i.e. anillos aromáticos, grupos hidrofóbicos/hidrofílicos,…) 
los habilita como precursores en la síntesis de ligandos polivalentes. 

Pese a las muchas oportunidades que ofrecen estos sistemas, se 
han publicado pocos trabajos que exploren sus posibilidades en el 
campo de las metalonucleasas. Destaca el complejo dinuclear 
[Cu2L1(!-SO4)](PF6)2 {L1 = 3,5-bis[bis(piridina-2-ilmetil)amino)metil]-
4-amino-1,2,4-triazol}, descrito por Yan y col., capaz de generar cortes 
sencillos y dobles en la doble hebra del ADN tanto en condiciones 
aeróbicas como en anaeróbicas.15 Asimismo, Dallavelle y col. han 
estudiado un par de complejos mononucleares con ligandos triazol 
[L2 = 4-amino-3-(2-piridil)-5-tioxo-1,2,4-triazol y L3 = 4-amino-5-
metiltio-3-(2-piridil)-1,2,4-triazol] y cobre con actividad 
antiproliferativa frente a células neoplásticas.16  

En este contexto, durante los últimos años nuestro grupo de 
investigación ha desarrollado una serie de metalonucleasas de cobre 
con ligandos triazol 3,5-disustituidos. Los compuestos mononucleares 
[Cu(Hapt)(H2O)2(SO4)] y [Cu(Hapt)2(H2O)(NO3)]NO3 (Hapt = 5-
amino-3-piridil-1,2,4-triazol),17 y el dinuclear 
[Cu(daat)(ClO4)(CH3OH)]2 (Hdaat = 3,5-diamino-1,2,4-triazol)18 
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mostraron actividad nucleasa y constituyen los primeros resultados 
de esta línea de trabajo. 

El objetivo del presente Capítulo es obtener una familia de 
complejos de cobre(II) con ligandos 1,2,4-triazol capaces de 
interaccionar con el ADN y actuar así como nucleasa sintéticas 
efectivas. En segunda instancia se pretende extraer conclusiones sobre 
la relación estructura-actividad.  

En la Introducción de este Capítulo II (apartado II.A) se recogen 
dos ejemplos de sistemas nucleasa con conocida actividad así como 
las estrategias más recientes empleadas por los distintos autores para 
el desarrollo de nuevas (más eficientes) nucleasas sintéticas oxidativas. 

En los apartados II.B y II.C se estudia el resultado de incluir 
sustituyentes aromáticos en la estructura básica del anillo triazol. Se 
mostrará que, aunque la incorporación de un grupo aromático puede 
conducir a una mejor interacción con el ADN, esta mejoría no siempre 
produce un aumento de la actividad nucleolítica. 

En los apartados II.D y II.E se pone de manifiesto la comentada 
facilidad del sistema triazol para actuar como ligando puente entre 
centros metálicos, y su repercusión en las propiedades bioinorgánicas. 
Las especies polinucleares, a priori, presentan ventajas con respecto a 
las monucleares: posibilidad de formar especies reactivas sin 
necesidad de un equivalente extra de complejo, aumento de carga 
positiva y con ello de la afinidad por el ADN, potencial 
cooperatividad entre centros metálicos,… Además, se describe la 
obtención de especies polinucleares inusuales con interés en la 
química de coordinación. 
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II.A INTRODUCCIÓN 

Como se comentó en la introducción general de esta Tesis Doctoral, 
los complejos de los metales de transición destacan como candidatos 
a actuar como nucleasas artificiales oxidativas debido a su diversidad 
estructural y a su reactividad. Este tipo de nucleasas combinan las 
propiedades redox del centro metálico y del dioxígeno para generar 
especies reactivas de oxígeno (ROS) capaces de producir la rotura 
oxidativa del ADN mediante la eliminación de átomos de H del 
azúcar y/o la oxidación de las nucleobases. 

Un factor limitante de estos sistemas lo constituye la distancia del 
ADN a la cual se generan las especies ROS. Por ejemplo, el radical         
! OH, extremadamente reactivo, necesita generarse en la proximidad 
de su diana de acción o, de lo contrario, puede reaccionar con otro 
tipo de sustratos. Así, el sistema [FeII(EDTA)]2-, estudiado por Tullius 
y col.,19 produce un gran número de radicales hidroxilo en presencia 
de H2O2; sin embargo, el sistema resulta inactivo frente al corte del 
ADN (incluso a altas concentraciones de metal) debido a que posee 
una baja afinidad por el polianión (nucleasa y ADN cargados 
negativamente). 

Por ello, en los últimos años los químicos bioinorgánicos han 
tratado de desarrollar sistemas capaces de interaccionar con el ADN 
de una forma más efectiva pero sin alterar las propiedades redox del 
centro metálico. A continuación se describen dos de los sistemas más 
estudiados y se resumen algunas estrategias utilizadas en la 
bibliografía para mejorar la eficacia nucleolítica de los compuestos 
metálicos. 
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II.A.1 Nucleasas sintéticas oxidativas “clásicas” 

II.A.1.1 Fe-bleomicina 

El sistema Fe-BLM (BLM = bleomicina) es uno de los sistemas más 
ampliamente estudiado en la bibliografía. Las bleomicinas, aisladas 
de las bacterias Streptomyces verticillus hace más de 40 años,20 son una 
familia de antibióticos naturales glicopeptídicos con conocida 
actividad antitumoral. 

El fármaco se administra en ausencia de metal y se compone 
predominantemente de dos formas (figura II.1): 60% de la forma BLM 
A2 y 30% de la forma BLM B2. La naturaleza del cofactor metálico in 
vivo (Fe o Cu) es difícil de conocer, aunque el Fe parece ser la opción 
más probable.21,22 La actividad citotóxica de las BLMs proviene del 
corte oxidativo del ADN en presencia de un metal con actividad 
redox (FeII/III), O2 y un agente reductor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura II.1. Estructura de la bleomicina. Los diferentes tipos de bleomicina varían con 
el grupo R. Los átomos de nitrógeno implicados en la coordinación al ion metálico 
están indicados con un punto (•). 
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Sin embargo, y pese a ser uno de los sistemas más estudiado 
durante los últimos 40 años, diveros factores como la naturaleza de 
las especies activas, el lugar de unión al ADN y el mecanismo de corte 
siguen aún bajo debate. 

Por ejemplo, aún no se conoce con total seguridad la especie activa 
que produce el corte del ADN. Hasta el momento, la especie BLM-
FeIII-OOH es la última especie activa que ha podido ser detectada. 
Esta especie puede ser generada mediante dos caminos (esquema 
II.1):  

(i) En el primero se da una sucesión coordinada de eventos: 
reducción inicial (mediada por el agente reductor) a BLM-FeII; unión 
al O2; formación de un intermedio FeIII-superóxido y; generación de 
BLM-FeIII-OOH. 

(ii) En el segundo el compuesto BLM-FeIII se une al H2O2 y, 
posteriormente se pierde un protón. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

Figura II.1. Mecanismos propuestos para la activación del sistema BLM-FeII (adaptado 
de 23). 

Otro tema de debate se centra en su diana de unión al ADN. Las 
secuencias 5’-GC-3’ o 5’-GT-3’ parecen ser los sitios de unión más 
comunes del sistema Fe-BLM, sin embargo, se ha demostrado que 
otras secuencias tipo 5’-GA-3’ y 5’-AT-3’ también pueden sufrir cortes 
de forma eficiente.24–26 
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II.A.1.2 [Cu(phen)2]2+ 

La exploración de compuestos de cobre como nucleasas químicas 
está muy bien documentada debido a que poseen un potencial redox 
accesible para sistemas biológicos y una elevada afinidad por las 
nucleobases.27 Entre ellos, el ejemplo más conocido y mejor estudiado 
es el sistema [Cu(phen)2]2+ (phen = 1,10-fenantrolina), ampliamente 
usado como agente para marcar (footprinting) el ADN y el ARN.28–30 

La actividad de corte del ADN promovida por este sistema y 
usando H2O2 como cofactor, fue documentada por Sigman y col. en 
1979.31 La metalonucleasa produce principalmente cortes sencillos del 
ADN a través de la oxidación de los grupos azúcares. Dos tipos de 
complejos son capaces de mediar estas reacciones: [CuI(phen)]+ y 
[CuI(phen)2]+, aunque el segundo es claramente más eficiente.29,32-36 

Estudios cinéticos demuestran que la actividad nucleasa del 
sistema [CuII(phen)2]2+ ocurre a través de un mecanismo ordenado: el 
sistema [CuII(phen)2]2+ en presencia de un agente reductor se reduce a 
[CuI(phen)2]+, el cual se une de forma reversible al ADN formando un 
complejo phen-Cu(I)-ADN. A su vez, este complejo es oxidado por 
oxígeno molecular o peróxido de hidrógeno, endógeno o exógeno, 
dando lugar a especies activas cobre-oxígeno que atacan al ADN y 
producen la rotura de la doble hebra.37 

Estudios de interacción (dicroísmo circular, viscosimetría, 
espectroscopia UV-visible y ensayos con agentes de interacción 
específicos) revelan que la interacción con el ADN se produce a través 
del surco menor y mediante una intercalación parcial entre las bases 
nitrogenadas (este tema se discutirá con mayor detalle en el Capítulo 
III apartado III.C).38 

Sin embargo, y a pesar del amplio estudio realizado sobre este 
sistema, la naturaleza exacta de las especies reactivas implicadas en el 
proceso de ruptura del ADN no se conoce con exactitud. La única 
conclusión sobre la que no hay duda es que el radical hidroxilo (al 
menos en su forma libre y difusible) no es responsable del corte de la 
doble hebra.39,40 
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Uno de los problemas que presenta esta nucleasa es la baja 
afinidad del [CuII(phen)]2+ por el segundo equivalente de 
fenantrolina. Diversos grupos han tratado de mejorar el sistema 
mediante la unión de dos unidades phen. El mejor diseño de entre los 
descritos es el que utiliza el ligando Clip-phen, estudiado por 
Meunier y col.,41,42 que consta de dos unidades phen enlazadas 
covalentemente mediante un agente espaciador. La posición y 
naturaleza de este grupo espaciador tienen una gran influencia en la 
reactividad. De hecho, entre las diferentes alternativas probadas, el 
ligando con puente serinol entre los carbonos C3 de las dos unidades 
phen (conocido como 3-Clip-phen), es el que se ha mostrado más 
activo. Este compuesto en presencia de agente reductor y aire es 
capaz de cortar plásmido !X174 ADN con una eficiencia unas 60 
veces mayor que el sistema [Cu(phen)2]2+. 

II.A.2 Estrategias en el desarrollo de “nuevas” nucleasas 
sintéticas oxidativas 

Las revisiones más actuales del tema coinciden en que el diseño de 
una metalonucleasa eficiente debe perseguir dos objetivos 
fundamentales: gran afinidad por el ADN y elevada capacidad 
quelante del metal. La primera propiedad garantiza que las especies 
ROS generadas permanezcan próximas a la doble hebra; la segunda 
asegura la unión del metal y posterior activación del dioxígeno. Sin 
embargo, cualquier cambio estructural y/o químico de un sistema 
activo, por pequeño que sea, puede conducir a la disminución de su 
actividad nucleolítica. 

Introduciremos a continuación tres de las modificaciones que se 
han venido realizando para mejorar la interacción con el ADN. 

II.A.2.1 Agentes que contienen ligandos con carga positiva 

El cambio más sencillo se basa en la incorporación de residuos 
amino en la estructura de la nucleasa. Estos grupos, protonados a pH 
fisiológico, garantizan la interacción electrostática con el polianión de 
ADN. 
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Q. Jiang et al. / Coordination Chemistry Reviews 251 (2007) 1951–1972 1961

Fig. 14. Structural feature of BLMs and effective metal-BLM analogues (modified based on Refs. [111–113]).

Fig. 15. DNA-cleavage ability of metal-peptides (a, 10 mM Tris buffer, pH 7.4;
b, 20 mM Na–cacodylate buffer, pH 7.5; x, oxidative cleavage in the presence of
ascorbic acid; y, oxidative cleavage in the presence of KHSO5 (modified based
on Ref. [48])).

higher positive charge on [KGHK-M]+ results in a more effective
cleavage efficiency over [GGH-M]− [48]. In the case of copper
nucleases, monoanionic ligands create Cu(I) complexes that are
more reducing and yield less oxidizing Cu/O2 products, which
makes the oxidative cleavage of DNA occur more readily [14].

4.2.3. Planarity
Ligand planarity is another favorable factor for improving

DNA-cleavage ability of metallonucleases. The planar struc-
ture such as phen can strengthen the DNA binding potential
of metallonuclease by intercalation (Fig. 16).

Two Cu(II) complexes of phen derivatives (dppt and pta) are
shown in Fig. 17. The former ligand contains a non-planar group
while the latter contains a planar one. This difference leads to
different DNA binding and cleavage capability of the two Cu(II)
complexes. The favorable effect of the planar group is evident
[114].

Another planar ligand enhanced DNA-cleavage effect is
shown in Fig. 18. The cleavage ability of Cu(II) complexes
follows the order of dpq > phen > bpy, suggesting the larger pla-
nar structure enhances the DNA-cleavage efficiency [115,116].
The dppz complexes behave quite differently from other com-
plexes, which may be attributed to its distinct DNA binding
site compared with that of the other three kinds of complexes
[51,55,117,118].

Ligand planarity also has major impact on the mechanism
of DNA-cleavage. As Fig. 19(A) shows, complexes with larger
planar structure ([CuL(dpq)]+) could be sensitized by both
photo-irradiation and co-factors [54]. With the increase of steric
encumbrance of L (dmq > phen), oxidative cleavage efficiency of
complexes evidently decreases ([CuL(dmq)]+ < [CuL(phen)]+)
while their photo-induced DNA-cleavage efficiency only

Fig. 16. Several planar ligands as DNA binding groups.

En este sentido, Cowan y col.43 han estudiado el corte producido 
por dos sistemas análogos, [GGH-Cu]" y [KGHK-Cu]+, cuya 
diferencia radica fundamentalmente en la carga neta. Los autores 
encontraron que ambos compuestos cortan el ADN mediante un 
mecanismo oxidativo (el estudio en condiciones hidrolíticas no 
muestra actividad), y que el sistema [KGHK-Cu]+ es más activo que el 
compuesto [GGH-Cu]" (figura II.2). Los autores razonan esta 
diferencia en base al mayor poder de interacción del sistema [KGHK-
Cu]+ (cargado positivamente) con respecto al sistema [GGH-Cu]- 
(cargado negativamente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 

Figura II.2. Capacidad de corte del ADN por dos sistemas péptido-metal (basado en 
43). 

II.A.2.2 Agentes polinucleares 

Otra forma de aumentar la carga positiva del complejo consiste en 
utilizar sistemas multinucleares. Así, los complejos de cobre 
polinucleares han sido objeto de una amplia investigación debido a 
que ofrecen las ventajas anteriormente mencionadas respecto a sus 
análogos mononucleares: no necesitan un equivalente extra de 
complejo, facilitan la interacción electrostática,...44 
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some variability in intensity due to local perturbations of DNA
structure affects its efficiency.12,13 Also a slight, but distinct
preference for cleavage at 5!-AT-3! and 5!-GT-3! sites has been
observed. Otherwise, [Cu(OP)2]2+ like EDTA‚Fe(II) may be
conjugated to binding elements such as proteins14 and comple-
mentary sequences of RNA or DNA15,16 that possess affinity
for specific sites on DNA.17 Still, multiple sites adjacent to the
locus of recognition are typically oxidized by these complexes
even when tethered to a DNA recognition element.
We have previously observed specific strand scission by a

trinuclear copper complex that recognizes junctions between
single- and double-stranded DNA without conjugation to an
independent element of DNA recognition.18 Cleavage is targeted
at a single nucleotide in the single-stranded region that is 3! to
the junction. In addition to this structural requirement, the
complex also exhibits a sequence requirement for guanine in
the n+1 (i.e. second unpaired) position of the 5! overhang. The
complex, [Cu3II(L)(H2O)3(NO3)2](NO3)4‚5H2O (1),18,19 incor-
porates three copper ions into a flexible ligand framework with
pyridyl and amine nitrogen coordination about the coppers.
Mononuclear copper(I) complexes with comparable coordination

are known to form dicopper(II)-peroxo dimers upon exposure
to dioxygen.20-23 Tethering of two of these moieties yields
binuclear compounds that form peroxo intermediates, which can

be entropically stabilized.24-26 Addition of a third copper-
binding unit can serve to model the blue-copper proteins27 that
effect the four-electron reduction of O2 to water and in the
process cleave the O-O bond.28
Biomimetic models for the active sites of multicopper proteins

have several features that make them interesting for continued
investigation of their reactivity with nucleic acids. Incorporation
of three divalent copper ions in a single complex produces a
highly cationic species that should have a strong electrostatic
attraction to the anionic phosphate backbone of DNA. When
in the reduced copper(I) state, these same three atoms in close
proximity have the potential for three-electron reductive cleav-
age of O2 producing the equivalent of hydroxyl radical. The
X-ray structure of 1 shows that each copper possesses at least
one labile coordination site that might allow for concurrent
coordination of the substrate and the reactive intermediate.19
Multiple roles for metal centers in the binding of DNA and

generation of reactive intermediates have been taken into
account by researchers studying hydrolysis of nucleic acids,29,30
but have yet to be fully considered by those investigating
oxidation of related substrates. Recently, the trinuclear complex,
[Cu3II(L)(H2O)3(NO3)2](NO3)4‚5H2O (1), was shown to have
the potential for uniquely recognizing and mediating oxidative
cleavage of DNA in a highly specific manner that is not evident
for its mononuclear analogues.18 The specificity and origins of
reaction are now described below in a more comprehensive
manner. To test the predictive nature of 1, an unreactive DNA
junction was reengineered to generate a specific reaction within
the parameters established in this report to generate a reaction
variant. To assess the role of the metal ions and potential
cooperative effects between them, two mononuclear compounds,
[CuII(L!)](NO3)2 (2) and [CuII(L!!)](NO3)2 (3), were also
synthesized. These complexes reflect the two possible metal
coordination environments evident in the crystal structure of 1
and provide contrast to the activity of the trinuclear species.
These results, together with those defining the roles of the
reductant and dioxygen, suggest a hitherto unprecedented role
for 1 in both recognition of the substrate and generation of the
reactive intermediate.

Experimental Section
Materials. Oligodeoxynucleotides were purchased from Gibco BRL.

T4 kinase and the appropriate buffer were obtained from New England
Biolabs and [γ-32P]ATP (3000 Ci/mmol) was obtained from Amersham.
The trinucleating ligand L (2,2!,2!!-tris(dipicolylamino)triethylamine)
and its corresponding coordination complex, [Cu3II(L)(H2O)3(NO3)2]-
(NO3)4‚5H2O, were synthesized according to published procedures.19
The analogue mononuclear ligand L! (L! ) dipicolylamine) was
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Estas características han sido estudiadas por Karlin y col.45 Uno de 
sus ejemplos más notables es un compuesto trinuclear de Cu(II) que 
posee dos tipos de centros metálicos (figura II.3). El compuesto 
trinuclear es capaz de degradar el ADN en presencia de un agente 
reductor y O2 mientras que los dos análogos mononucleares, 
utilizados como controles, no. Este resultado indica que el 
reconocimiento y posterior reactividad del compuesto trinuclear 
dependen de que los tres centros metálicos estén ubicados en un 
mismo compuesto. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura II.3. Ejemplo del complejo trinuclear (1) y de sus análogos mononucleares (2 y 
3) desarrollados por Karlin y col.45 

Guo y col. han obtenido resultados similares.27 Por ejemplo, el 
complejo Cu3-L [L = N,N,N’,N’,N’’,N’’-hexa(2-piridil)-1,3,5-
tris(aminometil)benceno] es capaz de degradar plásmido pBR322 a 
sus formas II y III mientras que el sistema mononuclear control [Cu-
DPA (DPA = 2,2’-dipiridilamina)] no. La comparación de la actividad 
nucleasa, a concentraciones equivalentes de cobre, revela que el 
sistema Cu3-L es considerablemente más activo que su derivado 
mononuclear Cu-DPA. Los autores también sugieren que la mayor 
atracción electrostática del sistema trinuclear puede ayudar en este 
aumento de actividad observado. 
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was photographed on a capturing system Gel-printer plus TDI.
Quantification was performed using the Scion Image for Windows
software program based on NHI Image. Supercoiled plasmid DNA
values were corrected by a factor of 1.3 on the basis of average
literature estimates of lowered binding of ethidium to this
structure.22-24

Results and Discussion

Crystal Structure. The trinuclear entity with the atomic
labeling scheme is shown in Figure 1. Selected bond
distances and angles are listed in Table 2. The polymer
compound consists of trinuclear copper fragments [Cu3-
(L)2(HCOO)2(OH)2] [HL ) N-(pyrid-2-ylmethyl)benzene-
sulfonylamide]. The central and terminal copper ions are
nonequivalent. The geometry around the terminal copper
atoms Cu(1) and Cu(1A) is distorted square pyramidal (τ
parameter ) 0.26) with a CuN2O2‚‚‚O chromophore. The
basal plane is described by the pyridyl N(1) and the
sulfonamidato N(2) atoms of the deprotonated ligand (L-),
and the O(3) and the O(1) from the hydroxo and the formate
bridges, respectively. A sulfonamide O atom [O(11)] of
another L- ligand pertaining to a contiguous asymmetric unit
occupies the axial position (see Figure 2). The Cu(1) atom
is 0.1202 Å up to the square plane formed by the N(1), N(2),
O(1), and O(3) atoms. The central Cu(2) is six-coordinated
with a distorted octahedral (NNOO! + 2O!!) geometry (see
Figure 3). The basal plane is realized with the O(3), O(3A),
O(2), and O(2A) atoms from the hydroxo and formate
bridging groups, respectively. The Cu-O and the Cu-N

metal-ligand equatorial distances are similar to those found
in the previously reported linear µ-acetate, µ-hydroxo tri-
nuclear copper(II) complexes.15,16 The apical positions are
occupied by oxygen atoms of two sulfonamidate anions at
the semicoordination lengths of 2.668(4) Å. Compared with
the related trinuclear copper complexes,15,16 the main dif-
ference is found in the coordination polyhedron of the central
copper(II) which, in this compound, is six-coordinated
instead of four-coordinated.
Adjacent copper centers are bridged in the equatorial plane

by the hydroxo oxygen atom, O(3), [Cu(1)-O(3)-Cu(2) )
111.9(2)°] and two oxygen atoms, O(1) and O(2), of a
bidentate syn-syn formato group leading to a mixed-bridged
noncoplanar coordination geometry [dihedral angle be-
tween the mean equatorial planes N(1)N(2)O(1)O(3) and
O(3)O(2)O(2)O(3), 61.4(2)°]. In the trinuclear entity, the
three copper ions are arranged in a strict linear fashion
[Cu(1)-Cu(2)-Cu(1A) ) 180°] with Cu(2) on the inversion
center and a Cu(1)‚‚‚Cu(2) distance of 3.1207(8) Å.
The way of coordination of L- is an interesting structural

aspect of this compound. L- behaves as a bridging ligand
between each of two trimer units coordinating to one trimer
in a bidentate fashion through the pyridyl and sulfonamidato
N atoms and to other trimer through the sulfonamidato O

(22) Hertzberg, R. P.; Derwan, P. P. J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 313.
(23) Mirabelli, C. K.; Huang, C.-H.; Crooke, S. T. Cancer Res. 1980, 40,

4173.
(24) Detmer, C. A., III; Pamatong, F. V.; Bocarsly J. R. Inorg. Chem. 1996,

35, 6292.

Table 1. Crystal Data and Structure Refinement for
[Cu3(L)2(HCOO)2(OH)2]"

empirical formula C13H13Cu1.5N2O5S
fw 404.62
T 293(2) K
wavelength 0.71073 Å
cryst syst, space group monoclinic, P21/c (No. 14)
unit cell dimensions a ) 9.9329(12) Å, R ) 90°

b ) 13.7791(16) Å, " ) 91.222(3)°
c ) 11.0195(13) Å, γ ) 90°

V 1507.9(3) Å3
Z, dcalcd 4, 1.782 Mg/m3
abs coeff 2.298 mm-1

F(000) 818
cryst size 0.12 × 0.09 × 0.03 mm3
θ range for data collection 2.05 to 28.02°
limiting indices -13 e h e 10

-18 e k e 17
-11 e l e 14

reflns collected/unique 8472/3438 [R(int) ) 0.0760]
completeness to θ 28.02, 94.0%
abs correction SADABS
max and min. transm 1.000 and 0.637
refinement method full-matrix least-squares on F2
data/restraints/params 3438/0/205
GOF on F2 0.889
final R indices [I > 2σ(I)] R1 ) 0.0631

wR2 ) 0.1261
R indices (all data) R1 ) 0.1535

wR2 ) 0.1512
largest diff. peak and hole 0.618 and -0.621 e‚Å-3

Figure 1. Molecular structure of [Cu3(L)2(HCOO)2(OH)2]".

Table 2. Selected Bond Lengths [Å] and Angles [deg] for
[Cu3(L)2(HCOO)2(OH)2]"a

Cu(1)-O(3) 1.887(4) Cu(2)-O(3)#2 1.878(4)
Cu(1)-N(2)#1 1.967(6) Cu(2)-O(3) 1.878(4)
Cu(1)-N(1)#1 1.979(6) Cu(2)-O(2)#2 1.968(5)
Cu(1)-O(1)#2 1.986(6) Cu(2)-O(2) 1.968(5)
Cu(1)-O(11) 2.448(5) Cu(2)-O(11)#2 2.668(4)
Cu(1)-Cu(2) 3.1207(8) Cu(2)-O(11) 2.668(4)

O(3)-Cu(1)-N(2)#1 100.2(2) O(3)#2-Cu(2)-O(2) 90.0(2)
O(3)-Cu(1)-N(1)#1 176.8(2) O(3)-Cu(2)-O(2) 90.0(2)
N(2)#1-Cu(1)-N(1)#1 82.0(3) O(2)#2-Cu(2)-O(2) 180.0(3)
O(3)-Cu(1)-O(1)#2 88.8(2) O(3)#2-Cu(2)-O(11)#2 80.56(15)
N(2)#1-Cu(1)-O(1)#2 161.3(2) O(3)-Cu(2)-O(11)#2 99.44(15)
N(1) #1-Cu(1)-O(1)#2 89.8(2) O(2)#2-Cu(2)-O(11)#2 94.07(18)
O(3)-Cu(1)-O(11) 86.59(15) O(2)-Cu(2)-O(11)#2 85.93(18)
N(2)#1-Cu(1)-O(11) 103.2(2) O(3)#2-Cu(2)-O(11) 99.44(15)
N(1)#1-Cu(1)-O(11) 90.7(2) O(3)-Cu(2)-O(11) 80.56(15)
O(1)#2-Cu(1)-O(11) 93.7(2) O(2)#2-Cu(2)-O(11) 85.93(18)
O(3)#2-Cu(2)-O(3) 180.0(3) O(2)-Cu(2)-O(11) 94.07(18)
O(3)-Cu(2)-O(2)#2 90.0(2) O(11)#2-Cu(2)-O(11) 180.0(3)
O(3)#2-Cu(2)-O(2) 90.0(2) Cu(1)-O(11)-Cu(2) 75.03(11)
Cu(2)-O(3)-Cu(1) 111.9(2)

a Symmetry transformations used to generate equivalent atoms: #1 x,
-y + 1, z - 1/2; #2 -x + 1, -y, -z.

González-AÄ lvarez et al.

2994 Inorganic Chemistry, Vol. 42, No. 9, 2003

En este sentido, Borrás y col. han diseñado un sistema trinuclear 
con tres átomos de cobre dispuestos de forma lineal y conectados 
mediante un doble puente hidroxo + carboxilato.46 A una 
concentración 18 !M, el compuesto [Cu3(L)2(HCOO)2(OH)2]" [siendo 
HL = (N-piridil-2-metil)benzenosulfonilamida] es capaz de degradar 
el ADN de forma más efectiva que la sal de cobre (72 !M) en 
presencia de un exceso de H2O2:Asc. Este resultado, de nuevo, sugiere 
el efecto cooperativo entre los centros metálicos del compuesto 
aislado (figura II.4). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

Figura II.4. Estructura del compuesto trinuclear obtenido por Borrás y col.46 

II.A.2.3 Agentes que contienen grupos con afinidad conocida por 
el ADN 

Otra alternativa para mejorar la interacción del ADN se basa en la 
conjugación de una molécula con afinidad conocida por la doble 
hebra con la estructura del ligando. La estrategia más lógica, 
desarrollada por primera vez por el grupo de J. Barton,47 consiste en 
la incorporación de una superficie aromática capaz de intercalarse 
entre los pares de bases de la doble hélice. 

Chakravarty y col. han estudiado la capacidad nucleasa de 
complejos ternarios de Cu(II) de tipo CuLL’ en los que L es un 
aminoácido y L’ un ligando aromático (dppz = dipirido[3,2-a:2’,3’-
c]fenazina, dpq = dipirido[3,2-d:2’3’-f]quinoxalina y phen = 1,10-
fenantrolina).48–50 Su estudio muestra que la actividad de corte 
aumenta conforme aumenta el carácter aromático de L’ (actividad: 
dppz > dpq > phen). Los autores concluyen que en este tipo de 
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sistemas una mayor aromaticidad conduce a una mejor interacción de 
la nucleasa con el ADN y, por último, a un aumento de la actividad 
nucleolítica. 

En este contexto, Roelfes y col. han publicado la síntesis de dos 
derivados FeII–N4Py-acridina (figura II.5).51 El N4Py [N,N-bis(2-
piridil)-N-bis(2-piridil)metilamina] actúa como modelo del ligando 
BLM mientras que la acridina es un conocido intercalante. Los dos 
derivados sólo varían en la posición de sustitución del derivado 
acridina. En el primero, el grupo 9-aminoacridina se encuentra en la 
posición 5 del anillo de isoftalamida (sustitución 1,3,5), y en el 
segundo el grupo 9-aminoacridina se encuentra en la posición 2 del 
anillo central (sustitución 1,2,3). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figura II.5. Estructura de los dos ligandos FeII–N4Py-acridina (Roelfes y col.51). 

El estudio de su actividad nucleasa ofrece diferentes resultados 
para cada derivado, siendo el derivado en posición 2 el más activo 
(t1/2 # 10 min para el derivado en posición 2 frente a t1/2 # 25 min para 
el derivado en posición 5). Además, sólo el derivado en posición 2 
muestra un patrón de corte doble del ADN (especificidad). 

Los autores afirman que estas diferencias observadas entre los dos 
derivados están relacionadas con la posición relativa del grupo 9-
aminoacridina con respecto a las unidades FeII–N4Py. Cuando el 
derivado en posición 5 intercala en el ADN, las dos unidades 
centrales de Fe quedan alejadas de la doble hebra, reduciéndose así la 
posibilidad de corte, mientras que en el caso del derivado 2, los 
centros de Fe apuntan directamente hacia el ADN, facilitando la 
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oxidación del ion metálico y posterior corte de la doble hebra. Este 
resultado es importante a la hora de recalcar que no siempre la 
adición de una unidad con conocida afinidad al ADN aporta una 
mejora en el sistema y que, además, la correcta disposición del grupo 
conjugado resulta importante. 

El uso de agentes intercalantes se encuentra limitado cuando se 
desea un reconocimiento específico de una secuencia de ADN; por 
ello, otra alternativa se basa en la conjugación del ligando con 
unidades de reconocida especificidad por el ADN. En este grupo 
destacan compuestos con derivados del Hoechst 33258 [i.e el sistema 
Mn-TMPyP-Hoechst,52 siendo TMPyP = meso-tetrakis-(1-metil-
piridinio-4-il)porfirina] y la Cu-phen-Hoechst]53 o de la distamicina 
(i.e el sistema Fe-EDTA-distamicina52 y la Cu-phen-distamicina53), 
capaces de interaccionar de forma específica con secuencias A-T. De 
nuevo, la conjugación con estas moléculas puede conducir a la 
diminución de la actividad con respecto al sistema inicial. Así, el 
sistema Cu-salen-distamicina {H2salen = 2,2’[etano-1,2-
diilbis(nitrilometilidino)]difenol} muestra una disminución radical de 
la actividad nucleolítica con respecto al Cu-salen.53 

II.A.3 Auto-activación en nucleasas oxidativas 

Recientemente ha surgido una clase nueva de nucleasas oxidativas 
que son capaces de degradar el ADN sin el concurso de un cofactor 
químico (reductor/oxidante). 

El primer ejemplo de este tipo, descrito por Reedijk, Gámez y 
col.,54 es un compuesto CuII-pirimol capaz de degradar el ADN tanto 
en presencia como en ausencia de agente reductor (figura II.6). Una 
concentración de 10 µM de este compuesto es capaz de convertir 
hasta el 75 % de plásmido !X174 superenrollado a su forma circular 
relajada a 37 ºC. Los autores afirman que el mecanismo debe ser 
oxidativo debido a que la prueba con la ligasa T4 es negativa y la 
actividad no es inhibida en presencia de agentes captadores de 
radicales oxígeno; además, sugieren un mecanismo de corte auto-
activado (self-activating), presumiblemente iniciado por la 
intercalación del ligando pirimol planar entre las bases nitrogenadas 
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Figura II.6. Ligandos desarrollados por Gámez54 y Ghosh.55 

Ghosh y col. también han sintetizado un compuesto monuclear, el 
Cu-tBuPhimp {tBuPhimp = (E)-2,4-di-tert-butil-6-[[fenil(piridin-2-
il)hidrazono]metil]fenol)}, que degrada el ADN sin necesidad de 
agente activante (figura II.6).55 Según los autores, el ligando podría 
estar implicado en el proceso redox que conduce a la formación de las 
especies ROS. 
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II.B TRES COMPUESTOS COBRE-TRIAZOL 
“SENCILLOS”: SÍNTESIS, ESTRUCTURA Y 
ESTUDIO BIOINORGÁNICO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.B.1 Antecedentes y objetivos 

Como se ha comentado en la Introducción de la presente Tesis 
Doctoral, una estrategia usual para conseguir cierto control sobre el 
comportamiento de coordinación en sistemas pequeños ricos en 
heteroátomos (como los 1,2,4-triazoles) consiste en introducir 
sustituyentes quelantes.2 Se han descrito derivados con sustituyentes 
N-dadores monosustituidos, como el ligando 3-piridin-2-il-1,2,4-
triazolato (pt),56,57 o disustituidos, como el ligando 3,5-bis(piridin-2-
il)-1,2,4-triazol (bpt)58,59 o el ligando 4-amino-3,5-bis(aminometil)-
1,2,4-triazol (aamt).60,61 Los tres ligandos mencionados, formadores de 
anillos quelatos de 5 miembros, generan compuestos dinucleares de 
cobre(II). Con el ligando pt se han obtenido compuestos con puentes 
1,2,4-triazol asimétricos,57 y con los otros dos geometrías 
regulares.58,60 
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Otro derivado relacionado, pero con sustituyentes O-dadores, es el 
3,5-diacetilamino-1,2,4-triazol (Hdaat), estudiado por nuestro grupo.62 
Los sustituyentes en posiciones 3 y 5 presentan átomos  de oxígeno 
carbonilo en posiciones adecuadas para formar anillos quelatos de 6 
miembros. El primer compuesto obtenido con este ligando, 
[Cu(daat)(ClO4)(CH3OH)]2, es un dímero simétrico de cobre(II) con 
actividad nucleolítica (ver Introducción).18 

En este Capítulo se pretende preparar compuestos de Cu(II) a 
partir de una serie de ligandos análogos al 3,5-diacetilamino-1,2,4-
triazol, pero con sustituyentes aromáticos (fenilo o naftilo) para 
estudiar de qué modo la inclusión de estos grupos modifica las 
propiedades biológicas del sistema. 

Por reacción de los ligandos 3-bencilamino-1,2,4-triazol (H2P), 3,5-
di(bencilamino)-1,2,4-triazol (H3diQ) y 3,5-di(naftalencarbonilamino)-
1,2,4-triazol (H3diO) (sintetizados en el Capítulo I) con sales de 
cobre(II), se han aislado tres nuevos compuestos, uno mononuclear 
[Cu(H2P)2(ClO4)2] (1) y dos dinucleares, [Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH 
(2) y [Cu(H3diO)(NO3)]2·2DMSO (3). Se describe aquí su síntesis y su 
caracterización espectroscópica y estructural. A continuación se 
presenta el estudio de interacción y actividad nucleasa de los dos 
compuestos con solubilidad adecuada (1 y 2). Por último, se discuten 
las consecuencias de incluir estos grupos aromáticos en la estructura 
de las metalonucleasas. 
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II.B.2 Síntesis de los compuestos 1-3 

Se han aislado y caracterizadt tres compuestos de cobre(II) a partir 
de los los ligandos 3-bencilamino-1,2,4-triazol (H2P), 3,5-
di(bencilamino)-1,2,4-triazol (H3diQ) y 3,5-di(naftalencarbonilamino)-
1,2,4-triazol (H3diO), respectivamente. Los ligandos se prepararon 
para esta Tesis Doctoral.e La síntesis y caracterización de los mismos se 
describe en la sección I.B.1.2 del Capítulo I. 

II.B.2.1 Síntesis de [Cu(H2P)2(ClO4)2] (1) 

Se disolvieron 0,198 g (1 mmol) de H2P en 40 mL de metanol a 
85˚C en un sistema de reflujo. Sobre esta disolución se añadió gota a 
gota una disolución de 0,189 g (0,5 mmol) de Cu(ClO4)2·6H2O en 10 
mL de metanol. La disolución mezcla, de color azul celeste, se 
mantuvo en agitación durante 15 minutos. A continuación se filtró en 
caliente para eliminar posibles impurezas y se dejó reposar a 
temperatura ambiente en un cristalizador cubierto con Parafilm. (La 
relación de reactivos es, por tanto, H2P/Cu(II) = 1:0,5). Tras 
aproximadamente un mes se observaron cristales prismáticos azules, 
los cuales se filtraron y se lavaron con metanol frío. (Rendimiento 
aproximado de la síntesis: ca. 0,160 g (ca. 50%). Si la filtración se 
efectúa a temperatura ambiente se produce una precipitación en masa 
y se obtiene el mismo compuesto pero en forma de sólido 
microcristalino con un rendimiento mayor. Rendimiento: ca. 0,224 g 
(ca. 70 %). Análisis Elemental (realizado sobre monocristales): 
Calculado para C18H16Cl2CuN8O10 (638,82): C: 33,84; H: 2,52; N: 17,54. 
Encontrado: C: 33,73; H: 2,51; N: 17,29. Datos de FT-IR seleccionados 
(KBr): max(cm−1): [$(O−H) + $(N−H)] 3500b,w, 3274 s; [$(C=O)] 1624-
1610d,s; [%(N−H) + $(C=N)anillo + $(C=N)anillo] 1573m, 1479m, 1371m; 
[$(ClO4)] 1147m-1090vs-1029s; 903m. ESI-MS+ (H2O): 711,1 
{[Cu(H3P)(H2P)(ClO4)2], DMF}+; 686,9 {[Cu(HP)(H2P)], 2DMF}+; 537,8 
[Cu(H2P)2(ClO4)]+. UV-vis (DMF): ca. 650 nm (CuN2O2+O2’). 
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II.B.2.2 Síntesis de [Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) 

A una disolución de 0,371 g (1 mmol) de Cu(ClO4)2·6H2O en 10 mL 
de metanol se le añadieron 0,203 g de ligando H3diQ suspendidos en 
20 mL de metanol, consiguiéndose la completa disolución del ligando 
tras agitación a temperatura ambiente. La disolución resultante, de 
color verde hierba, se filtró para eliminar posibles impurezas y se dejó 
reposar a temperatura ambiente en un cristalizador cubierto con 
Parafilm. Tras aproximadamente 15 días se observaron cristales 
prismáticos de color azul. El estudio de rayos-X de uno de ellos reveló 
que corresponden al compuesto 2. 

Al cabo de dos días, a partir del líquido de filtrado, de color 
también verde, se formaron otros cristales prismáticos, de color 
marrón oscuro y morfología distinta a la de los anteriores. El análisis 
del espectro IR de estos cristales marrones confirmó que se trata de un 
compuesto diferente a 2, pero todavía no se dispone de un estudio de 
rayos-X que confirme la estructura. 

Para evitar obtener mezclas de ambos tipos de cristales, se repitió 
la síntesis inicial y, en cuanto aparecieron los cristales azules, se 
procedió a aislarlos por filtración. Los cristales se lavaron con metanol 
y se dejaron secar a temperatura ambiente.  

Por último, cuando el segundo líquido de filtrado, de color verde 
pálido, estaba próximo a sequedad, se formó un tercer tipo de 
cristales, fusiformes, de color verde. Uno de estos cristales se ha 
sometido ya a estudios de  difracción de rayos-X, el cual ha revelado 
que la estructura corresponde al compuesto [Cu(H2Q)2(ClO4)2]. Este 
compuesto, que contiene el ligando monoacilo 3-amino-5-benzamido-
1,2,4-triazol (H2Q),  no se incluye en el presente trabajo. 

El rendimiento de la síntesis de 2 es, por todo lo anteriormente 
expuesto, bajo (aproximadamente del 5%). La síntesis aquí descrita ha 
podido ser reproducida, al menos, tres veces. Análisis Elemental 
(realizado sobre monocristales azules): Calculado para 
C34H34Cl2Cu2N10O14 (1004,69): C: 40,45; H: 3,41; N: 13,94. Encontrado: 
C: 40,45; H: 3,37; N: 13,98. Datos de FT-IR seleccionados (KBr): max 
(cm−1): [$(O−H) + $(N−H)] 3471b,m, 3300sh; [$(C=O)] 1624sh; 1607s; 
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[%(N−H) + $(C=N)anillo + $(C=C)anillo] 1572vs, 1498-1479d,m, 1396w; 
[$(ClO4)] 1141s, 1121-1090d,s; 898vw. ESI-MS+ (H2O): 1158,9 
{[Cu(H3diQ)(H2diQ)(ClO4)]2,3DMF}+; 1083,2 
{[Cu(H3diQ)(H2diQ)(ClO4)]2,2DMF}+; 836,2 [Cu2(H2diQ)2(ClO4)]+. UV-
vis (DMF): ca. 670 nm (CuN2O2+O’). 

II.B.2.3 Síntesis de [Cu(H3diO)(NO3)]2·2 DMSO (3) 

Se disolvieron 0,407 g (1 mmol) de H3diO en 10 mL de DMSO a 
temperatura ambiente. Sobre esta disolución se añadió gota a gota 
una disolución de 0,484 g (2 mmol) de Cu(NO3)2·3H2O en 25 mL de 
metanol. La disolución mezcla, de color verde, se filtró para eliminar 
posibles impurezas y se dejó reposar a temperatura ambiente en un 
cristalizador cubierto con Parafilm. (La relación de reactivos es, por 
tanto, H3diO/Cu(II) = 1:2). A los dos días aparecieron cristales 
prismáticos, de color verde, válidos para difracción de rayos-X. 

Los cristales se filtraron, se lavaron con metanol y se dejaron secar 
a temperatura ambiente. (Rendimiento aproximado de la síntesis: ca. 
0,860 g (ca. 70%). Análisis Elemental: Calculado para 
C52H46Cu2N12O12S2 (1222,22): C: 51,10; H: 3,72; N: 13,75; S: 5,25. 
Encontrado: C: 51,32; H: 3,72; N: 13,74; S: 5,26. Datos de FT-IR 
seleccionados (KBr): max (cm−1): [$(O−H) + $(N−H)] 3441b,m, 3265sh; 
3058w;[$(C=O)] 1633sh; 1605s; [%(N−H) + $(C=N)anillo + $(C=C)anillo] 
1596vs, 1507w; 1481-1464d,m, 1396w; [$(NO3)] 1385s; 1296m. ESI-MS+ 
(H2O): 1083,5 {[Cu(H2diO)(NO3)]2, H3O+}+; 999,3 
{[Cu(H3diO)(H2diO)(NO3)]}+; 470,0 [Cu(H2diO)]22+. UV-vis (DMF): ca. 
660 nm (CuN2O2+O’). 
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II.B.3 Caracterización de 1-3 

II.B.3.1 Estructura de rayos-X de [Cu(H2P)2(ClO4)2] (1) 

El cristal está constituido por unidades monoméricas discretas 
[Cu(H2P)2(ClO4)2]. En la figura II.7 se muestra la estructura del 
compuesto 1 con la numeración detallada de los átomos. Las 
distancias y ángulos de enlace de interés se presentan en la tabla II.1. 
Los detalles acerca de la toma de datos, resolución y refinamiento de 
la estructura se adjuntan en la sección Anexo III. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura II.7. La unidad mononuclear de 1. 

El ión Cu(II), en el centro de inversión, se encuentra coordinado 
ecuatorialmente a dos ligandos H2P y en posiciones axiales a dos 
aniones perclorato relacionados cristalográficamente. Cada ligando 
H2P actúa como ligando quelato bidentado, uniéndose al catión 
metálico a través del átomo de nitrógeno N(4) triazólico y del átomo 
de oxígeno O(1) del grupo acilamido. Este modo de coordinación ha 
sido previamente observado para el ligando Haat (3-acetilamino-
1,2,4-triazol).1 El cromóforo resultante es, por tanto, CuN2O2+O2’. 

Las distancias ecuatoriales del ión metálico a N(4) y O(1) (1,940 y 
1,963 Å, respectivamente) son del mismo orden que las observadas en 
estructuras similares.63 En posiciones apicales, los aniones perclorato 
se encuentran a una distancia Cu(1)-O(11) de 2,482 Å, que puede 
considerarse de semicoordinación. 
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El anillo quelato, de seis miembros, presenta un ángulo de 
mordida (bite) de 89,63°. El ligando actúa como tal sin 
desprotonación. El tautómero presente en la estructura contiene el 
átomo de hidrógeno sobre N(2). El H2P no es totalmente planar; los 
planos de los anillos triazol y fenilo forman un ángulo diedro de 
10,39°. La inclusión del anillo fenilo hace que se rompa la conjugación 
del ligando. 

El anión perclorato está inclinado sobre el plano basal de 
coordinación, formando  con éste ángulos que oscilan entre 83,81° y 
96,19°. 

Las unidades monoméricas están asociadas mediante fuertes 
enlaces de hidrógeno en las tres dimensiones dando lugar a una 
estructura supramolecular (tabla II.2). Las interacciones de 
apilamiento son muy débiles y sólo se aprecian entre algunos anillos 
fenilo y triazol. 

 

Figura II.8. Red cristalina de 1: enlaces de hidrógeno destacados y algunas 
interacciones de apilamiento. 
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Tabla II.1. Distancias (Å) y ángulos (°) seleccionados para el compuesto 
[Cu(H2P)2(ClO4)2] (1) con las esds entre paréntesis. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 Código de simetría: (#1) –x, -y+1, -z+1 

 

Tabla II.2. Enlaces de hidrógeno para el compuesto [Cu(H2P)2(ClO4)2] (1) con las esds 
entre paréntesis. 

 Código de simetría: (#) –x, -y, -z  (#2) –x, -y, -z+1 

 

 

 

 

 

 

  
Cu(1)-N(4) 1,940(2) 
Cu(1)-O(1) 1,963(2) 
Cu(1)-O(11) 2,482(2) 
  
N(4)#1-Cu(1)-O(1)#1 89,63(10) 
N(4)-Cu(1)-O(11) 91,27(10) 
O(1)-Cu(1)-O(11) 96,19(10) 
N(4)-Cu(1)-O(1)#1 90,37(10) 
N(4)-Cu(1)-N(4)#1 180,00 
O(1)-Cu(1)-O(1)#1 180,00 
O(11)-Cu(1)-O(11)#1 180,00 

  

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) < (DHA) 

     
N(2)-H(2)…N(1)#1 0,860(3) 2,463(3) 2,959(4) 117,44(21) 
N(2)#1-H(2)#1…N(1) 0,860(3) 2,463(3) 2,959(4) 117,44(21) 
O(14)…H(3)-N(3)#2 0,889(3) 2,075(3) 2,949(4) 167,55(20) 
O(14)…H(2)-N(2) 0,860(3) 2,213(4) 3,036(5) 160,21(22) 
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II.B.3.2 Estructura de rayos-X de [Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) 
y de [Cu(H2diO)(NO3)]2·2DMSO (3) 

Los complejos 2 y 3 están constituidos por las unidades diméricas 
discretas [Cu(H2diQ)(ClO4)]2 y [Cu(H2diO)(NO3)]2, respectivamente, 
más dos moléculas de disolvente de cristalización (metanol en 2; 
dimetilsulfóxido en 3). Las figuras II.9 y II.10 muestran la estructura 
cristalina de cada unidad y el etiquetado de los átomos. En la 
estructura del compuesto 3 uno de los grupos naftaleno se encuentra 
desordenado; en la figura II.10 se visualiza sólo una de las dos 
posiciones de los átomos de dicho naftaleno para mayor claridad. Las 
distancias y ángulos de enlace seleccionados, en relación al entorno 
del Cu(II), se recogen conjuntamente en la tabla II.3. Los detalles 
acerca de la toma de datos, resolución y refinamiento de las 
estructuras se adjuntan en la sección Anexo III. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.9. La unidad dimérica de 2 (incluye una molécula de metanol de 
cristalización). 

En ambos compuestos la unidad dinuclear presenta un centro de 
inversión en el punto medio del vector Cu!!!Cu’. Los dos átomos de 
cobre están unidos a través de dos ligandos puente N1,N2-1,2,4-
triazolato. Los dos ligandos se encuentran desprotonados por pérdida 
del hidrógeno N-H del anillo triazol. En el complejo 2 la distancia Cu-
Cu’ es de 3,891(2) Å; en el compuesto 3 es de 3,845(2) Å. Ambas 
distancias son comparables a la encontrada en el compuesto análogo 
[Cu(daat)(NO3)(H2O)]2 (Hdaat = 3,5-diacetilamino-1,2,4-triazol).62 
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Figura II.10. La unidad dimérica de 3 con las dos moléculas de DMSO de 
cristalización. 

Tanto en 2 como en 3 los iones Cu(II) de cada unidad dimérica 
presentan un entorno pentacoordinado en forma de pirámide de base 
cuadrada, con índices de trigonalidad de Addison y col. próximos a 0 
[" = 0,008 (2), " = 0,040 (3)].62 En ambos complejos los ligandos 
[H2diQ" (2), H2diO" (3)]actúan como quelato bidentado respecto a 
cada Cu(II) a través de los átomos de nitrógeno triazol [N(1), N(2)] y 
de los átomos de oxígeno carbonilo [O(1), O(2)]. Los dos complejos 
presentan las cuatro distancias ecuatoriales (2 Cu-N y 2 Cu-O) 
similares [dpromedio Cu-N = 1,938(2) Å, Cu-O = 1,957(2) Å (2); dpromedio 
Cu-N = 1,942(2) Å, Cu-O = 1,951(2) Å (3)]. Las posiciones axiales están 
ocupadas a distancias de semicoordinación por un átomo de oxígeno 
de un anión perclorato [Cu(1)-O(31) = 2,429(2) Å (2)], o por un átomo 
de oxígeno de un anión nitrato [Cu(1)-O(61) = 2,355(2) Å (3)]. 

En cuanto a los ángulos de coordinación, tanto los ecuatoriales 
como los axiales se desvían significativamente del ángulo ideal de 90°, 
oscilando entre 82,43 y 101,86° (2), y entre 83,46 y 101,16° (3). 

De relevancia para las propiedades magnéticas, el sistema puente 
Cu-(N-N)2-Cu’ es planar en ambos casos, al igual que en los dímeros 
análogos con doble puente triazol recogidos por Slangen y col.57 y 
Ferrer y col.62 Se observa que los dos ángulos Cu-N(1)-N(2) del 
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puente son similares tanto en 2 (130, 130°) como en 3 (128, 130°). Es 
decir, el sistema puente es simétrico. Los dos pares de ángulos son 
comparables a los que  presenta el compuesto relacionado 
[Cu(daat)(NO3)(H2O)]2 (128, 129°);62 los ángulos N(1)-Cu-N(2) son 
también similares [100° (2), 101° (3)] al dímero anterior de referencia 
(103°). 

La principal diferencia entre los complejos 2 y 3, aparte de los 
oxoaniones apicales, estriba en que 2 es casi planar mientras que en 3 
los planos de los grupos naftaleno están claramente desplazados del 
plano formado por los dos anillos triazol y los dos átomos de cobre. 
Así, en el complejo 2 el ángulo diedro formado por el plano [trz-Cu-
Cu’-trz’] y el plano de cada grupo fenilo es ca. 5 ó 7°, mientras que 
para el compuesto 3 el plano [trz-Cu-Cu’-trz’] y el plano de cada 
grupo naftaleno forman ángulos diedros de ca. 25 ó 37° (Figura II.11). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 
 

 

Figura II.11. Vista en perspectiva de la unidad dimérica de 3 mostrando la no 
planaridad del ligando (sustituyentes naftaleno inclinados con respecto al plano de su 
triazol en sentido opuesto). 
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Tabla II.3. Distancias (Å) y ángulos (°) seleccionados para los compuestos 
[Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) y [Cu(H2diO)(NO3)]2·2DMSO (3) con las esds entre 
paréntesis. 

Código de simetría: (#1) -x, -y, -z 

2  3  
    
Cu(1)!!!Cu(1)#1 3,891(2) Cu(1)!!!Cu(1)#1 3,845(2) 
Cu(1)-N(1) 1,935(2) Cu(1)-N(2) 1,9416(15) 
Cu(1)-O(2) 1,960(2) Cu(1)-O(1) 1,9439(13) 
Cu(1)-O(1)#1 1,953(2) Cu(1)-O(2)#1 1,9589(13) 
Cu(1)-N(2)#1 1,940(2) Cu(1)-N(1)#1 1,9424(15) 
Cu(1)-O(31) 2,429(2) Cu(1)-O(61) 2,3547(14) 
    
N(1)-Cu(1)-O(2) 88,57(9) N(2)-Cu(1)-O(1) 88,36(6) 
N(1)-Cu(1)-N(2)#1 99,46(9) N(2)-Cu(1)-N(1)#1 101,16(6) 
N(1)-Cu(1)-O(1)#1 169,39(9) N(2)-Cu(1)-O(2)#1 165,53(6) 
N(1)-Cu(1)-O(31) 101,86(9) N(2)-Cu(1)-O(61) 107,15(6) 
O(2)-Cu(1)-N(2)#1 169,00(9) O(1)-Cu(1)-N(1)#1 168,19(6) 
O(2)-Cu(1)-O(1)#1 82,43(9) O(1)-Cu(1)-O(2)#1 83,46(5) 
O(2)-Cu(1)-O(31) 99,26(9) O(1)-Cu(1)-O(61) 93,19(5) 
N(2)#1-Cu(1)-O(1)#1 88,78(9) N(1)#1-Cu(1)-O(2)#1 85,74(6) 
N(2)#1-Cu(1)-O(31) 86,53(9) N(1)#1-Cu(1)-O(61) 90,67(6) 
O(1)-Cu(1)-O(31) 85,20(9) O(2)#1-Cu(1)-O(61) 85,28(5) 
Cu(1)-N(1)-N(2) 130,19(9) Cu(1)-N(2)-N(1) 128,35(6) 
Cu(1)-N(2)#1-N(1)#1 129,81(9) Cu(1)-N(1)#1-N(2)#1 130,00(6) 
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En el compuesto 2, el análisis de la red de enlaces de hidrógeno 
muestra que la estructura cristalina está constituida en realidad por 
cadenas de dímeros (figura II.12). En la cadena, la unión entre 
unidades diméricas se realiza a través de los enlaces de hidrógeno 
N(3)…O(33)# y N(3)#...O(33), siendo O(33) un átomo de oxígeno del 
perclorato. Cada molécula de metanol se enlaza a uno de los dos 
ligandos del dímero mediante dos enlaces de hidrógeno. La figura 
II.12 muestra también algunas de las interacciones de apilamiento, 
muy débiles, que se establecen entre unidades de dos cadenas 
diferentes. 

 

 
Figura II.12. Fragmento de una cadena de 2 con las moléculas de metanol de 
cristalización y las conexiones entre unidades diméricas por enlaces de hidrógeno. 
También se muestran interacciones de apilamiento entre anillos de dos unidades de 
cadenas diferentes. 

 

Tabla II.4. Enlaces de hidrógeno seleccionados para el compuesto 
[Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) con las esds entre paréntesis. 

 

 

 
 
 

 
 

Código de simetría: (#) –x, -y, -z 

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) < (DHA) 

     
N(3)-H(3)…O(33)# 0,843(19) 2,106(19) 2,890(2) 154,46(2) 
N(5)-H(5)…O(7)# 0,899(19) 1,940(19) 2,767(2) 152,16(2) 
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La red cristalina del compuesto 3 está también formada por cadenas 
(figura II.13). De forma análoga a la estructura anterior, la conexión 
entre las unidades de la cadena se produce por enlaces de hidrógeno 
N(3)!!!O(61)# y N(3)#!!!O(61), siendo O(61) uno de los oxígenos del 
nitrato. Las moléculas de DMSO de cristalización interaccionan con la 
unidad dimérica a través de un fuerte enlace de hidrógeno que se 
establece entre el oxígeno O(98) del DMSO y el nitrógeno amido N(5) 
de uno de los dos ligandos. La figura II.13 muestra una vista de una 
de las cadenas (plano ac). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura II.13. Fragmento de una cadena de 3 con las moléculas de DMSO de 
cristalización y las conexiones entre unidades diméricas por enlaces de hidrógeno. Se 
muestra también el desorden de uno de los grupos naftaleno. 

 

Tabla II.5. Enlaces de hidrógeno para el compuesto [Cu(H2diO)(NO3)]2·2DMSO (3) 
con las esds entre paréntesis. 

 

 

 

 

 

Código de simetría: (#) -x,-y,-z. 

 

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) < (DHA) 

     
N(3)-H(3)…O(61)# 0,840(19) 2,19(2) 2,995(2) 159,5(18) 
N(5)-H(5)…O(98)# 0,790(18) 1,952(18) 2,739(2) 174,9(19) 
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II.B.3.3 Espectroscopia infrarroja 

En la tabla II.6 se muestran las bandas IR más significativas de los 
complejos de los ligandos acilo (H2P, H3diQ y H3diO). Se incluyen 
también las bandas de los correspondientes ligandos, ya descritas 
previamente, para facilitar la comparación (ver figuras de los 
espectros en el Anexo I).  

En la región 3500-3000 cm-1 todos los complejos exhiben bandas de 
diferente intensidad atribuibles a las vibraciones $(N-H)NH +/o $(arC-
H) (ver asignaciones en la tabla II.6). El complejo 2 presenta una 
banda ancha de intensidad media a 3471 cm-1 que debe incluir las 
vibraciones de tensión $(O-H) del metanol de cristalización. 
Finalmente, cabe mencionar que para el compuesto 3 se observa una 
señal débil aunque claramente definida a 2919 cm-1, asignable al 
modo $(Csp3-H) del DMSO de cristalización 

En relación a las bandas con mayor valor diagnóstico, en el 
espectro del complejo 1 se observa un desplazamiento significativo de 
las señales de carbonilo y de triazol en relación a las del ligando H2P 
(ca. # # - 40 cm-1  y # # -25 cm-1, respectivamente). Este hecho estaría 
de acuerdo con la coordinación a través del oxígeno del carbonilo y 
del nitrógeno N(4) del triazol. Puesto que el ligando no se encuentra 
desprotonado, estos cambios en las vibraciones estarían relacionados 
con el cambio en el sistema de conjugación del ligando, casi planar, al 
producirse la interacción con el metal.  

Por otra parte, los dos dímeros, 2 y 3, presentan patrones de IR 
similares. En ambos casos se observan desplazamientos importantes 
de las bandas de amida I [$(C=O)] y del triazol, como cabría esperar 
por la coordinación de los ligandos a través de los dos átomos de 
oxígeno de los carbonilos y de los dos átomos de nitrógeno del puente 
N(1)-N(2) diazínico del triazol. Los cambios son aquí más acusados 
que en el compuesto 1, como cabría esperar de la mayor denticidad de 
los anillos triazol y de que éstos se presentan desprotonados por la 
pérdida de su protón N-H ácido (ver estructuras en sección anterior). 
Desplazamientos de este orden ya se han descrito para el compuesto 
análogo [Cu(daat)(NO3)2].62 
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Tabla II.6. Asignación de bandas IR para los complejos de los ligandos acilo: [Cu(H2P)2(ClO4)2] (1),                    
[Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) y [Cu(H2diO)(NO3)]2·2DMSO (3), así como para los respectivos ligandos.* 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
 

* vs: muy fuerte; s: fuerte; m: media; w: débil; vw: muy débil; d: doblete; b: ancha; sh: hombro; !asym: vib. tensión asimétrica; !sym: vib. 
tensión simétrica; 
a banda estructurada; 
b también observadas: 2919 w, 1020 m / cm-1, asignadas a !(Csp3-H) y !(S=O), respectivamente, del DMSO de cristalización. 

 

 
 

max / cm-1 

Compuesto 
[!(O-H) +/o 
!(N-H)NH +/o NH2  +/o 
!(arC-H)] 

!(C=O) 
["(N-H)NH +/o NH2 + !(C=N)anillo 
+ !(C=C)anillo] 

!  (anion) 

H2P 3472-3430 b, m; 3273 s 1662 s 1598 s; 1554 m; 1486 m -- 

Comp. 1 3500 b, w; 3274 s 1624-1610 d, s 1573 m; 1479 m; 1371 m 
!3: 1147 m-1090 vs-1029 sa 
!4: 903 m 

     

H3diQ 3441 s; 3298 m; 3102 w 1698-1669 d, s 
1634 w; 1586 vs; 1533 w;         
1423 w; 1370-1327 d, s 

-- 

Comp. 2 3471 b, m; 3300 sh 1624 sh; 1607 s 1572 vs; 1498-1479 d, m; 1396 w 
!3: 1141s-1121-1090d,s; 1053 sa 
!4: 898 vw 

     

H3diO 3441 s; 3298 m; 3102 w 1698-1669 d, s 
1634 w; 1586 vs; 1533 w;       
1423 w; 1370-1327 d, s 

-- 

Comp. 3 3441 b, m; 3265 sh; 3058 wb 1633 sh; 1605 s 1596 vs; 1507 w; 1481-1464 d, m 
! (NO2)asym:  1385 s 
! (NO2)sym:  1296 m 
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En cuanto a los aniones, en el complejo 1 las bandas características 
del ligando ClO4

–, muy parecidas a las del perclorato iónico,64 
sugieren coordinación monodentada y débil del anión, como se 
confirma a través de la estructura cristalina. En el complejo 2 se 
aprecia una banda ancha y estructurada correspondiente a la 
vibración !3 del perclorato. Esta señal aparece a valores de  muy 
similares a los del perclorato del complejo 1, sugiriendo que la forma 
de coordinación debe ser comparable. Las respectivas estructuras 
cristalinas muestran de hecho que las distancias Cu(II)-OClO3 son 
prácticamente iguales (en torno a 2,4 Å) para ambos complejos. En el 
dímero 3 las bandas correspondiente al nitrato, observadas a 1385 y 
1296 cm-1, se atribuyen a los modos !(NO2)asym y !(NO2)sym, 

respectivamente. Estos valores están también muy próximos a los de 
la sal iónica64 y reflejarían una semicoordinación (distancia 
experimental Cu(II)-ONO2 = 2,43 Å). 

Por último, cabe reseñar que en el complejo 2 la banda a 1607 cm-1 
debe también contener la vibración "(O-H) del metanol de 
cristalización. En el complejo 3 las bandas a 2919 y 1020 cm-1 se 
atribuyen al DMSO de cristalización, y se asignan a las vibraciones 
!(Csp3-H) y !(S=O), respectivamente. 

II.B.3.3 Propiedades magnéticas de 2 y 3 

La figura III.14 muestra el comportamiento magnético de 2 y 3 en 
la forma de #MT/#M vs T, siendo #M la susceptibilidad magnética por 
cada dos iones Cu(II). Los detalles de las medidas se indican en la 
sección experimental de este Capítulo. 

Los valores de #MT a 300 K son 0.71 (2)/ 0.70 (3) cm3 K mol-1 por 
dos Cu(II) [0.36 (2)/ 0.35 (3) cm3 K mol-1 (3) por cada Cu(II)], 
respectivamente. En ambos compuestos, al bajar la temperatura #MT 
decrece contínuamente aproximándose a cero a alrededor de 18K. La 
curva de #M presenta un máximo a aproximadamente 75 (2) / 70 (3) 
K. Este comportamiento es característico de una interacción 
antiferromagnética entre los dos Cu(II), con un estado basal singlete. 
En el caso del compuesto 3 a temperaturas por debajo de 18 K se 
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observa una cola que sugiere la presencia de una impureza 
mononuclear paramagnética. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figuras II.14. Curvas de #MT/#M vs T para 2 (izquierda) y 3 (derecha) (#M es la 
susceptibilidad magnética por unidad dinuclear). 

Los datos magnéticos se han interpretado, teniendo en cuenta la 
naturaleza dinuclear del complejo, con el Hamiltoniano de espín: 

H = -J S1S2     (ec. II.1) 

Partiendo de este Hamiltoniano, el comportamiento magnético del 
compuesto 3 puede ser descrito mediante la siguiente ecuación de 
Bleaney-Bowers en la que se ha introducido un término adicional 
para tener en cuenta la impureza paramagnética [de un posible 
compuesto mononuclear de Cu(II)], y poder conseguir así un ajuste 
satisfactorio a temperaturas bajas (ecuación II.2):65,66 

 

(ec. II.2) 

 

en la que todos los términos tienen su significado habitual y ! es el 
porcentaje de impureza mononuclear paramagnética. 

Del ajuste de los datos y asumiendo que los factores g son todos 
idénticos, se obtiene que: 
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g = 2,07 y J = –83.6 cm$1 (2) 

g = 2,06 y J = –81.8 cm$1, % = 1.2% (3) 

Los valores de J de los dímeros 2 y 3, análogos, se encuentran en el 
rango medio de los valores descritos para compuestos con doble 
puente triazol de la bibliografía.62 Además, estos valores comparan 
bien con los obtenidos para el compuesto [Cu(daat)(NO3)(H2O)]2,18,62 
como cabía esperar por la similitud del sistema puente. 

Se han registrado los espectros EPR sobre muestras policristalinas 
de los compuestos 2 y 3 a varias temperaturas. No se incluyen aquí 
porque debido a su complejidad requieren un estudio detallado que 
excede el objeto de este trabajo. 
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II.B.4 Estudio de interacción con el ADN de 1 y 2 

Las técnicas ensayadas en este apartado van orientadas a 
establecer el tipo de interacción que tiene lugar entre ADN y el 
compuesto. Una combinación racional de métodos puede ayudar a 
determinar el mecanismo molecular de la unión, a establecer 
relaciones estructura-actividad y, en última instancia, a diseñar de 
forma racional nuevos agentes.67–69 

Los estudios de interacción que se van a describir se han llevado a 
cabo para los complejos 1 y 2. Con el complejo 3 no se pudieron 
realizar debido a los problemas de solubilidad que presenta este 
compuesto en agua. 

Los estudios sobre 1 se han realizado en disolución acuosa, con 
tampón cacodilato y un 5% de DMF. En el caso de 2, por problemas 
de solubilidad, se ha utilizado el tampón PIPES y un 15% de DMF. 
Nótese que el dímero análogo de la bibliografía, 
[Cu(daat)(ClO4)(CH3OH)]2 (Hdaat = 3,5-diacetilamino-1,2,4-triazol), 
pudo ensayarse en medio 100% acuoso.18 Se confirma así que la 
sustitución de un metilo por un fenilo o por un naftilo reduce 
progresivamente la solubilidad no sólo del ligando sino del complejo 
resultante. 

La estabilidad de los complejos 1 y 2 en disolución fue ensayada 
por espectrometría de masas-electrospray en modo positivo (ESI-
MS+), utilizando la mezcla disolvente de los ensayos bioinorgánicos. 

En el espectro de masas del complejo [Cu(H2P)2(ClO4)2] (1) se 
identifican tres señales con m/z = 711,1; 686,9 (pico base) y 537,8, que 
se atribuyen a las especies {[Cu(H3P)(H2P)(ClO4)2], DMF}+, 
{[Cu(H2P)(HP)], 2DMF}+ y [Cu(H2P)2(ClO4)]+, respectivamente. 

El complejo [Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) presenta tres señales 
a m/z= 1158,9; 1083,2 y 836,2, correspondientes a 
{[Cu(H3diQ)(H2diQ)(ClO4)]2, 3 DMF}+, {[Cu(H3diQ)(H2diQ)(ClO4)]2, 2 
DMF}+ y [Cu2(H2diQ)2(ClO4)]+, respectivamente. También se observa 
una señal a m/z= 370,1, que se asigna a la especie [Cu(H2diQ)]22+. 

Estos resultados confirman que ambos complejos permanecen 
estables en disolución.  



Capítulo II  
 
 

 160 

II.B.4.1 Espectroscopia de fluorescencia 

La experiencia consiste en registrar los espectros de emisión del 
aducto CT ADN-EB en presencia de distintas concentraciones de 
complejo, y determinar los cambios que se producen en el máximo de 
intensidad de emisión, siguiendo el procedimiento que se describe en 
la sección 1.3.1.1 de la Introducción general y en la sección 
experimental de este Capítulo. 

Antes de realizar la experienca se ensayaron las siguientes 
disoluciones control en las mismas condiciones que las disoluciones 
problema: disolución de complejo; disolución de complejo + CT ADN; 
disolución de complejo + EB (sin CT ADN). Las dos primeras no 
mostraron fluorescencia apreciable y la tercera no mostró cambios en 
relación a la disolución de EB (sin complejo). 

En las figuras II.13 y II.14 se presentan los espectros de emisión del 
aducto ADN-EB obtenidos en ausencia y presencia de diversas 
concentraciones de complejo (0-50 !M). Se incluyen también los 
gráficos de Stern-Volmer, en los que se representa el cociente IF0/IF 
frente a concentración de complejo, siendo IF0 e IF el máximo de 
intensidad de emisión en ausencia y en presencia de complejo, 
respectivamente. 

Los dos complejos estudiados presentan un patrón común: 
disminuyen la intensidad del máximo de emisión del aducto ADN-EB 
al aumentar la concentración de complejo. Este comportamiento es el 
habitual en compuestos que interaccionan con el ADN.70,71 

Con el fin de semi-cuantificar las observaciones anteriores, se 
calculó la constante de desactivación, Ksv, por medio de las 
representaciones de Stern-Volmer que se muestran en el interior de 
las figuras II.13 y II.14. Los dos complejos presentan gráficas de Stern-
Volmer lineales, ajustándose bien su comportamiento a la ecuación:  

IF0/IF = 1 + Ksv [Q]    (ec. II.3) 

Los resultados sugieren que los complejos desactivan el aducto 
ADN-EB mediante un proceso dinámico.72 En la tabla II.7 se muestran 
los valores Ksv obtenidos. 
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Tabla II.7. Constantes para los complejos 1 y 2. 

Complejo Ksv (x103 M-1) Kapp (x106 M-1) 

1 6,2 3,1 

2 3,1 1,6 
 

También se calculó la constante de unión aparente definida por la 
expresión: 

KEB x [EB] = Kapp [complejo]   (ec. II.4) 

donde: KEB = 1.0 x 10$7 M-1; [EB] = 50 !M y [complejo] = C50 = 
concentración de complejo a la cual IF0/IF = 2. 

Los valores de Ksv y Kapp para 1 y 2 son del mismo orden que los 
descritos para otros complejos de Cu(II) de la bibliografía que 
interaccionan con el ADN.73 
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Figura II.13. Espectro de emisión del bromuro de etidio y CT ADN en ausencia (línea 
discontinua) y en presencia (línea continua) de 1. [CT ADN] = [EB] = 50 µM en 
tampón cacodilato 0,1 M (pH = 6,0) conteniendo un 5% DMF. Inset: Representación de 
Stern-Volmer de la relación de intensidades (I0/I) en ausencia (I0) y presencia de 
complejo (I) frente a la concentración de 1 [ajuste lineal: y = 0,977 + 0,007x (R2= 0,968)]. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura II.14. Espectro de emisión del bromuro de etidio y CT ADN en ausencia (línea 
discontinua) y en presencia (línea continua) de 2. [CT ADN] = [EB] = 50 µM en la 
disolución mezcla (pH = 6,4): 25% tampón PIPES 5mM + 15% DMF + 60 %H2O. Inset: 
Representación de Stern-Volmer de la relación de intensidades (I0/I) en ausencia (I0) y 
presencia de complejo (I) frente a la concentración de 2 [ajuste lineal: y = 1,009 + 0,003x 
(R2= 0,987)]. 
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II.B.4.2 Temperatura de fusión del ADN 

El experimento consiste en registrar la absorbancia a 260 nm de 
una disolución de CT ADN-compuesto que contiene una 
concentración fija de ADN y una concentración variable de complejo, 
en el rango de temperaturas 25-90 ºC, tal y como se describe en la 
sección 1.3.1.2 de la Introducción general y en la sección experimental 
de este Capítulo. 

Las curvas de temperatura de fusión experimentales son 
habitualmente sigmoides. A temperaturas bajas aparece el estado 
nativo del ADN. En la zona de inflexión de la absorbancia se produce 
la transición de ADN nativo a ADN desnaturalizado, por rotura de 
los enlaces de hidrógeno. El máximo de absorbancia a altas 
temperaturas corresponde al estado desnaturalizado del ADN. El Tm 
se obtiene a partir del punto de inflexión (50% doble hebra- 50% 
hebra sencilla). Con estos datos se calcula el valor de !Tm [!Tm = 
Tm[CT ADN-complejo] – T0m].  

En la figuras II.15 se presenta la curva de temperatura de fusión 
para el CT ADN en presencia de 1. Se ha restado la absorbancia del 
complejo a 260 nm (por ello se representan absorbancias normalizadas). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.15. Curvas de temperatura de fusión del CT ADN (100 !M) en ausencia 
(negro) y en presencia de 1 (25 !M, azul) en tampón fosfato 1 mM, NaCl 2 mM (pH = 
7,2) conteniendo un 5% DMF. Leyenda: relación [ADN]/[complejo 1]. 
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Para la relación [ADN]/[complejo 1] = 4 se obtiene un valor de 
!Tm de 9,6 °C, que puede considerarse medio para compuestos que 
interaccionan con el ADN.74,75 La disminución de la absorbancia a 
temperaturas altas en presencia del compuesto se ha observado para 
otros complejos de cobre(II) (ver más adelante, apartado II.E.4). 

No se incluye aquí el estudio de Tm de los dos compuestos dímeros 
2 y 3 porque durante el proceso de calentamiento se observó turbidez 
para todas las relaciones [ADN]/[complejo] ensayadas. 

II.B.4.3 Viscosimetría 

Las medidas hidrodinámicas son sensibles a los cambios de 
longitud del ADN; por ello, constituyen uno de los métodos más 
decisivos y menos ambiguos para estudiar la forma de unión de las 
moléculas al ADN en disolución.76,77 

La técnica de determinación de la viscosidad del ADN consiste en 
medir el tiempo de elución de una disolución CT ADN en presencia 
de distintas concentraciones de complejo. La experiencia se realizó 
según se detalla en la sección 1.3.1.3 de la Introducción general y se 
detalla en la sección experimental de este Capítulo.  

Los resultados se muestran como una representación gráfica de 
("/"0)1/3 frente al cociente: [complejo]/[CT ADN]. Los resultados 
para ambos compuestos se incluyen en la figura II.16. Las líneas con 
trazos discontinuos son guías de tendencia. 

Una observación de la tendencia en la variación de la viscosidad 
relativa muestra que el compuesto mononuclear 1 no produce 
cambios significativos; por tanto, se puede concluir que no intercala. 
La variación correspondiente al compuesto 2 corresponde a una 
intercalación clásica, con un aumento lineal significativo de la 
viscosidad relativa (de 1 a 1,21 para relaciones de [complejo]/[ADN] 
= 0,2). Como dato de referencia, se puede mencionar que un 
intercalante clásico como el bromuro de etidio mostró un cambio de 
viscosidad de 1 a 1,17 para relaciones de 0,2 (aunque en un ensayo 
efectuado en condiciones distintas a las de este trabajo).76,77 La 
capacidad intercalante del compuesto 2 se puede explicar por la 
planaridad de la estructura y la presencia de los anillos de fenilo. 
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Figura II.16. Ensayo de viscosidad para 1 y 2. [CT ADN] = 50 µM en presencia de 
1, 3, 5, 7 y 10 µM de compuesto [1: en tampón cacodilato 0,1 M (pH = 6,0) 
conteniendo un 5% DMF; 2: en la disolución mezcla (pH = 6,4): 25% tampón PIPES 
5mM + 15% DMF + 60 %H2O. 

II.B.4.4 Resumen estudios de interacción 

Las conclusiones de los resultados de interacción, limitadas por los 
problemas de solubilidad, se detallan a continuación: 

El compuesto mononuclear 1 presenta una KSV (6,2 x 103 M-1) y un 
&Tm (' 9 ºC) medios y, según el ensayo de viscosimetría, no intercala. 
Por tanto, la interacción con el CT ADN debe producirse a través de 
los surcos. El compuesto mononuclear 1 contiene varias átomos 
formadores de enlaces de hidrógeno (un grupo amino del guanazol 
no está sustituido) y prefiere asociarse a las bases de esta forma a 
establecer otro tipo de interacción. 

El dímero 2 presenta una eficacia de desactivación del estado 
excitado del aducto CT ADN-EB baja (KSV = 3,1 x 103 M-1) pero 
produce una intercalación clásica importante. Jenkins, en el 
monográfico “Drug-ADN interaction protocols”,78 tras determinar los 
valores de C50 para varias especies concluye que los intercalantes 
clásicos presentan valores mucho más altos que las moléculas que 
enlazan a los surcos, y explica estos resultados por la diferente 
cinética de los mecanismos de intercalación (más lentos) y de 
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interacción por los surcos (más rápidos).79,80 El compuesto 2 
presentaría un comportamiento de este tipo. Su estructura es 
básicamente planar (tras la pérdida de los aniones axiales) y presenta 
cuatro grupos fenilo que permitirían interacciones de apilamiento (#-
stacking) con las bases. 

Como ya se ha indicado, no se ha podido realizar ningún ensayo 
de interacción con el compuesto 3 debido a problemas de solubilidad 
en disolución acuosa, provocados por la presencia de los grupos 
naftaleno. 

II.B.5 Estudio de actividad nucleasa mediante electroforesis 
en gel de agarosa de 1 y 2 

La técnica de electroforesis en gel de agarosa se ha utilizado en 
nuestros ensayos para observar la digestión del ADN por diferentes 
concentraciones de complejo. Estas electroforesis en gel de agarosa se 
efectuaron según el protocolo general descrito en la sección 1.3.2 de la 
Introducción general y en la sección experimental de este Capítulo. 

Los ensayos de actividad del complejo 1 se realizaron con tampón 
cacodilato 0,1 M (pH=6,0), con 5% de DMF y usando como reductor el 
par ascorbato/H2O2 25x (12,5x ascorbato + 12,5x H2O2).  

La figura II.17 muestra que, en estas condiciones, el ligando H2P 
no es capaz de cortar el ADN por sí mismo ni en ausencia ni en 
presencia de agente activante. Asimismo, el complejo 1 no presenta 
ninguna actividad nucleasa si no se adiciona agente reductor. 
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Figura II.17. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 ADN (37,5 !M) 
producido por CuCl2, H2P y el compuesto 1, en presencia de ascorbato/H2O2 (25x de 
exceso), incubado en tampón cacodilato (0,1 M, pH = 6,0) conteniendo un 5% DMF 
durante 1 h a 37 ºC. M corresponde al marcador y C corresponde a los controles de 
ADN. 

El compuesto 1 comienza a degradar el ADN a partir de 
concentraciones 25 !M y en presencia de una concentración de 
reductor 25x, pero la escisión es sólo significativa a partir de 
concentraciones altas (35-40 !M). A concentración 40 !M (carrera 13) 
el compuesto presenta mayor actividad nucleasa que la sal de cobre 
(carrera 5). Sin embargo, como todavía no se observa una cantidad 
apreciable de forma lineal, hay que concluir que la capacidad 
nucleasa del compuesto es mínima y no procede continuar con el 
estudio de inhibidores. 

Los estudios de interacción de 1 con el ADN indicaban una 
interacción por los surcos de la doble hélice (sección II.B.4). La casi 
ausencia de actividad nucleasa mostrada en los ensayos de 
electroforesis podría estar relacionada con la gran estabilidad del 
complejo, que no favorecería el ciclo redox requerido para el 
mecanismo oxidativo.81 

Debido a problemas de precipitación con tampón cacodilato, para 
el compuesto 2 se ensayaron otros sistemas tampón: Tris-HCl (pH = 
7,1), MOPS (pH=7,0), fosfato (pH=7,2) y PIPES (pH=6,4). El 
compuesto pudo finalmente solubilizarse en la mezcla siguiente: 15% 
DMF + 60% H2O + 25% PIPES 5mM, con un pH final de 6,4. Los 
ensayos de actividad nucleasa se realizaron en estas condiciones, y 
utilizando como reductor ascorbato o la mezcla ascorbato/H2O2 a 
300x en ambos casos. 

 
        1             2            3           4            5           6            7           8            9          10          11          12          13 

  M                 C                 CuCl2            L                                           1                                        ! 
       (-)     (+)             25x           25x        (-)                                     25x                               Asc/H2O2 

      20        40        40        40        15        20        25        30        35        40  (µM) 
 

 
  1               2          3           4            5            6            7           8            9          10          11          12          13 
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De la figura II.18a se deriva que, como en los casos anteriores, el 
ligando H3diQ no es capaz de cortar el ADN ni en ausencia ni en 
presencia de agente activante. De la misma forma, el complejo 2 no 
manifiesta ninguna actividad nucleasa en ausencia de agente 
reductor. 

 

 
 
 

 

 

 
 
 
 

Figura II.18a. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 ADN (37,5 !M) 
producido por H3diQ y el compuesto 2, en ausencia de agente activante, incubado en 
la mezcla 15% DMF + 60% H2O + 25% PIPES 5mM (con un pH final de 6,4) durante 1 
h a 37 ºC. C corresponde a los controles de ADN. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura II.18b. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 ADN (37,5 !M) 
producido por CuSO4, H3diQ y el compuesto 2, en presencia de ascorbato/H2O2 (300x 
de exceso), incubado en la mezcla 15% DMF + 60% H2O + 25% PIPES 5mM (con un 
pH final de 6,4) durante 1 h a 37 ºC. C corresponde a los controles de ADN. 

El compuesto 2 empieza a mostrar ligera actividad nuclesa a 
concentraciones 20 !M (figura II.18b, carrera 11) y, actividad nuclesa 
significativa a concentraciones 30 !M (carrera 13); en ambos casos, en 
presencia de concentraciones elevadas de la mezcla de reductores 
(ascorbato/H2O2, 300x). Cuando se utiliza como reductor sólo el 
ascorbato no se observa ninguna actividad nucleasa (carreras 7-10). 

 
    1           2           3           4           5           6           7           8           9          10         11         12         13         14 

 
    1            2            3           4            5           6 

   M              C                L                  2       !        
               (-)        (-)        (-)         (-)        (-)    Asc 
     50         50        50    (µM) 

            C                              CuSO4                                                          2                                            ! 
                                300x                                               300x                "         Asc 
    (-)       (+)                                 300x                                                                        300x                "Asc/H2O2 

             15        30       15       30        20       25       30        35       20       25       30        35    (µM) 
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Por otra parte, una comparación de las carreras 6 y 13 indica que la 
capacidad de escisión del ADN del complejo es prácticamente la 
misma que la de la sal de cobre, a pesar de que se trata de un dímero 
y de que, por tanto, contiene doble concentración de iones cobre. 
Dada la limitada actividad nucleasa de 2, no se ha considerado de 
interés el subsiguiente estudio de inhibidores.  

La escasa actividad del complejo 2 podría estar relacionada, como 
se argumentó para el complejo 1, con la gran estabilidad del complejo, 
que no favorecería el ciclo redox requerido para el mecanismo 
oxidativo, pero contrasta con los resultados de los ensayos de 
interacción (sección II.B.4), que reflejaban una intercalación clásica 
importante para el compuesto 2, y con resultados previos obtenidos 
para el dímero análogo [Cu(daat)(ClO4)(CH3OH)]2.18 Este último, que 
no intercalaba, mostró mayor actividad nucleasa que 2 a 
concentraciones inferiores (18 !M) y con mucha menor cantidad de 
agente activante (ascorbato/H2O2, 10x). Se puede explicar la falta de 
intercalación en este caso por la presencia de grupos metilo, no 
planares; en el caso del compuesto 2, el cambio de los grupos metilo 
por grupos fenilo favorece la intercalación. Es más difícil explicar la 
diferencia de actividad entre ambos compuestos. Sí queda de 
manifiesto que la intercalación no conduce necesariamente a un 
aumento de actividad nucleolítica. 
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II.B.6 Conclusiones (  Discusión 

El estudio inorgánico y bioinorgánico nos conduce a las siguientes 
conclusiones: 

1. A partir de los ligandos H2P, H3diQ y H3diO se han aislado y 
caracterizado tres nuevos complejos de Cu(II): el compuesto 
monómero [Cu(H2P)2(ClO4)2] (1) y los compuestos dímeros 
[Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) y [Cu(H3diO)(NO3)]2·2DMSO (3). 

2. La estructura cristalina del compuesto 1 muestra que es un 
compuesto mononuclear, situación poco frecuente en un triazol con 
las dos posiciones N1,N2 disponibles para la coordinación. El ligando 
se comporta como bidentado quelato a través de los átomos dadores 
N4 y Ocarbonilo. 

3. La estructura cristalina de los compuestos 2 y 3 corresponde a la 
del dímero esperado. En ambos casos el ligando coordina de forma 
puente a través de los átomos N1,N2 y como bis(quelato) usando los 
átomos Ocarbonilo. La principal diferencia entre las dos estructuras 
reside en la planaridad: los dos sustituyentes fenilo de 2 se 
encuentran en el plano del triazol, mientras que en 3 los dos 
sustituyentes naftaleno están claramente inclinados respecto al plano 
del triazol. 

4. Los compuestos dímeros 2 y 3 presentan acoplamiento 
antiferromagnético, con constantes de intercambio J(2) = -81,8 cm$1 y 
J(3) = -83,6 cm$1, que entran en el rango de los valores esperados para 
dímeros con doble puente N1-N2 triazol. 

5. La introducción de los grupos fenilo (1 y 2) y naftilo (3) ocasiona 
problemas de solubilidad en medio acuoso tanto de ligandos como de 
complejos, lo que, a su vez, ha condicionado el posterior estudio 
bioinorgánico. 
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6. Los estudios de interacción con el ADN sólo han podido 
realizarse para los compuestos 1 y 2. El monómero 1 presenta una 
Kapp (3,1x106 M-1) y un &Tm (' 9 ºC) medios y, según el ensayo de 
viscosimetría no intercala, mientras que el dímero 2 muestra una Kapp 
(1,6x106 M-1) menor pero intercala siguiendo un mecanismo clásico (el 
estudio de Tm no se ha podido realizar por problemas de solubilidad). 
Se concluye que la interacción de 1 con el ADN se produce a través de 
los surcos y la de 2 mediante intercalación. 

7. La actividad nucleolítica de los complejos 1 y 2 es muy limitada 
a pesar de que interaccionan significativamente con el ADN. 
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II.C DOS COMPLEJOS DE COBRE CON DOS 
LIGANDOS NAFTALEN-SULFONIL-TRIAZOL: 
DIFERENTE NUCLEARIDAD Y DIFERENTE 
UNIÓN AL ADN Y CAPACIDAD DE CORTE* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.C.1 Antecedentes y objetivos 

Como se ha comentado en el apartado II.A.2 del presente Capítulo, 
la planaridad del ligando y/o la presencia de sistemas aromáticos son 
factores que favorecen la intercalación; sin embargo, el diseño de 
estos sistemas, tal y como se ha demostrado en el apartado II.B, no es 
trivial.82,83 A menudo, la conjugación de un grupo con capacidad de 
intercalación no produce el resultado esperado, ya que la ventaja 
derivada del aumento de afinidad hacia el ADN puede anularse por 
                                                 
*Los resultados que se presentan a continuación han sido objeto de la siguiente 
publicación: Hernández-Gil, J.; Ferrer, S.; Cabedo, N.; López-Gresa, M. P.; 
Castiñeiras, A.; Lloret, F. J. Inorg. Biochem. 2013, 125, 50-63. 
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la posición incorrecta del grupo reactivo.84–86 La naturaleza del 
intercalador es también importante como han mostrado varios grupos 
de autores, entre ellos, Barton y col. 47 y Burstyn y col.87 

En este sentido, Kumbhar y col. han preparado complejos de 
cobre(II) con ligandos fenantrolina-naftaleno capaces de intercalar, 
romper el plásmido pBR322 de ADN y ser activos y selectivos frente a 
células cancerígenas.88 En uno de sus últimos estudios, Kandaswamy 
y col. han mostrado que la conjugación y extensión de una unidad 
aromática en una serie de complejos macrocíclicos de Zn(II) produce 
considerables cambios en el modo de unión al ADN. Estos autores 
concluyen que las interacciones de apilamiento exhibidas por un 
complejo con un sustituyente naftaleno son las responsables de su 
mayor poder de intercalación y eficiencia de corte al ADN; además la 
unidad naftaleno parece facilitar el transporte del complejo a través 
de la membrana celular.89–93 

En este apartado usamos dos ligandos triazol obtenidos en el 
Capítulo I (apartado I.B.1.1): 5-amino-N1-(naftalensulfonil)-1,2,4-
triazol (N) y 3,5-diamino-N1-(naftalensulfonil)-1,2,4-triazol (M). 
Ambos ligandos combinan las unidades triazol, sulfonilo y naftaleno. 
La unidad naftaleno, integrada en la estructura via sulfonilación, 
pretender favorecer la intercalación de los compuestos en el ADN. El 
grupo sulfonilo está relacionado con el grupo sulfonamido, el cual 
está presente en una amplia familia de metalonucleasas diseñadas por 
Borrás y col.75,90,94,95 

Por reacción de estos dos ligandos con sales de cobre(II) se han 
aislado dos nuevos complejos: uno mononuclear con N, 
[Cu(N)4(NO3)2]"4CH3OH (4), y otro dinuclear con M,              
[Cu(M)($-acetato)2]2"2M (5). Los dos nuevos complejos han sido 
caracterizados. Las propiedades estructurales y magnéticas de 5 han 
sido analizadas en el contexto de complejos relacionados con ligandos 
acetato. Finalmente, se han discutido las consecuencias tanto de la 
inclusión de una unidad aromática como de la diferente nuclearidad 
en la afinidad al ADN y las propiedades de corte. 
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II.C.2 Síntesis de los compuestos 4 y 5 

Los compuestos que se describen en este apartado, 
[Cu(N)4(NO3)2]·4CH3OH (4) y [Cu(M)($-acetato)2]2·2(M) (5), se 
sintetizaron a partir de los ligandos 5-amino-N1-(naftalensulfonil)-
1,2,4-triazol (N) y 3,5-diamino-N1-(naftalensulfonil)-1,2,4-triazol (M). 
Estos ligandos sulfonilo se prepararon por primera vez para esta Tesis 
Doctoral mediante reacción directa del correspondiente precursor 
triazol [3-amino-1,2,4-triazol (N) / 3,5-diamino-1,2,4-triazol (M)] con 
el cloruro de 2-naftalensulfonilo. El procedimiento experimental se 
detalla en la sección I.B.1.1. del Capítulo I. 

Como se introdujo en el Capítulo I, frecuentemente, la síntesis de 
ligandos triazol con cloruros de acilo lleva a mezclas de productos 
mono, di, y triacilados (la acilación se puede producir tanto sobre los 
grupos amino exocíclicos como sobre el átomo de nitrógeno 
endocíclico del anillo triazol).96–99 En las condiciones empleadas en 
esta Tesis Doctoral, la sulfonación se produjo sobre el nitrógeno N1 del 
anillo triazol y sólo se obtuvieron derivados mono-sulfonilados 
(incluso con cloruro de sulfonilo en exceso), probablemente debido al 
impedimento estérico del sustituyente naftaleno.  

En ausencia de monocristales de ligando válidos para su estudio 
por difracción de rayos-X, las estructuras cristalinas de los complejos 
4 y 5 han permitido disponer de la estructura molecular de los 
ligandos N y M. Los resultados de rayos-X confirman que la 
sulfonilación de los dos ligandos ha ocurrido a través del nitrógeno 
N1 del anillo de triazol (esquema II.2). Las estructuras de 4 y 5 
también evidencian la geometría doblada de los dos ligandos debido a 
la disposición espacial del grupo sulfonilo. Esto hace que los planos 
de los anillos triazol y naftaleno sean prácticamente perpendiculares 
uno respecto al otro (figuras II.19-II.21). 
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Esquema II.2. Esquema ChemDraw de los compuestos 4 y 5. 

Como se detalló en la Introducción general de la presente Tesis 
Doctoral, los ligandos 1,2,4-triazol sustituidos en posición 3/5 son 
muy versátiles.1–3 Sin embargo, la incorporación de un sustituyente 
sobre N1 reduce las posibilidades de coordinación al eliminar la 
opción de actuar como ligando puente a través de las posiciones 
N1,N2. Esto conduce a que el ligando se comporte como un sistema 
imidazol. De forma simultánea el ligando pierde su átomo de H 
ionizable en el anillo. Además, en el caso concreto de los derivados N 
y M, los anillos de triazol interaccionan por el átomo dador N4 debido 
a que la otra posición de coordinación del anillo, N2, está impedida 
estéricamente por el voluminoso sustituyente contiguo.1 

En conclusión, la coordinación de los ligandos N y M se encuentra 
limitada a la forma monodentada a través del átomo N4: para 4 N4 es 
N(1) y N(6), y para 5 N4 es N(11) y N(21). Cabe destacar que los 
grupos amino no participan en la coordinación de ninguno de los dos 
compuestos aquí presentados (ver sección II.C.3). Sin embargo, 
aunque los ligandos N y M sólo difieren en un grupo amino adicional 
(presente en M), su solubilidad es distinta y, como se presenta a 
continuación, han producido complejos muy diferentes. 

A continuación se detalla la síntesis de los compuestos 4 y 5. 
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II.C.2.1 Síntesis de [Cu(N)4(NO3)2]·4CH3OH (4) 

Se disolvieron 0,272 g (1 mmol) del ligando N en 30 mL de metanol 
que contenían 1 mL de NH3 35%, todos los reactivos a temperatura 
ambiente. Sobre esta disolución se añadió gota a gota una disolución 
de 0,233 g (1 mmol) de Cu(NO3)2·3H2O en 10 mL de metanol (por 
tanto, la relación estequiométrica de los reactivos es N/Cu(II) = 1:1). 
Inmediatamente se formó un precipitado azul-verdoso que se filtró 
tras 10 minutos de agitación continua. La disolución resultante, de 
color azul pálido, se dejó reposar a temperatura ambiente en un 
cristalizador cubierto con Parafilm. Tras aproximadamente 5 días 
aparecieron monocristales prismáticos de color azul. Rendimiento: ca. 
0,35 g (ca. 25 %). Los cristales de 4 sólo fueron analizados por rayos-X 
de monocristal. Datos de FT-IR seleccionados (KBr): max (cm−1): 
[!(O−H) + !(N−H) + !(arC−H)] 3437m, 3295w, 3221w, 3146m; 
["(N−H) + !(C=N)anillo + ν(C=C)anillo] 1642vs, 1550m; [!(SO2)asym] 
1384s; [!(SO2)sym] 1176vs; [!(NO3)] 1320m. UV−vis (en DMF): λmax 
(nm) [εmax] (M−1 cm−1): 790 [250], 272 [21200]. Espectro de masa modo 
ESI+ (H2O-DMF) (m/z): 611.1 {[Cu(N)4(NO3)] + H+}2+. Medidas de 
conductividad (H2O:DMF 2:1): 156 (Ω−1 cm2 mol−1). 

II.C.2.2 Síntesis de [Cu(M)(!-acetato)2]2·2(M) (5) 

Se disolvieron 0,200 g (0,69 mmol) del ligando M en 3 mL de 
DMSO a temperatura ambiente. Sobre esta disolución se añadió gota 
a gota una disolución de 0,138 g (0,69 mmol) de Cu(CH3COO)2"H2O 
en 6 mL de etanol (por tanto, la relación estequiométrica de los 
reactivos es M/Cu(II) = 1:1). A la disolución mezcla, de color verde 
intenso, se le adicionaron otros 14 mL de etanol (la proporción final 
de disolventes fue etanol/DMSO = 0,85 : 0,15). Se filtró para eliminar 
posibles impurezas y se dejó reposar a temperatura ambiente en un 
cristalizador cubierto con Parafilm. Tras aproximadamente 15 días se 
observaron maclas cristalinas, de color verde, de las que pudo 
separarse un fragmento prismático válido para difracción de rayos-X. 
El resto de agregados cristalinos se filtraron, se lavaron con etanol y 
se dejaron secar a temperatura ambiente. Rendimiento: ca. 0,63 g (ca. 
60 %). Análisis Elemental: Calculado para C56H56Cu2N20O16S4 
(1520,52): C: 44,23; H: 3,71; N: 18,42; S: 8,44. Encontrado: C: 44,64; H: 
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4,12; N: 17,93, S: 8,09. Datos de FT-IR seleccionados (KBr): max (cm−1): 
[!(O−H) + !(N−H) + !(arC−H)] 3440w, 3387w, 3336w, 3186w; 
["(N−H) + !(C=N)anillo + !(C=C)anillo] 1631vs, 1580s, 1445s; [!(SO2)asym] 
1378s; [!(SO2)sym] 1185-1161d-s; [!(CH3COO)asym] 1378s; 
[!(CH3COO)sym] 1442s. UV−vis (en DMF): λmax (nm) [εmax] (M−1 cm−1): 
685 [370], 313 [14900], 272 [31600]. Espectro de masa modo ESI+ (H2O-
DMF) (m/z): 611,1 {[Cu(M)4(NO3)] + H+}2+. Medidas de 
conductividad (H2O:DMF 2:1): 160 (Ω−1 cm2 mol−1). 
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components 0.48, 0.52 [48]. Hydrogen atoms were located in differ-
ence maps and included as fixed contributions riding on attached
atoms with isotropic thermal parameters 1.2 times those of their car-
rier atoms.

For compound 2, hydrogen atoms bonded to carbon were placed
geometrically and the N–H hydrogen atoms were initially positioned
at sited determined from difference maps, but the positional parame-
ters of all H atoms were included as fixed contributions riding on at-
tached atoms with isotropic thermal parameters 1.2 times those of
their carrier atoms. The Flack “x” parameter (absolute structure pa-
rameter) was calculated to be 0.04(1) for the present structure and
0.96(1) for the inverted structure, thus providing strong evidence
that the absolute structure has been assigned correctly.

In a general mode, criteria of a satisfactory complete analysis were
the ratios of “rms” shift to standard deviation less than 0.001 and no sig-
nificant features in final differencemaps. Atomic scattering factors from
“International Tables for Crystallography” [49]. Molecular graphics from
PLATON [50] and DIAMOND [51].

2.5. DNA interaction studies

The fluorescence spectra were recordedwith a JASCO FP-6200 spec-
trofluorometer at room temperature. Ethidium bromide (EB) was used
as a reference to determine the relative DNA binding properties of com-
plexes to calf thymus (CT) DNA. The experiments entailed the addition
of copper(II) complex solutions at final concentrations ranging from 0

Scheme 3. ChemDraw schemes for compound 1 and compound 2.

Fig. 1. View of the mononuclear unit of 1.

53J. Hernández-Gil et al. / Journal of Inorganic Biochemistry 125 (2013) 50–63

II.C.3 Caracterización de 4 y 5 

II.C.3.1 Estructura de rayos-X de [Cu(N)4(NO3)2]! 4CH3OH (4) 

La estructura cristalina de 4 está constituida por unidades 
mononucleares [Cu(N)4(NO3)2] y cuatro moléculas de metanol de 
cristalización por unidad (figura II.19a; para etiquetado completo ver 
figura II.19b). Las distancias y ángulos de enlace seleccionados se 
recogen en la tabla II.8. Los detalles acerca de la toma de datos, 
resolución y refinamiento de la estructura se adjuntan en la sección 
Anexo III. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
 

 
 

Figura II.19a. La unidad mononuclear de 4. 

La unidad presenta un eje binario, que contiene los átomos Cu y 
O(41) (un átomo de oxígeno de uno de los nitratos), de tal modo que 
la rotación de 180º a su alrededor genera toda la molécula. El eje 
binario origina 4 nitratos con una ocupación de 0,5 para cada átomo 
de nitrógeno y oxígeno, de forma que, en total, existen dos nitratos 
por átomo de cobre. Por claridad, las figuras sólo incluyen una 
posición para cada nitrato. 

En 4 el ión Cu(II) está hexacoordinado a cuatro átomos de 
nitrógeno N4 pertenecientes a cuatro ligandos N, en el plano 
ecuatorial, y a dos átomos de oxígeno correspondientes a dos iones 
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nitrato monodentados, en el plano axial, resultando un cromóforo 
CuN4+O2. Las distancias Cu-N [1,990(2) y 2,032(2) Å], son las 
habituales en complejos de ligandos triazol.1 Las distancias apicales 
Cu-O [2,380(3) y 2,453(3) Å] son más largas que las basales, como 
cabría esperar por el efecto Jahn-Teller del Cu(II). En el entorno de 
coordinación, los ángulos oscilan entre 80,65(10)° y 91,54(6)°; es decir, 
excepto por la tetragonalidad, el octaedro alrededor del ión metálico 
se puede considerar sólo ligeramente distorsionado. El Cu(II) se 
encuentra desplazado únicamente 0,018(4) Å del plano basal formado 
por los 4 nitrógenos N4. Los dos anillos triazol se aproximan al Cu(II) 
formando entre ellos un ángulo diedro de 61,28(0,09)° (distancia entre 
centroides de 4,66 Å). Los dos grupos naftaleno se alejan del Cu(II) 
formando ángulos con el plano basal que contiene el Cu(II) de 58,16 y 
56,24°, respectivamente. 

La estructura cristalina de 4 ha permitido obtener información más 
concreta sobre la estructura del ligando. Así, para cada uno de los dos 
ligandos independientes simétricamente, el plano del anillo triazol y 
el plano de su grupo naftaleno forman ángulos diedros de 80,80(0,07)° 
en uno de los ligandos, y de 89,06(0,07)° en el otro. 

En el cristal, la estructura de 4 presenta importantes interacciones 
de apilamiento entre los anillos naftaleno, siendo las más intensas: 
d(naf1-naf1) = 3,700 Å, d(naf1-naf2) = 3,725 Å y d(naf2-naf2) = 3,650 Å, 
los valores de % oscilan entre 16 y 23° (figura II.20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.20. Vista parcial del empaquetamiento de 4; se muestran interacciones de 
apilamiento. 
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Debido a la presencia de grupos -NH2 exocíclicos y de móleculas 
de metanol de cristalización hay una importante red de enlaces de 
hidrógeno. En la sección Anexos se incluye la tabla con los enlaces de 
hidrógeno más importantes. 

Tabla II.8. Distancias (Å) y ángulos (°) seleccionados para el compuesto 
[Cu(N)4(NO3)2]·4 CH3OH (4) con las esds entre paréntesis. 

Código de simetría:  (#1) -x, y, -z+1/2 

 
Figura II.19b. La unidad mononuclear de 4 con el etiquetado de los átomos. 

    
Cu(1)-N(6) 1,990(2) S(1)-N(3) 1,692(2) 
Cu(1)-N(1) 2,032(2) S(1)-O(11) 1,420(2) 
Cu(1)-O(31) 2,380(3) S(1)-O(12) 1,422(2) 
Cu(1)-O(41) 2,453(3) S(1)-C(11) 1,743(2) 
    
N(1)-Cu(1)-N(6) 91,54(6) O(11)-S(1)-O(12) 119,95(13) 
N(1)-Cu(1)-N(6)#1 88,51(6) O(11)-S(1)-N(3) 107,65(12) 
N(1)-Cu(1)-O(31) 80,65(10) O(11)-S(1)-C(11) 109,81(11) 
N(1)-Cu(1)-O(41) 88,90(10) O(12)-S(1)-N(3) 103,32(11) 
N(6)-Cu(1)-O(31) 90,82(10) O(12)-S(1)-C(11) 111,51(13) 
N(6)-Cu(1)-O(41) 80,98(10) N(3)-S(1)-C(11) 102,94(11) 
N(1)-Cu(1)-N(1)#1 176,45(10)   
N(6)-Cu(1)-N(6)#1 178,45(11)   
O(31)-Cu(1)-O(41) 166,57(10)   

    



   J. Hernández-Gil 
 
 

 181 

probably due to the steric hindrance of the naphthalene substituent.
1,3,5-trisubstituted-1,2,4-triazole ligands are very scarce [61,62].

3.2. Ligands and complexes

In the lack of appropriate crystals of the ligands, the structures of 1
and 2 have allowed to display the molecular structure of the anstrz
and danstrz compounds (H-bonds and stacking interactions taken
apart), respectively (Scheme 3). The single crystal X-ray results con-
firm that sulfonylation of the (di)amino-1,2,4-triazole precursor has
unexpectedly been produced on the N1-ring position. The structures
of 1 and 2 also evidence the bend conformation of the organic mole-
cules imposed by the sulfonyl geometry, which places the triazole
and naphthalene planes nearly perpendicular to each other (see
later).

The 3/5-substituted-1,2,4-triazole systems are versatile ligands
[21–23]. The introduction of a substituent on N1 reduces drastically
the coordination possibilities of the ligand since it cannot bridge
through the N1,N2-binding mode (thus behaves like an imidazole
system). Simultaneously the ligand loses the ionizable H atom of
the ring. Besides, in the case of the anstrz and the danstrz derivatives,

interaction via the available N2 atom is also improbable due to the
steric hindrance produced by the bulky sulfonyl N1 substituent. In
conclusion, coordination is limited to the monodentate way through
the N4 atom, as resulted for 1 [N4 is N(1) and N(6)] and for 2 [N4 is
N(11) and N(21)]. The amino groups do not participate in the coordi-
nation in any of the compounds here described. However, although
anstrz and danstrz only differ in one additional amino group (present
in the danstrz), the solubility of both ligands is considerably different
and, as will be shown next, they have produced very different
complexes.

3.3. X-ray structure characterization

3.3.1. Compound [Cu(anstrz)4(NO3)2] · 4CH3OH (1)
The structure of1 is built bymononuclear neutral [Cu(anstrz)4(NO3)2]

units and four crystallizationmolecules ofmethanol per unit. Fig. 1 shows
this unit with a partial labeling scheme (full labeling scheme is presented
in Fig. S1). Selected bond distances and angles are listed in Tables 1a and
1b.

The structure contains a binary axis which includes Cu and O(43)
(one nitrato O atom). Rotation of 180° around the axis generates the
whole structure, i.e. four nitrato groups which appear to occur in two
positions related by a pseudo-mirror plane, with a 0.5 occupancy fac-
tor for each N and O atoms, thus resulting in two nitrato groups per
Cu atom (Fig. S2). For clarity reasons only one out of the two positions
of each nitrato is represented.

In 1 the Cu(II) ion is hexacoordinated to four nitrogen N4 [N(1),
N(6)] atoms belonging to four monodentate anstrz ligands, in the
equatorial plane, and to two oxygen atoms from twomonodentate ni-
trate anions, in axial positions, composing a CuN4O2 core. The Cu\N
distances [1.990(2), 2.032(2) Å] are usual from complexes of triazole
ligands [21–23, 55–57]. The apical Cu\O distances [2.380(3),
2.453(3) Å] are longer than the basal ones, as expected for the
Jahn–Teller effect of Cu(II). In the coordination environment the
values of the angles range from 80.65(10)° to 91.54(6)°; so, except
for the tetragonality, the octahedra can be considered only slightly
distorted. The Cu(II) is shifted only by 0.018(4) Å out of the basal
plane defined by the four nitrogen N4 donor atoms.

Each pair of crystallographically independent triazole rings (trz)
approach the Cu(II) with dihedral trz1–trz2 angles of 61.28(0.09)° (dis-
tance between centroids of 4.66 Å), while the naphthalene planes
(naph), due to the geometry of the sulfonyl group, go away from the

Fig. 2. View of the dinuclear unit of 2.

Table 2
Selected bond distances (Å) and angles (°) for 2 involving the two Cu(II) environments.

Cu(1)\Cu(2) 2.6672(8) Cu(2)\N(21) 2.167(4)
Cu(1)\N(11) 2.179(4) Cu(2)\O(2) 1.986(3)
Cu(1)\O(1) 1.955(3) Cu(2)\O(4) 1.960(3)
Cu(1)\O(3) 1.997(3) Cu(2)\O(6) 1.988(4)
Cu(1)\O(5) 1.958(3) Cu(2)\O(8) 1.967(3)
Cu(1)\O(7) 1.952(4)
N(11)\Cu(1)\O(7) 98.76(15) O(2)\Cu(2)\O(8) 89.81(14)
N(11)\Cu(1)\O(1) 97.71(15) O(2)\Cu(2\O(6) 165.14(14)
N(11)\Cu(1)\O(5) 93.52(14 O(2)\Cu(2)\Cu(1) 85.53(10)
N(11)\Cu(1)\O(3) 96.33(14) O(3)\Cu(1)\O(7) 164.88(14)
N(21)\Cu(2)\O(4) 92.77(15) O(3)\Cu(1)\O(5) 87.98(14)
N(21)\Cu(2)\O(8) 97.93(15) O(3)\Cu(1)\Cu(2) 80.09(9)
N(21)\Cu(2)\O(2) 94.29(14) O(4)\Cu(2)\O(8) 169.22(15)
N(21)\Cu(2)\O(6) 100.55(14) O(4)\Cu(2)\O(6) 89.49(17)
N(11)\Cu(1)\Cu(2) 176.33(11) O(4)\Cu(2)\Cu(1) 87.25(10)
N(21)\Cu(2)\Cu(1) 179.81(12) O(5)\Cu(1)\O(7) 90.06(16)
O(1)\Cu(1)\O(3) 89.41(15) O(5)\Cu(1)\Cu(2) 87.19(10)
O(1)\Cu(1)\O(5) 168.69(14) O(6)\Cu(2)\Cu(1) 79.63(10)
O(1)\Cu(1)\O(7) 89.59(17) O(6)\Cu(2)\O(8) 87.30(16)
O(1)\Cu(1)\Cu(2) 81.51(10) O(7)\Cu(1)\Cu(2) 84.84(10)
O(2)\Cu(2)\O(4) 90.67(16) O(8)\Cu(2)\Cu(1) 82.05(10)

55J. Hernández-Gil et al. / Journal of Inorganic Biochemistry 125 (2013) 50–63

II.C.3.2 Estructura de rayos-X de [Cu(M)(!-acetato)2]2· 2(M) (5) 

El estudio de difracción de rayos-X revela que el compuesto 5 está 
constituido por unidades diméricas [Cu(M)($-acetato)2]2 y dos 
ligandos M de cristalización por unidad. Las distancias y ángulos de 
enlace seleccionados, relacionados con el entorno de los iones Cu(II), 
se recogen en la tabla II.9. Los detalles acerca de la toma de datos, 
resolución y refinamiento de la estructura se adjuntan en la sección 
Anexo III. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura II.21a. La unidad dinuclear de 5 (ver II.21b para etiquetado completo). 

Como se aprecia en la figura II.21, cuatro aniones !-acetato se 
coordinan de forma bidentada-puente a dos centros metálicos dando 
lugar a una estructura característica conocida como rueda de paletas 
(paddle wheel).100,101 Cada Cu(II) queda así enlazado a cuatro oxígenos 
carboxilato en posiciones ecuatoriales, a distancias Cu-O que oscilan 
entre 1,952(4) y 1,997(3) Å. La posición apical está ocupada por un 
ligando M monodentado. Esta distancia Cu-Ntrz es diferente para 
cada cobre [Cu(1)-N(11) = 2,179(4) Å y Cu(2)-N(21) = 2,167(4) Å]. El 
cromóforo resultante es NO4Cu"""CuO4N, con el ligando M 
completando el entorno de piramide tetragonal del átomo de cobre y 
contribuyendo a su desplazamiento fuera del plano formado por los 
cuatro oxígenos de los aniones acetato, a distancias de -0,2262(2) Å 
para el Cu(1) y de 0,218(2) Å para el Cu(2). 
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En 5, como ocurre con el compuesto mononuclear 4, la interacción 
del ligando M con el metal se produce a través de la posición N4 pero, 
a diferencia del ligando N, en 5 quedan libres dos grupos amino que 
establecen fuertes enlaces de hidrógeno intra e intermoleculares. 

La distancia Cu(1)-Cu(2), de 2,667(8) Å, es ligeramente más alta 
que la descrita para el compuesto dimérico diacetato de cobre(II) 
dihidrato (2,64 Å).65,66,102 Los ángulos Ntrz-Cu(1)-Cu(2), muy próximos 
a la linealidad, son 176,33(11)° y 179,81(12)°, para N(11)-Cu(1)-Cu(2) y 
N(21)-Cu(2)-Cu(1), respectivamente. Esta conformación del dímero ha 
sido previamente observada en complejos análogos, obtenidos a 
partir de la sal Cu(AcO)2 y ligandos N-dadores como piridinas, 
pirazinas, pirimidinas, pirazoles e imidazoles.66,103–107 Hay también 
cuatro ejemplos publicados con derivados de 1,2,4-triazoles108–111 y 
uno con un ligando derivado del 1,2,3-triazol.112,113 En este sentido, 
Lansolat-Matras y col. señalan que el anión acetato (OAc) induce el 
efecto plantilla paddle wheel !-mode en el estado sólido.100,101 En el 
complejo 5, a diferencia de lo observado en la mayoría de estos 
acetatos, los dos cobres no están relacionados por un centro de 
inversión debido a la presencia de los dos ligandos M de 
cristalización. 

La estructura cristalina de 5 ha permitido visualizar la estructura 
del nuevo ligando M. Como en el caso del ligando N, en el ligando 
que nos ocupa la sulfonilación del diamino-triazol se ha producido 
sobre el nitrógeno N1 anular y no sobre el grupo amino NH2 
exocíclico. Las distancias y ángulos de enlace relacionadas con este 
sustituyente se recogen en forma de tabla en la sección Anexos. La 
conformación del ligando M está condicionada por la geometría del 
grupo sulfonilo. Para los ligandos M coordinados al cobre, el ángulo 
diedro promedio entre los planos definidos por el triazol y el 
naftaleno es de 88° [88,29(0,15) y 87,35(0,14)°]; en los ligandos M de 
cristalización, este mismo ángulo diedro es ligeramente menor: 79° 
[80,03(0,15) y 78,44(0,14)°]. En el ligando M el ángulo diedro 
promedio es de 85°. Para todos los sulfonil triazoles aquí preparados 
podemos concluir, pues, que los planos del triazol y el naftaleno se 
aproximan a la perpendicularidad. 
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Como se ha introducido previamente, los grupos amino libres de 
M establecen fuertes enlaces de hidrógeno intra e intermoleculares. A 
destacar los intensos enlaces de hidrógeno entre los grupos amino y 
los oxígenos acetato y, específicamente los enlaces N(35)"""O(3) 
[d(D…A)= 2,956(5) Å] y N(45)"""O(8)* [d(D…A)= 2,937(5) Å; (*): x,y-
1,z] que enlazan la unidad dimérica con el ligando de cristalización. 
Los enlaces de hidrógeno más relevantes se muestran en la figura 
II.22 y se incluyen en forma de tabla en la sección Anexos.  

En la red del complejo 5 también se aprecian interacciones de 
apilamiento, las más intensas entre anillos triazol-triazol (con 
distancias entre centroides de 3,599 a 3,610 Å). El conjunto resultante, 
una estructura supramolecular en capas alternas (parte 
metálica/parte orgánica), puede considerarse un híbrido orgánico-
inorgánico (ver figura II.23). 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura II.22. Una de las cadenas de la red cristalina de 5. Se muestran las moléculas de 
ligando de cristalización y los enlaces de hidrógeno que las conectan a las unidades 
dinucleares. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura II.23. Vista del empaquetamiento de 5: capas alternas orgánica-inorgánica que 
generan un MOF. 
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Tabla II.9. Distancias (Å) y ángulos (°) seleccionados para el grupo el compuesto 
[Cu(M)($-acetato)2]2·2(M) (5) con las esds entre paréntesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.21b. La unidad dimérica de 5 con el etiquetado de los átomos. Se muestran 
los enlaces de hidrógeno intramoleculares y el enlace de hidrógeno que conecta la 
unidad dinuclear con el ligando de cristalización (o cocristal). 

Cu(1)-Cu(2) 2,6672(8) Cu(2)-N(21) 2,167(4) 
Cu(1)-N(11) 2,179(4) Cu(2)-O(2) 1,986(3) 
Cu(1)-O(1) 1,955(3) Cu(2)-O(4) 1,960(3) 
Cu(1)-O(3) 1,997(3) Cu(2)-O(6) 1,988(4) 
Cu(1)-O(5) 1,958(3) Cu(2)-O(8) 1,967(3) 
Cu(1)-O(7) 1,952(4)   
    
N(11)-Cu(1)-O(7) 98,76(15) O(2)-Cu(2)-O(8) 89,81(14) 
N(11)-Cu(1)-O(1) 97,71(15) O(2)-Cu(2)-Cu(1) 85,53(10) 
N(11)-Cu(1)-O(5) 93,52(14 O(3)-Cu(1)-O(5) 87,98(14) 
N(11)-Cu(1)-O(3) 96,33(14) O(3)-Cu(1)-Cu(2) 80,09(9) 
N(21)-Cu(2)-O(4) 92,77(15) O(4)-Cu(2)-O(6) 89,49(17) 
N(21)-Cu(2)-O(8) 97,93(15) O(4)-Cu(2)-Cu(1) 87,25(10) 
N(21)-Cu(2)-O(2) 94,29(14) O(5)-Cu(1)-O(7) 90,06(16) 
N(21)-Cu(2)-O(6) 100,55(14) O(5)-Cu(1)-Cu(2) 87,19(10) 
O(1)-Cu(1)-O(3) 89,41(15) O(6)-Cu(2)-Cu(1) 79,63(10) 
O(1)-Cu(1)-O(7) 89,59(17) O(6)-Cu(2)-O(8) 87,30(16) 
O(1)-Cu(1)-Cu(2) 81,51(10) O(7)-Cu(1)-Cu(2) 84,84(10) 
O(2)-Cu(2)-O(4) 90,67(16) O(8)-Cu(2)-Cu(1) 82,05(10) 
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II.C.3.3 Espectroscopia infrarroja 

En la tabla II.10 se muestran las bandas de IR más significativas 
para los complejos 4 y 5, así como las bandas correspondientes a los 
ligandos sulfonil-triazol de partida para facilitar la comparación (ver 
figuras de los espectros en el Anexo I). 

En la región 3450-3100 cm-1, para ambos complejos se observan 
bandas claras de intensidad media-baja atribuibles a las vibraciones 
!(N-H)NH2 de los grupos amino exocíclicos. A frecuencias altas, el 
complejo 4 presenta una señal más definida (a 3437 cm-1) que el 
complejo 5, probablemente porque incluye también la vibración de 
tensión O-H del metanol de cristalización [!(O-H)]. Entre 3100 y 3000 
cm-1 se continúan observando las bandas propias de las vibraciones 
!(C-H) de C-sp2 aromáticos. 

Tanto para el complejo 4 como para el 5, las señales asociadas a las 
vibraciones [!(C=N), &(CNH)] del anillo triazol, junto a las 
vibraciones de deformación del grupo amino ["(N-H)NH2], apenas se 
ven modificadas con respecto a las señales del ligando libre, 
apareciendo a 1642 y 1550 cm-1, en 4, y a 1631, 1580 y 1445 cm-1, en 5. 
El escaso desplazamiento es indicativo de que la coordinación a 
través del átomo N4 apenas afecta al esqueleto triazol. Nótese que, en 
el caso de 4, hay una disminución de  de 10 cm-1 (de 1541 a 1542 cm-

1), mientras que, en el caso de 5 la señal del triazol no sufre ningún 
cambio. Esta pequeña diferencia de comportamiento entre los dos 
compuestos puede entenderse a partir de la estructura cristalina: en 4 
la distancia Cu-N4 (2,03 ') es más corta que en 5 (2,17 '); además, en 
esta última estructura se incluyen también dos ligandos de 
cristalización (que, por tanto, no estarían modificados por la 
coordinación). 

Al igual que sucede para las bandas del triazol, tampoco se 
observan desplazamientos significativos en las bandas del grupo 
sulfonilo, lo que indica la no coordinación de este grupo al centro 
metálico. Esta conclusión está de acuerdo con la estructura cristalina.  

Los cambios más importantes entre el espectro de cada complejo y 
el de su correspondiente ligando se deben, de hecho, a la entrada de 
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los aniones. En el caso del complejo 4, las señales correspondientes al 
grupo nitrato se observan a 1407-1384 cm-1 [para !(NO2)asym], en 
forma de doblete de intensidad fuerte, y a 1320 cm-1 [para !(NO2)sym]. 
Estas frecuencias están de acuerdo con lo esperado para nitratos 
monodentados.64 Cabe mencionar que el máximo a 1384 cm-1 ya 
estaba presente en el espectro del ligando libre [para el que se asignó 
a la vibración !(SO2)asym]. Si se comparan los espectros del ligando y 
del complejo se observa, sin embargo, que en el complejo esta señal es 
mucho más intensa y ancha, indicando que engloba nuevas 
vibraciones; es decir, incluiría los modos !(SO2)asym del ligando ylos 
!(NO2)asym del anión. 

Para el complejo 5, las bandas a 1583 cm-1 y 1442 cm-1 se atribuyen 
a las vibraciones de tensión del acetato !(COO)asym y !(COO)sym, 
respectivamente. Como sucedía en el complejo anterior,  también en 
este caso se produce una superposición de bandas de los grupos del 
ligando y de los aniones. En este caso las dos señales del acetato 
aparecen combinadas con las correspondientes a las vibraciones de 
tensión de los anillos y de deformación de los grupos amino. Como 
consecuencia, en el espectro del complejo las bandas correspondientes 
aparecen ligeramente desplazadas pero claramente intensificadas con 
respecto a las mismas bandas en el espectro del ligando libre. 

En relación a las frecuencias de estas dos bandas, Deacon y 
Phillips, tras examinar los espectros IR de numerosos acetatos con 
estructura cristalina conocida, concluyen que el valor de ! [! = 
!(COO)asym - !(COO)sym] es un indicio del modo de coordinación del 
anión acetato (esquema II.3):114 

 

 
 
 
 
 
 

 

Esquema II.3. Modos de coordinación del grupo acetato. 
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Tabla II.10. Asignación de bandas IR para los complejos de los ligandos sulfonilo: [Cu(N)4(NO3)2]·4CH3OH (4) y             
[Cu(M)(!-acetato)2]2·2(M) (5), así como para los respectivos ligandos.* 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* vs: muy fuerte; s: fuerte; m: media; w: débil; vw: muy débil; d: doblete; b: ancha; sh: hombro; !asym: vib. de tensión 
asimétrica; !sym: vib. de tensión simétrica. 
a Contiene !(SO2)asym y ! (NO2)asym. 
b Contiene !(C=N)anillo del anillo triazol y !(COO)sym. 

 

  

max / cm-1 

Compuesto [!(O-H) +/o       
!(N-H)NH2 +/o     
!(arC-H)] 

["(N-H)NH +/o NH2 +                      
!(C=N)anillo + !(C=C)anillo] 

!(SO2)asym !(SO2)sym !  (anion) 

N 3465 m; 3302 w;    
3227 w; 3112 m 

1693 sh; 1651 vs;                    
1571 m; 1521 s 

1383 s 1179 vs -- 

Comp. 4 3437 m; 3295 w;  
3221 w; 3146 m 

1642 vs; 1550 m 1384 sa 1176 vs ! (NO2)asym: 1407-1384 d, sa 
! (NO2)sym: 1320 m 
!(NO): 1070m 

      

M 3472 m; 3376 m; 
3339 sh; 3180 m 

1632 vs; 1571 s; 1452 s 1368 s 1187-1164 d, s -- 

Comp. 5 3440 w; 3387 w;   
3336 w; 3186 w 

1631 vs; 1580 sb; 1445 sb 1378 s 1185, 1161 d,s !(COO)asym: 1583 sb 
!(COO)sym: 1445 sb 
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1. El acetato iónico presenta valores de ! de 164 cm-1. 
2. Los complejos unidentados (estructura tipo I) exhiben los 

valores de ! más altos: ! = 228-298 cm-1. 
3. Los complejos quelatos (bidentados) (estructura tipo II) 

presentan valores de ! significativamente menores a los de los 
compuestos iónicos: ! = 42-77 cm-1. 

4. Por último, cuando el acetato actúa de puente entre dos 
centros metálicos (estructura tipo III), los valores ! son 
apreciablemente mayores que los de los quelatos (bidentados) y 
próximos a los valores de compuestos iónicos: ! = 140-169 cm-1.  

La correlación que se deduce sería: !II<!iónico ! !III <!I. En el 
complejo 5, el valor de ! es de 141 cm-1, lo que sugiere que el acetato 
actúa como bidentado puente entre dos iones cobre. Este dato de IR 
ha sido corroborado por la estructura cristalina del compuesto. 
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!

II.C.3.4 Propiedades magnéticas de 5 

La figura II.24 muestra el comportamiento magnético de 5 en 
forma de !M frente T, siendo !M la susceptibilidad magnética por cada 
dos iones Cu(II). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 

Figura II.24. Curva de !M frente a T para el complejo 5 (siendo !M la susceptibilidad 
magnética por unidad dinuclear). 

La representación, característica de centros Cu(II) fuertemente 
acoplados, muestra un máximo de !M a aproximadamente 280 K y 
una disminución progresiva de este valor conforme disminuye la 
temperatura. Este comportamiento es típico de sistemas 
antiferromagnéticos discretos, y está de acuerdo con el 
comportamiento observado para otros complejos tetraacetato con la 
estructura paddle wheel.100,101 Por debajo de " 50 K se observa una cola, 
probablemente debida a una pequeña impureza paramagnética. 

Los datos magnéticos de 5 se ajustaron a la ecuación teórica 
derivada del Hamiltoniano de espín: 

H = -JS1S2    (ec. II.1) 

donde J es la constante de acoplamiento magnético y S1 y S2 son los 
estados de espín (nótese que algunos autores usan la expresión: H = -
2JS1S2 y, por tanto, representan la diferencia de energía entre estados 
como -2J en vez de –J). 
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Partiendo de este Hamiltoniano, el comportamiento magnético 
puede ser descrito mediante la siguiente ecuación de Bleaney-Bowers 
en la que se ha introducido un término adicional para tener en cuenta 
la impureza paramagnética [de un posible compuesto mononuclear 
de Cu(II)], y poder conseguir así un ajuste satisfactorio a 
temperaturas bajas (ecuación II.2):65,66,102,115 

 

(ec. II.2) 

 

En la ecuación todos los términos tienen su significado habitual y ! 
es el porcentaje de impureza mononuclear paramagnética. 

El mejor ajuste de los datos experimentales se obtuvo con los 
siguientes parámetros: 

J = -324 (1) cm#1; g = 2,07 (1); ! = 0,3 % 

Como se deriva de los parámetros obtenidos, el estado basal S = 0 
aparece a 324 cm#1 (-J) por debajo del estado excitado S = 1. El sistema 
S = 1 surge de la interacción entre los dos iones Cu(II) a través del 
sistema conjugado de los carboxilatos (el llamado mecanismo de 
superintercambio).106 En 5, el entorno de coordinación del ión Cu(II) 
exhibe la típica elongación axial debida al efecto Jahn-Teller, lo que 
deja el orbital dx2-y2 del cobre orientado a lo largo de los enlaces 
ecuatoriales, más cortos, actuando así como orbital magnético. Este 
orbital participa en el solapamiento directo $-$ con los ligandos 
acetato implicados en el mecanismo de superintercambio. El resultado 
es un fuerte acoplamiento antiferromagnético entre los dos iones 
Cu(II).66,103–106,116 El valor de J calculado para 5 se encuentra en el 
rango alto de los valores descritos para carboxilatos.66,103–107,116 De 
hecho, la constante de acoplamiento hallada para el dímero de acetato 
de cobre clásico es J = -296 cm#1 o J = -298 cm#1.65 No obstante, el valor 
de 5 es similar al publicado para el compuesto análogo 
[Cu2(L)2(acetato)4]"4CH3CN (L = ligando 1,2,3-triazol).112,113 Aunque 
en este último ejemplo la unidad triazol no está coordinada, la $-
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donación del ligando axial es similar a la del compuesto 5 y, 
consecuentemente, ambos compuestos muestran valores de J 
comparables.106 

La caracterización magnética de 5 se ha completado con el estudio 
de EPR (banda X) de una muestra policristalina, en el rango de 
temperaturas 4-300 K. El espectro EPR de 5 a temperatura ambiente es 
silencioso, lo cual está de acuerdo con la presencia de dos cobres 
fuertemente acoplados (máximo observado a 280 K en la curva 
experimental de !M frente T). Por debajo de " 50 K se aprecia una 
señal a 3000 G, cuya intensidad aumenta al bajar la temperatura. Esta 
señal debe corresponder a la impureza paramagnética también 
detectada en la curva de magnetismo. En la bibliografía se han 
documentado, sin embargo, espectros bien definidos a 77 K para 
dímeros carboxilato similares.66,106,107 

II.C.4 Estudio de interacción con el ADN de 4 y 5 

Debido a la limitada solubilidad de los complejos en agua, las 
propiedades bioinorgánicas de los compuestos 4 y 5 se estudiaron en 
tampones acuosos conteniendo un 5% de DMF. 

La estabilidad del compuesto [Cu(N)4(NO3)2]·4CH3OH (4) en estas 
condiciones fue ensayada por espectrometría de masas. En el espectro 
de masas modo positivo (ESI-MS+) se observa una señal 
correspondiente a la especie {[Cu(N)4(NO3)] + H+}2+; este resultado 
sugiere que la entidad mononuclear permanece en disolución. 

En el caso del compuesto [Cu(M)("-acetato)2]2·2(M) (5) los estudios 
de espectrometría de masas no fueron concluyentes ni en modo ESI-
MS+ ni en modo FAB-MS+..Por este motivo se realizaron dos estudios 
adicionales: de EPR en disolución y de conductividad. El espectro 
EPR en disolución (a 100 K, disolución acuosa conteniendo un 5 % de 
DMF) es silencioso. Las medidas de conductividad (en H2O:DMF, 
proporción 2:1), sugieren un comportamiento intermedio entre 
electrolito tipo 1:1 y tipo 1:2 (ver apartado II.C.2.2.2). Estas dos 
últimas pruebas evidencian que la unidad dinuclear es estable en 
disolución, y que al menos 2-3 aniones acetato permanecen unidos a 
los centros de cobre. 
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El estudio de las propiedades de unión al ADN se realizó por las 
siguientes técnicas: fluorescencia, temperatura de desnaturalización y 
viscosimetría. Con objeto de proporcionar un contexto a los 
resultados experimentales se ha preparado la tabla II.11, que incluye 
datos experimentales de Kapp, %Tm y viscosimetría para una serie de 
compuestos: los dos complejos estudiados aquí, cinco compuestos 
cuyo modo de interacción con el ADN es conocido (acridina, bromuro 
de etidio, Hoechst 33258, verde de metilo y sulfato de cobre), la 
especie [Cu(phen)2]2+, dos complejos de la bibliografía que contienen 
ligandos con grupos naftaleno, y un complejo de cobre estudiado 
también en la presente Tesis Doctoral (ver más adelante sección II.D.4 
de este Capítulo). 
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Tabla II.11. Parámetros experimentales de ensayos de interacción con el ADN (viscosimetría, desnaturalización térmica y 
espectroscopia de fluorescencia) para compuestos seleccionados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a phen = 1,10-fenantrolina; acac = acetilacetonato; nip = 2-(naftalen)-1H-imidazo[4,5-f][1,10]fenantrolina;  
H2atc = ácido 5-amino-l,2,4-triazol-3-carboxílico; dien = dietilenetriamina; HAde = adenina; TolSO3

!= anion toluenesulfonato. 
b CT ADN, (!/!0)1/3  valor para: [compuesto]/[CT!ADN] = 0,1. 
c CT ADN, excepto para los compuestos parcados con un *, los cuales fueron estudiados con poli(dA) ! poli(dT). 
d obtenido a partir de la ecuación: KEB [EB] = [C50] Kapp.  e Ver Capítulo III (apartado III.C) de la presente Tesis Doctoral. 
 

 

Modo de interacción Compuestoa 
Viscosimetríab 

(!/!0)1/3 
!Tm(ºC)c Kapp(M"1)d Ref. 

Acridina sin dato 7* 1,5"106 119, 171 
Intercaladores clásicos  

Bromuro de etidio 1,23 4-8* 3"107 88, 171 

      
Intercalador parcial  [Cu(phen)2Cl2] 1,20 9 6,5"106 Ver e 

      
 [Cu(M)(#-acetato)2]2·2(M) (5) 1,16 16 2,6"107 esta Tesis  

 [Cu(acac)(nip)](NO3) 1,15 9 4,0"106 88 

 [Cu(nip)2](NO3)2 1,13 13 6,6"106 88 
 [Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2!2H2O (6) 1,06 18 6,2"106 esta Tesis 
 [Cu(N)4(NO3)2]·4CH3OH (4) 1,02 ! 3 2,2"107 esta Tesis  

 [Cu("-Ade)(TolSO3)(phen)]2!2H2O 1,00 22 sin dato 74, 75 

      
Agente de unión 

electrostática  CuSO4 1,00 sin dato 4,9"106 74, 171 

Hoechst 33258 sin dato >25* 1,2"108 119, 171 Agentes de unión             
a los surcos  Verde de metilo  sin dato sin dato 1,0"107 171 
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II.C.4.1 Espectroscopia de fluorescencia 

La obtención de las constantes de unión aparentes (Kapp) de 4 y 5 se 
realizó por el método de desplazamiento descrito en la sección 1.3.1.1. 
de la Introducción general y en la sección experimental de este 
Capítulo. El ensayo consiste en registrar los espectros de emisión del 
aducto CT ADN-EB en presencia de distintas concentraciones de 
complejo (disoluciones problema), y determinar los cambios que se 
producen en el máximo de intensidad de emisión del aducto. 

Como paso previo se ensayaron las siguientes disoluciones control 
en las mismas condiciones que las disoluciones problema: disolución 
de complejo; disolución de complejo + ADN; disolución de complejo 
+ EB (sin ADN). Las dos primeras no mostraron fluorescencia 
apreciable y la tercera no mostró cambios en relación a la disolución 
de EB (sin complejo). 

Las figuras II.25 y II.26 muestran los espectros de emisión del 
aducto CT ADN-EB obtenidos en ausencia y presencia de diversas 
concentraciones de complejo (0-50 µM). Se incluyen también los 
gráficos de Stern-Volmer, en los que se representa el cociente IF0/IF 
frente a la concentración de complejo, siendo IF0 e IF el máximo de 
intensidad de emisión en ausencia y en presencia de complejo, 
respectivamente. 

Las figuras II.25 y II.26 muestran que ambos complejos producen 
una reducción en la intensidad de emisión del EB, lo que indica que 
se produce interacción con el ADN. 
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Figura II.25. Espectro de emisión del bromuro de etidio y CT ADN en ausencia (línea 
discontinua) y en presencia (línea continua) de 4. [CT ADN] = [EB] = 50 µM en 
tampón cacodilato 0,1 M (pH = 6,0) conteniendo un 5% DMF. Inset: Representación de 
Stern-Volmer de la relación de intensidades (I0/I) en ausencia (I0) y presencia de 
complejo (I) frente a la concentración de 4 [ajuste polinomial: y = 1,002 + 0,003x + 
7,1x10-5x2 (R2= 0,998)]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.26. Espectro de emisión del bromuro de etidio y CT ADN en ausencia (línea 
discontinua) y en presencia (línea continua) de 5. [CT ADN] = [EB] = 50 µM en 
tampón cacodilato 0,1 M (pH = 6,0) conteniendo un 5% DMF. Inset: Representación de 
Stern-Volmer de la relación de intensidades (I0/I) en ausencia (I0) y presencia de 
complejo (I) frente a la concentración de 5 [ajuste lineal: y = 1,002 + 0,008x (R2= 0,997)]. 
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Como se muestra en el cuadro interior de las figuras II.25 y II.26, la 
desactivación del sistema ADN-EB por el compuesto 5 se ajusta a la 
ecuación clásica de Stern-Volmer, pero la del compuesto 4 no exhibe 
una tendencia lineal. Por esta razón se llevó a cabo un ensayo de 
fluorescencia alternativo (figura II.27). Se trata de una valoración 
cuantitativa que mide la concentración de agente necesaria para 
reducir al 50% la fluorescencia de una disolución de ADN-EB (valor 
de C50), tal y como se detalla en la Introducción general y en la sección 
experimental de este Capítulo. Los valores de C50 para 4 y 5 se han 
obtenido con este segundo enfoque, más preciso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura II.27 Ensayo de desplazamiento competitivo del EB del aducto ADN-EB por el 
complejo 4 y el complejo 5. Condiciones: CT ADN = 3 µM, EB = 3,78 µM; tampón 
cacodilato 0,1 M (pH = 6,0). 

Las constantes de unión aparentes (Kapp) de los compuestos se han 
calculado a partir de la siguiente ecuación: 

Kapp = KEB ! [EB] / C50   (ec. II.4) 

en la que KEB = 3,0!10!7 M!1, y [EB] = 50 "M. Los resultados se 
recogen en la tabla II.11. Los valores de Kapp para 4 y 5, ambos en 
torno a ~10!7 M!1, pueden ser considerados medio-altos para complejos 
de cobre (los compuestos de la tabla II.15 se encuentran en el rango 

 C50 (µM) Kapp (M!1) 
5 4,3 2,6 x 10-7 
4 5,1 2,2 x 10-7 
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~10!8 y ~10!6 M!1). La bibliografía recoge valores de ~10!5 M!1 para 
compuestos de Zn(II) con ligandos conteniendo grupos naftaleno.117 

II.C.4.2 Temperatura de fusión del ADN 

La interacción de los complejos con el ADN puede estabilizar la 
doble hebra de ADN y por tanto aumentar el valor de Tm del 
ADN.78,118,119 El estudio consiste en registrar la absorbancia a 260 nm 
de una muestra de ADN en ausencia y presencia de complejo en el 
rango de temperaturas 25-90 ºC, tal y como se detalla en la la 
Introducción general y en la sección experimental de este Capítulo. 

Las figuras II.28 y II.29 muestran las curvas de temperatura de 
fusión experimentales para ambos compuestos. En todos los casos se 
ha restado la absorbancia del complejo a 260 nm (por ello se 
representan absorbancias normalizadas). 

Para el complejo 4 se observa un #Tm del CT ADN de ~ 3° C para 
una relación [ADN]/[complejo] = 4. El ensayo sugiere una interacción 
ADN-complejo débil. La disminución de absorbancia a temperaturas 
altas en presencia de complejo, inusual pero ya observada para el 
compuesto 1, se discutirá más adelante. 

En el caso del complejo dinuclear 5 los cambios que se observan 
son significativos. A una relación [ADN]/[complejo] = 5 el #Tm es de 
~ 16° C. En comparación con los valores de la bibliografía, estos #Tm 
son altos e indicativos de una interacción importante.74,75 

 



Capítulo II 
 

198 
 

 
 

              
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.28. Curva de temperatura de fusion del CT ADN (100 "M) en ausencia 
(negro) y en presencia de 4 (25 "M, azul) en tampón fosfato 1 mM, NaCl 2 mM (pH = 
7,2) conteniendo un 5% DMF. Leyenda: relación [ADN]/[complejo 4]. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figure II.29. Curva de temperatura de fusion del CT ADN (100 "M) en ausencia 
(negro) y en presencia de 5 (20 "M, azul) en tampón fosfato 1 mM, NaCl 2 mM (pH = 
7,2) conteniendo un 5% DMF. Leyenda: relación [ADN]/[complejo 5]. 
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II.C.4.3 Viscosimetría 

Los ensayos se realizaron según se detalla en la Introducción 
general y en la sección experimental de este Capítulo. 

Los resultados se muestran como una representación gráfica de 
("/"0)1/3, donde " es la viscosidad de la disolución tampón-ADN-
complejo y "0 es la viscosidad de la disolución tampón-ADN, frente a 
relaciones crecientes [complejo]/[ADN]. Los efectos producidos en el 
CT ADN por 4 y 5 se muestran en la figura II.30. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure II.30. Ensayo de viscosidad para 4 y 5. [CT ADN] = 50 "M en presencia de 1, 3, 
5, 7 y 10 "M de compuesto 4/5 en tampón cacodilato 0,1 M (pH = 6,0) con 5% DMF. 

Los resultados revelan, de nuevo, el diferente comportamiento de 
los dos compuestos. No hay cambio apreciable en la viscosidad 
relativa del ADN en presencia de cantidades crecientes de 4; esto 
indica que 4 no interacciona mediante intercalación. En cambio, la 
viscosidad relativa del ADN aumenta conforme aumenta la 
concentración de 5, lo que sugiere que el complejo 5 se une al ADN 
mediante intercalación (presumiblemente) de los anillos naftaleno del 
ligando. El compuesto 4, con cuatro grupos naftaleno en su 
estructura, no intercala, probablemente debido al impedimento 
estérico producido entre los ligandos. 
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II.C.5 Estudio de actividad nucleasa en electroforesis 
mediante gel de agarosa de 4 y 5 

II.C.5.1 Ensayo de actividad 

La capacidad de corte del ADN de los dos complejos se evaluó 
mediante electroforesis en gel de agarosa. Los complejos se incubaron 
a diferentes concentraciones con plásmido superenrollado tipo pUC18 
en tampón cacodilato 0,1 M (pH = 6,0) conteniendo un 5%/10% de 
DMF a 37 ºC durante 1 hora. Los ensayos se realizaron según el 
protocolo general descrito en la Introducción general y en la sección 
experimental de este Capítulo. 

Las figuras II.31 y II.32 muestran las electroforesis resultantes del 
corte producido por los complejos 4 y 5, respectivamente.  

Como se observa en la figura II.31, en 5% de DMF el compuesto 
mononuclear 4 es capaz de mediar la conversión de ADN 
superenrollado en circular abierto a una concentración de 20 "M pero 
con una gran cantidad de activante: 300x ascorbato/H2O2 (150+150; 
esto es, 300 veces la concentración de cobre). Cuando la concentración 
aumenta a 30 "M, el compuesto 4 produce la conversión total del 
ADN superenrollado a las formas circular abierta y lineal, e incluso se 
aprecia la formación de fragmentos más pequeños que generan una 
estela en el gel (carreras 4-6). En 10% DMF, 4 produce la rotura total 
del ADN superenrollado a concentraciones menores (25 "M; carreras 
7-8). Si se compara el corte de 4 con el producido por cantidades 
equimolares de la sal de cobre en las mismas condiciones, se detecta 
que el complejo es ligeramente más activo que la disolución de sal de 
cobre (carreras 3 y 6). 
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Figura II.31. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 "M) producido 
por CuSO4 y el compuesto 4, en presencia de ascorbato/H2O2 (300x de exceso), 
incubado en tampón cacodilato (0,1 M, pH = 6,0) conteniendo 5% DMF (carreras 1-6) / 
10% DMF (carreras 7 y 8), durante 1 h a 37 ºC. C corresponde a los controles de ADN. 

La figura II.32 revela que el compuesto 5 degrada el ADN de 
forma eficiente con pequeñas cantidades de agente reductor. En 
presencia de un de exceso de ascorbato (25x), una concentración 25 
"M de 5 transforma completamente el ADN superenrollado en 
formas circular + lineal, y 35 "M de 5 origina la casi total degradación 
del ADN (carreras 6-8). Además, la actividad del complejo es 
claramente superior a la de concentraciones equimolares de la sal de 
cobre (comparar carreras 3 y 7). Teniendo en cuenta que el compuesto 
5 es un dímero, la comparación también puede realizarse entre la 
carrera 3 (30 "M de CuSO4) y la carrera 4 (15 "M de 5 = 30 "M en 
cobre); en este caso, aunque el grado de corte es aparentemente 
similar, el complejo ya consigue generar forma lineal. 

 

 

 

 

 

 

Figura II.32. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 "M) producido 
por CuSO4 y el compuesto 5, en presencia de ascorbato (25x de exceso), incubado en 
tampón cacodilato (0,1 M, pH = 6,0) conteniendo un 5% DMF durante 1 h a 37 ºC. C 
corresponde a los controles de ADN. 
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II.C.5.2 Ensayo sobre la influencia de agentes inhibidores en la 
actividad nucleasa de 4 y 5 

El patrón de corte de ambos compuestos parece reflejar una rotura 
aleatoria del esqueleto de ADN. Además, el requerimiento de agente 
reductor para mostrar actividad nucleasa sugiere que la actividad 
nucleolítica de 4 y 5 es de naturaleza oxidativa. Con el fin de 
profundizar en este mecanismo oxidativo, se estudió la implicación 
de las diferentes especies reactivas de oxígeno (ROS) mediante 
estudios de inhibición del corte en presencia de agentes captadores de 
las mismas. El procedimiento experimental se detalla en la 
Introducción general y en la sección experimental de este Capítulo. 

Los resultados se muestran en las figuras II.33 y II.34 para 4 y 5, 
respectivamente. 

 

 

 

 
 
 
 

Figura II.33. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) producido 
por el compuesto 4 (30 µM) en presencia de inhibidores/agentes de interacción con los 
surcos, incubado en tampón cacodilato (0,1 M pH = 6,0) conteniendo un 5% DMF 
durante 1 h a 37 ºC. C = controles pUC18 sin/con reductor; CuSO4 con reductor; F = 
formiato sódico; KI = yoduro potásico; P = 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidona; T = Tiron; 
N = neocuproína; V = verde de metilo; D = distamicina A. 

La figura II.33 muestra que la adición de formiato sódico, yoduro 
potásico, 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidona y Tiron inhiben la actividad 
de 4; por tanto, las especies # OH, 1O2 and O2

! deben estar implicadas 
en el proceso de ruptura del ADN (comparar carreras 4 con carreras 
5-8). Además, la reacción es inhibida en presencia del agente quelante 
de Cu(I) neocuproína (carreras 4 y 9), como era de esperar para un 
mecanismo oxidativo que implica al ion cobre(II). Finalmente, para 
clarificar otros aspectos del mecanismo también se investigaron los 
agentes afines a los surcos distamicina A (surco menor) y verde de 
metilo (surco mayor). Ambos agentes disminuyen considerablemente 
el corte producido por 4 (carreras 10 y 11), indicando que el complejo 

      1            2            3            4            5           6            7            8            9          10         11 

                              C          CuSO4                                       4 (30 µM, 300x Asc/H2O2)         #! 
                 300x      300x       (-)         F        KI         P          T         N        V         D      Inhibidor 

      1             2           3            4             5           6           7            8            9           10         11  
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4 debe unirse a través de ambos surcos. Esta conclusión está de 
acuerdo con la obtenida a partir de los estudios de interacción 
previos, los cuales sugerían una unión de 4 a la superficie del ADN. 

El mismo estudio de inhibición fue realizado para el complejo 5 
(figura II.34). Los experimentos con agentes captadores de # OH no 
fueron concluyentes, pero 5 presenta resultados similares a 4 en 
relación a los agentes captadores de 1O2, O2

! y a la neocuproína 
(comparar carreras 4 y carreras 5-8). Con agentes de unión a los 
surcos, el comportamiento de los dos compuestos es claramente 
diferente. En el caso del complejo 5 no hay una inhibición 
significativa del corte ni en presencia de distamicina A ni en presencia 
de verde de metilo (ensayo no mostrado). Los experimentos de 
interacción indicaban que el complejo 5 intercala entre los pares de 
bases de la doble hebra; el experimento con los agentes de unión a los 
surcos sugiere ahora que la intercalación de 5 debe producirse aún en 
presencia de éstos. 

 
 
 
 

 

 

 

 

Figura II.34. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) producido 
por el compuesto 5 (25 µM) en presencia de inhibidores, incubado en tampón 
cacodilato (0,1 M pH = 6,0) conteniendo un 5% DMF durante 1 h a 37 ºC. C = control 
pUC18 con/sin ascorbato; CuSO4 con ascorbato; T = Tiron; P = 2,2,6,6-tetrametil-4-
piperidona; A = azida sódica; N = neocuproína. 
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II.C.5.3. Resumen de las propiedades de interacción con el ADN 
y rotura de 4 y 5 (tabla II.11) 

El compuesto 4 produce una estabilización muy baja de la doble 
hebra y no intercala, si bien su Kapp es mayor que la Kapp de la 
acridina, un conocido agente de intercalación.123 Estos datos indican 
que 4 interacciona con el ADN pero por el esqueleto de azúcar-fosfato 
o por los surcos, mediante atracciones electrostáticas o enlaces de 
hidrógeno (también indica que un valor alto de Kapp no puede 
considerarse una prueba de intercalación). La (en conjunto) moderada 
interacción de 4 con el ADN lleva a una limitada actividad nucleasa. 
El ensayo con agentes inhibidores confirma el carácter oxidativo del 
mecanismo de acción y muestra que no hay una unión específica del 
compuesto a uno u otro surco. 

El compuesto 5 es un buen agente intercalante, comparable a la 
[Cu(phen)2]2+ 120 y a otros compuestos cobre-naftaleno de la 
bibliografía (por lo menos en lo que respecta a la variación de 
viscosimetría del ADN).88 Además, 5 produce un aumento 
considerable del Tm, mayor incluso al documentado para agentes 
intercalantes puros como la acridina119 o el bromuro de etidio. 88 Estos 
resultados tomados conjuntamente sugieren que la interacción de 5 
con el ADN no se produce únicamente por intercalación.78,119 Como 
era de esperar, la Kapp de 5 es alta (aunque sólo ligeramente mayor 
que la del compuesto 4). Además, los ensayos de inhibición no 
muestran cambio significativo de actividad nucleasa en presencia de 
agentes de unión a los surcos; esta información permite descartar la 
posible interacción a través de los surcos. Probablemente la pérdida 
de algún ligando acetato del complejo en disolución produce especies 
con carga positiva y se favorece la interacción electrostática del 
compuesto con el ADN.85 

En suma, la gran afinidad de 5 por la doble hebra conduce a una 
actividad nucleasa notable, por vía oxidativa. El esquema II.4 incluye 
un posible mecanismo para la generación de las especies reactivas 
implicadas en el corte del ADN.121,122 
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Esquema II.4. Mecanismo propuesto para la generación de ROS (basado en Bard y 
Bocarsly).121,122 

II.C.6 Conclusiones #Discusión 

A continuación se resumen las conclusiones extraídas del estudio 
inorgánico y bioinorgánico de los compuestos 4 y 5: 

 

 

 

 

 

 Compuesto 4  Compuesto 5 

1. Se han ensayado dos nuevos ligandos derivados del 3,5-
diamino-1,2,4-triazol, N y M, en los que se ha incorporado un grupo 
naftaleno mediante sulfonilación para facilitar la intercalación en el 
ADN. El grupo sulfonilo dobla el ligando. Por reacción con sales de 
Cu(II) se han logrado aislar dos compuestos distintos de Cu(II), 4 y 5. 
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2. La estructura cristalina de [Cu(N)4(NO3)2]·4CH3OH (4) está 
formada por unidades mononucleares en las que el ión Cu(II) está 
enlazado ecuatorialmente a cuatro ligandos N monodentados que 
coordinan a través del átomo N4-triazol.  

3. La estructura cristalina de [Cu(M)("-acetato)2]2·2(M) (5) está 
constituida por unidades dinucleares y moléculas M de cristalización. 
En la unidad dinuclear los dos iones Cu(II) se enlazan mediante 
cuatro aniones µ-acetato en forma de paddle wheel (o rueda de paletas); 
los ligandos M coordinan en la posición axial a través del átomo N4-
triazol. La distancia Cu###Cu’ es de 2,667(1) Å. Como resultado de 
fuertes interacciones de apilamiento e intensos enlaces de hidrógeno 
se genera un MOF (estructura supramolecular con capas metálica-
orgánica alternas).  

4. En el compuesto dímero 5 los dos cobres presentan un fuerte 
acoplamiento antiferromagnético [J = -324(1) cm-1]. El espectro EPR 
(banda X) es silencioso a temperatura ambiente. 

5. En relación a los estudios de interacción, 4 presenta valores de 
Kapp medio-altos (2,2 x 107 M#!1), produce una ligera estabilización de 
la doble hebra ($Tm % 3 ºC) y no intercala. El compuesto 5 presenta 
valores similares de Kapp (2,5 x 107 M#!1), produce un gran aumento 
del Tm (16 ºC) e intercala.  

En el caso del monómero 4, con cuatro ligandos monodentados, el 
impedimento estérico establecido entre los 4 fragmentos naftaleno 
impide la intercalación. En el caso del dímero 5, los puentes µ-acetato 
mantienen los dos centros metálicos separados, con lo que los 
ligandos M axiales se encuentran los suficientemente alejados para 
permitir que los grupos naftaleno puedan intercalarse. Probablemente 
la interacción de 5 con el ADN se ve reforzada por atracciones 
electrostáticas. 
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6. Ambos compuestos son capaces de cortar el ADN en presencia 
de agentes activantes por mecanismo oxidativo. El compuesto 4 es 
capaz de escindir completamente el ADN superenrollado a formas 
circular y lineal a una concentración de 30 µM (con 300x ascorbato). El 
compuesto 5, mucho más activo, produce el mismo grado de 
degradación del pUC18 a 25 µM (y con tan sólo 25x ascorbato).  

La actividad nucleasa de los dos compuestos se correlaciona bien 
con su afinidad por el ADN, esto es, el compuesto 5  interacciona 
mejor con el ADN que el compuesto 4 y es una nucleasa más eficiente. 
En resumen, el nuevo ligando M ha permitido la obtención de un 
nuevo agente de Cu(II) que interacciona fuertemente con ADN y se 
comporta como una buena metalonucleasa. 

 

 



Capítulo II 
 

208 
 

II.D UN COMPLEJO DE COBRE(II) 
TETRANUCLEAR DE TIPO Cu’-Cu(N-N)2Cu-Cu’, 
CONSTRUIDO A PARTIR DE UN LIGANDO     
µ3-1,2,4-TRIAZOLATO-µ-CARBOXILATO, 
COMO AGENTE CAPAZ DE DEGRADAR EL 
ADN* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.D.1 Antecedentes y objetivos 

Los compuestos polinucleares, como se ha introducido en el 
apartado II.A.2 de este Capítulo, han adquirido gran interés en el 
campo de las metalonucleasas desde que Karlin y col. mostraran que 
la nuclearidad es un factor clave en el mecanismo de rotura oxidativo, 

                                                 
*Los resultados que se presentan a continuación han sido objeto de la siguiente 
publicación: Hernández-Gil, J.; Ferrer, S.; Castiñeiras, A.; Lloret, F. Inorg. Chem. 
2012, 51, 9809-9819. 
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ya que la posible cooperatividad entre los centros metálicos puede 
facilitar la formación del intermedio activo.45,123 Así, recientemente se 
han descrito una serie  complejos de cobre dinucleares y trinucleares 
capaces de actuar como potentes agentes de corte del ADN,27,75,124–126 
entre ellos, el complejo dinuclear de cobre(II)-triazol con fórmula 
[Cu2L1(µ-SO4)](PF6)2, en el que L1 es el ligando 3,5-bis[bis(piridin-2-
ilmetil)amino)metil]-4-amino-1,2,4-triazol.15 

En este contexto seleccionamos el ligando H2atc (H2atc = ácido 5-
amino-1,2,4-triazol-3-carboxílico) (Esquema II.5a), por presentar 
varias posibilidades de coordinación (especiamente en su forma 
aniónica, atc2-) y por su capacidad para formar compuestos 
polinucleares. A partir de este ligando y en presencia del co-ligando 
dien (dien = dietilentriamina), se ha conseguido aislar un compuesto 
tetranuclear inusual, soluble en medio acuoso, que se describe y 
estudia a lo largo del presente apartado. 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 

Esquema II.5. (a) El ligando H2atc; (b) sistemas puente µ1,2 y µ2,4 1,2,4-triazol. 

Los compuestos de coordinación de Cu(II) tetranucleares 
muestran una gran variedad estructural. La clásica revisión de 
Haasnoot,1 la realizada por Brooker y col.,2 y la más reciente de 
Gámez y col.3 revelan que los compuestos tetranucleares de cobre con 
ligandos 1,2,4-triazol son muy escasos, pudiéndose clasificar en 
cuatro grupos: (i) tetraédricos, (ii) rectangulares, (iii) de tipo mariposa, 
y (iv) de tipo “1+2+1”. 
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(i) Del primer grupo tan sólo se ha descrito un clúster atípico: el 
complejo [Cu(HL2)(H2O)]4(NO3)4(HL2 = 3-(piridin-2-il)-5-(pirazin-2-
il)-1,2,4-triazol), en el que los iones cobre presentan un entorno 
tetraédrico.127 En este caso el papel estructural que desempeña el 
heterociclo no es relevante, en contraste con lo que sucede con los 
compuestos cubano construidos a partir de ligandos µ-oxo, µ-alcoxo o 
µ-halógeno.128–134 

(ii) Se han referido unos pocos compuestos rectangulares, que 
pueden ser considerados como dímeros de unidades dinucleares 
(Cu2###Cu2). Entre ellos se encuentran los compuestos 
[CuI2CuII2(L3)4(pic)2] y [CuI4(L3)4] (L3 = 3,5-bis-(piridin-2-il)-1,2,4-
triazol, Hpic = ácido picolínico), ambos obtenidos mediante síntesis 
hidrotermal.135,136 El último es el bloque tetramérico de una estructura 
supramolecular; los cuatro centros metálicos del bloque definen un 
quasi-rectángulo (Cu1###Cu2 = 4,325 Å, Cu1-Cu2A = 5,972 Å, 
Cu2###Cu1###Cu2A = 90,7°). Otro ejemplo lo constituye el compuesto 
rectangular [Cu4(L4)4(OH)2(NO3)(H2O)6](NO3) (HL4 = 3,5-diamino-
1,2,4-triazol = guanazol), que exhibe dos tipos de puente Cu###Cu;137 
en uno interviene sólo un puente el triazol y, en el otro, el puente 
triazol  junto a un puente µ-OH-. 

(iii) En la bibliografía también pueden encontrarse algunas 
estructuras con forma de mariposa. Esta organización consiste en dos 
triángulos fusionados con un grupo oxo o hidroxo en el centro y,  
habitualmente, con ligandos puente carboxilato adicionales. Los dos 
iones metálicos centrales forman el cuerpo de la mariposa y los dos 
iones metálicos externos constituyen las alas.3 Los complejos 
[Cu4(OH)2(L5)2(piv)6] y [Cu4(OH)2(L6)2(piv)6 (L5 = 4-amino-3,5-
dimetil-1,2,4-triazol, L6 = 4-t-butil-1,2,4-triazol, Hpiv = ácido piválico) 
se englobarían en esta tercera categoría.138 

(iv) Por último, y de forma muy reciente, Brooker y col. han 
publicado un compuesto tetranuclear de Cu(II), 
[CuII4(L1)2(H2O)2(BF4)2](BF4)6#CH3CN (L1=ver arriba),139 que contiene 
una disposición “1+2+1” de los centros metálicos novedosa 
(Cu###Cu2###Cu versus Cu2###Cu2).  
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El compuesto que vamos a describir aquí (6) constituye, que 
nosotros sepamos, el segundo ejemplo de compuesto de cobre(II) 
tetranuclear de tipo “1+2+1” (grupo iv).136 Contiene un grupo Cu4 

planar. La planaridad viene impuesta por el ligando µ3-triazolato, que 
aporta un puente “corto” (diatómico) y otro “largo” (triatómico). 
Cabe destacar que con sistemas puente parecidos (1,2,4-triazoles no 
sustituidos en N4) tan sólo se habían descrito polímeros, debido a que 
el puente N2,N4-triazol habitualmente conduce a estructuras 
bidimensionales (en forma de capas o 2D) (Esquema II.5b).135,140–142 

En este apartado se estudia la síntesis, estructura y caracterización 
tanto espectroscópica como magnética del compuesto tetranuclear 6. 
Posteriormente, se evalúa su interacción con el ADN y su capacidad 
para actuar como nucleasa química. 

II.D.2 Síntesis del compuesto 
[Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2!2H2O (6) 

La síntesis del compuesto 6 se realizó a partir del ligando H2atc 
(ácido 5-amino-1,2,4-trizol-3-carboxílico), que es un reactivo 
comercial. 

La pequeña molécula H2atc (esquema II.5a) presenta baja 
solubilidad en agua y en la mayoría de los disolventes orgánicos 
habituales. Esta característica puede ser la causa de que se hayan  
publicado muy pocos complejos metálicos de este ligando: dos 
mónomeros de Cd {[Cd(Hatc)2(H2O)2]143 [Cd(H2atc)4](NH4)2]144} y 
algunos polímeros de Dy, Ba y Sr.145,146 El compuesto tetranuclear 6 se 
obtuvo por desprotonación del ligando H2atc con NaOH seguida de 
adición de dietilentriamina (dien) y posterior acomplejación con 
Cu(ClO4)2#6H2O. A continuación se detalla la síntesis: 

Se suspendieron 0,137 g (1 mmol) de H2atc en una disolución 
acuosa de NaOH (40 mg, 1 mmol, en 2 mL). Transcurridos varios 
minutos de agitación se observó la disolución parcial del ligando 
H2atc. A continuación se añadieron 40 mL de agua y 0,21 mL de dien 
(dietilentriamina) (2 mmol, != 0,95 g/mL), con lo que el H2atc se 
disolvió completamente. Se adicionaron entonces 0,700 g (2 mmol) de 
Cu(ClO4)2#6H2O. Se formó una disolución de color azul oscuro, que se 
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mantuvo bajo agitación. Transcurridos aproximadamente 15 minutos 
se generó una ligera turbidez. El escaso precipitado formado (azul 
claro) se eliminó por filtración. La disolución azul oscura resultante se 
dejó reposar a 4°C en cristalizador cubierto con Parafilm. (La relación 
de reactivos es, por tanto, H2atc/NaOH/dien/Cu(II) = 1:1:2:2). Tras 
aproximadamente 12 meses se observaron cristales lenticulares de 
color azul intenso, que se separaron por filtración y se secaron a 
temperatura ambiente. Uno de los cristales resultó apto para estudio 
de difracción de rayos-X. (Rendimiento aproximado de la síntesis: ca. 
1,5 g, ca. 80%). 

Si la disolución azul oscura se deja evaporar lentamente a 
temperatura ambiente, se obtiene entonces un producto 
microcristalino tras aproximadamente 1,5-2 meses que corresponde al 
compuesto 6. (Rendimiento en estas condiciones: ca. 1,7 g, ca. 90%).  

Análisis Elemental (realizado sobre los monocristales): Calculado 
para C22H60Cl4Cu4N20O22 (1352,86): C: 19,53; H: 4,77; N: 20,71. 
Encontrado: C: 19,78; H: 4,70; N: 21,02. Datos de FT-IR (KBr) 
seleccionados: max (cm−1): [&(O−H) + &(N−H)] 3530w, 3351−3300d-s, 
3170w, 3090w; [&(COO)] 1631s, 1601sh; ['(N−H) + &(C=N)anillo + 
&(C=C)anillo] 1593sh, 1526sh, 1510sh; [&(COO)sym] 1469s; [&(ClO4)] 
1141sh, 1093vs, 1050sh, 1021sh. UV−vis (sólido): λmax (nm): 610; 
UV−vis (en H2O): λmax (nm) [εmax] (M−1 cm−1): 615 [225], 246 [15200]. 
Medidas de conductividad (H2O, 10−3 M): 380 (Ω−1 cm2 mol−1); en las 
mismas condiciones experimentales el electrolito control 
Cu(NO3)2#3H2O: 343 (Ω−1 cm2 mol−1). 
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II.D.3 Caracterización de 6 

II.D.3.1 Estructura de rayos-X de 
[Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2!2H2O (6) 

La estructura cristalina de 6 está constituida por cationes 
tetranucleares [Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2]2+, dos aniones perclorato y dos 
moléculas de agua de cristalización por catión. La figura II.35 muestra 
dicho catión. Los ángulos y distancias de enlace seleccionados se 
indican en la tabla II.13. Los detalles acerca de la toma de datos, 
resolución y refinamiento de la estructura se adjuntan en la sección 
Anexo III. 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 

 
 

 

Figura II.35a. El catión tetranuclear de 6 con el etiquetado de los átomos. Códigos de 
simetría,  a: -x, y, -z;  b: -x, -y, -z;  c: x, -y, z. 

Desde el punto de vista cristalográfico, la estructura, muy 
simétrica, presenta un plano de simetría que contiene los átomos 
N(14)dien-Cu(1)-N(6)-C(2)-N(3)triazol-Cu(2). Los iones perclorato 
coordinados se encuentran en posiciones especiales; su geometría 
viene impuesta por un pseudo plano de simetría que contiene el enlace 
Cl(1)-O(13), de forma que los átomos del anión ocupan dos posiciones 
diferentes con un factor de ocupación de 0,50 para cada una. Los 
iones perclorato que se encuentran fuera de la esfera de coordinación 
están desordenados; sus átomos de oxígeno presentan dos 
orientaciones diferentes relacionadas también por un pseudo plano de 
simetría y con un factor de ocupación de 0,50 para cada una. Para 
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mayor claridad, en las figuras sólo se representa una de las dos 
posiciones. 

El catión complejo puede describirse como un tetrámero 
Cu’###Cu(N-N)2Cu###Cu’, con dos tipos de centros metálicos, Cu y 
Cu’, doblemente conectados por puentes µ-N2,N4-triazolato [en esta 
estructura: µ-N(3),N(6)-triazolato] y µ-O,O’-carboxilato; los dos 
centros Cu equivalentes están unidos por un doble puente µ-N1,N2-
triazolato [aquí, µ-N(3),N(4)-triazolato]. Como ya se ha mencionado, 
el compuesto 6 es el  segundo ejemplo de la bibliografía de un 
compuesto tetranuclear “1+2+1” de Cu(II) constituido por unidades 
discretas (esto es, no polimérico). Presumiblemente el co-ligando dien 
evita que se forme una red tridimensional, como es habitual en los 
compuestos en los que se presenta el modo de coordinación N1,N2,N4 
del triazol (ver compuestos similares pero que forman cadenas en 
referencias135,140–142). 

Dos iones cobre relacionados por un centro de inversión, Cu(2) y 
Cu(2a), y enlazados por un doble puente diazínico N1,N2-triazol 
forman la unidad dimérica central. Estos dos iones cobre se hallan 
conectados a un tercer y cuarto ión cobre solitarios a través de dos 
sistemas puente, el anillo triazolato tridentado (de 3 átomos) y el 
sustituyente carboxilato bidentado (de 4 átomos). El ligando H2atc, 
didesprotonado por pérdida del protón del anillo triazol y del protón 
del ácico carboxílico (atc2-), actúa como ligando bis(quelato)  
pentadentado. 

 

 

 

 

 
 
 

Figura II.36. Vistas esquemáticas del catión tetranuclear “1+2+1” de 6: (izda.) los 
sistemas puente de los centros metálicos; (dcha.) el plano Cu4. 
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Los cobres centrales, Cu(2) y Cu(2a), presentan un entorno 
octaédrico (idéntico por simetría) muy distorsionado. Cada cobre se 
encuentra coordinado por dos átomos de N diazínicos de dos 
triazoles distintos, los tres átomos de N de la triamina quelante dien y 
uno de los dos átomos de O del grupo carboxilato. Ya se ha indicado 
que la unión entre los 2 iones cobre se realiza mediante un puente 
doble N1,N2-triazol.  

En los dímeros relacionados de la bibliografía lo habitual es que las 
dos distancias Cu-N sean similares y con valores en el rango 1,94-2,01 
Å {ver en esta Tesis las estructuras [Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) y 
[Cu(H2diO)(NO3)]2·2DMSO (3)}.57,62 Sin embargo, en este caso el doble 
puente es asimétrico, con una distancia Cu(2)-N(3) corta [1,995(4) Å] y 
una Cu(2)-N(4a) más larga [2,215(4) Å]. La asimetría del puente se 
refleja también en los ángulos Cu(2)-N(3)-N(4) y Cu(2)-N(4a)-N(3a), 
con valores de 134,63 (19) y 124,74 (19)°, respectivamente. La distancia 
Cu(2)-Cu(2a), de 4,059(2) Å, sí entra en el intervalo esperado para los 
sistemas Cu-(N-N)2-Cu’ simétricos. Por lo que se refiere a las tres 
distancias Cu-Ndien, todas ellas son cortas y casi iguales [2,034(4), 
2,034(4) y 2,032(5) Å]; por último, la distancia Cu-Ocarboxilato, mucho 
más larga [2,673 (4) Å], es propia de una semicoordinación. Por tanto, 
atendiendo a las distancias en el octaedro, puede considerarse que el 
plano basal del Cu(2) está formado por los tres átomos N del ligando 
dien y el átomo N(3) del anillo, y que las posiciones axiales las ocupan 
el átomo N(4) del anillo y el átomo O(2) carboxilato. El cromóforo 
resultante sería CuNN’3+N+O. El centro Cu(2) está desplazado 0,383 
Å del plano definido por los cuatro átomos dadores basales. 

Los ángulos de coordinación también se alejan del valor ideal de 
90° y oscilan entre 83,24(15) y 97,04(12)°, en el plano ecuatorial, y 
73,46(15) y 101,35(19)°, para las posiciones apicales. La distorsión en 
los ángulos viene determinada por la formación de tres anillos 
quelato. La circunstancia de que una de las interacciones con el 
puente se realice en posición axial es inusual y relevante para el 
estudio del intercambio magnético entre los centros Cu(2) y Cu(2a). 
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El poliedro de coordinación del centro metálico periférico es 
también un octaedro distorsionado (figura II.36). De forma similar al 
Cu(2), el Cu(1) está coordinado ecuatorialmente a los tres átomos de 
N del ligando dien terminal y al átomo de N único (no diazínico) N(6) 
del anillo triazol, con distancias en el rango 1,992(4)-2,008(4) Å. En 
posición apical se encuentra el otro átomo de O del carboxilato 
bidentado a 2,290(4) Å. Completa el octaedro el átomo de O del 
perclorato O(11), que se aproxima al Cu(II) a una distancia de 
semicoordinación de 2,723(7)Å. El cromóforo de Cu(1) puede, pues, 
esquematizarse como CuN3’N+O+O’. Los ángulos de coordinación 
oscilan entre 84,37(12) y 95,49(12)°, en el plano basal; y 71,2(2) y 
103,07(16)°, en las posiciones axiales. Los dos ángulos de mordida 
(bite) que forma el grupo carboxilato difieren ligeramente: el que 
forma con el Cu del dímero es de 73,46(15)°; el que forma con el Cu 
exterior es de 78,65(16)°. 

La distancia Cu(1)-Cu(2) es de 5,6859(8) Å. Todo el catión es 
planar, debido a la simetría de la estructura, si se exceptúan los 
átomos [N(11),C(11),C(12)]dien, [N(21),C(22),C(23)]dien y tres de los 
cuatro átomos de oxígeno de los percloratos. El plano basal del centro 
metálico periférico [definido por N(6),N(11),N(11c),N(14)] y el plano 
definido por el sistema puente “Cu(2)(N-N)2Cu(2a)” son mutuamente 
perpendiculares (figura II.36). 

En la estructura cristalina, las unidades tetranucleares se unen por 
múltiples enlaces de hidrógeno, que se pueden agrupar en: (i) 
intramoleculares; (ii) intermoleculares que originan cadenas de 
tetrámeros, con distancias Cu(1)###Cu(1)’  de 5.420 Å;  e (iii) 
intermoleculares que enlazan las cadenas (figura II.37). El resultado 
puede considerarse una red MOF que contiene capas paralelas al 
plano (-2 0 1) (figura II.38). En la sección Anexos se incluye también la 
tabla con los enlaces de hidrógeno más importantes. 

Cabe señalar, como se mencionó arriba, que el papel del co-ligando 
dien es importante porque aparentemente evita la polimerización 
característica del modo puente N1,N2,N4 de los triazolatos. Se ha 
observado una situación similar para el compuesto 
{[Cu3(tcz)2(dien)(H2O)2](H2O)3]$ (tcz=3,5-bis(carboxilato)-1,2,4-
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Figure 
the H-bond network and the piling of sh

 

Figure S3a. Mercury packing views for 1: (top) selected H
bonds: intramolecular, inter-tetranuclear units, and inter
chain; (bottom) chains of tetranuclear units linked through 
H-bonds which involve the perchlorate anions to give a 
tridimensional network (or metal-organic framework, 
MOF). 

    

Figure S3b. Two DIAMOND views of the crystal packing of 
bond network and the piling of sheets.   
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ottom) chains of tetranuclear units linked through 
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of the crystal packing of 1, showing 
 

triazolato); en este caso los autores sugieren que la formación de 
cadenas en vez de estructuras 3D se debe a la dien terminal.147 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

Figura II.37. Empaquetamiento de 6: (arriba) enlaces de hidrógeno seleccionados: 
intramoleculares, inter-unidades tetranucleares e inter-cadenas; (abajo) detalle de la 
unión de cadenas de unidades tetranucleares a través de enlaces de hidrógeno en los 
que intervienen los aniones perclorato.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura II.38. Empaquetamiento de 6: (arriba) enlaces de hidrógeno en el plano bc; 
(abajo) apilamiento de capas de tetrámeros. 
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Tabla II.13. Distancias (Å) y ángulos (°) seleccionados para el compuesto 
[Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2#2H2O (6) con las esds entre paréntesis. 

Código de simetría:  (#1) x, -y, z  (#2) -x,-y,-z 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura II.35b. Gráfico del compuesto 6 con el etiquetado completo de los átomos. 

    
Cu(1)-N(14) 1,992(4) Cu(2)-N(3) 1,995(4) 
Cu(1)-N(11) 2,003(4) Cu(2)-N(24) 2,032(5) 
Cu(1)-N(11)#1 2,003(4) Cu(2)-N(21)#1 2,034(4) 
Cu(1)-N(6) 2,008(4) Cu(2)-N(21) 2,034(4) 
Cu(1)-O(1) 2,290(4) Cu(2)-N(4)#2 2,215(5) 
Cu(1)-O(11) 2,723(7) Cu(2)-O(2) 2,673(4) 
Cu(1)-Cu(2) 5,6859(8) Cu(2)-Cu(2)#2 4,0591(12) 
    
N(14)-Cu(1)-N(11) 84,37(12) N(3)-Cu(2)-N(21)#1 94,08(15) 
N(14)-Cu(1)-N(11)#1 84,37(12) N(24)-Cu(2)-N(21)#1 83,24(15) 
N(11)-Cu(1)-N(6) 95,49(12) N(3)-Cu(2)-N(21) 94,08(15) 
N(11)#1-Cu(1)-N(6) 95,49(12) N(24)-Cu(2)-N(21) 83,24(15) 
N(11)-Cu(1)-O(1) 95,69(18) N(24)-Cu(2)-N(4)#2 101,35(19) 
N(11)#1-Cu(1)-O(1) 95,69(18) N(21)#1-Cu(2)-N(4)#2 97,04(12) 
N(6)-Cu(1)-O(1) 78,65(16) N(21)-Cu(2)-N(4)#2 97,03(12) 
N(14)-Cu(1)-O(11) 87,0(2) N(3)-Cu(2)-O(2) 73,46(15) 
N(11)-Cu(1)-O(11) 71,2(2) N(24)-Cu(2)-O(2) 84,56(17) 
N(11)#1-Cu(1)-O(11) 99,2(2) N(21)#1-Cu(2)-O(2) 83,57(12) 

N(6)-Cu(1)-O(11) 91,3(2) N(21)-Cu(2)-O(2) 83,57(12) 
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II.D.3.2 Espectroscopia infrarroja 

En la tabla II.14 se muestran las bandas IR más significativas del 
complejo tetranuclear, así como las bandas correspondientes al 
ligando triazol H2atc para facilitar la comparación (ver figuras de los 
espectros en el Anexo I). 

En la región 3500-3000 cm-1, el complejo exhibe bandas de 
diferente intensidad atribuibles a las vibraciones &(N-H)NH2. El 
complejo 6 muestra asimismo una señal débil a 3530 cm-1 como 
consecuencia de la vibración &(O-H) del agua de cristalización. En el 
IR la presencia del ligando dien (dietilentriamina) se detecta 
claramente por la presencia de un doblete a 2930-2880 cm-1 

correspondiente a la vibración de tensión Csp3-H.  

Por lo que se refiere a las bandas de mayor valor diagnóstico, el 
complejo 6 con respecto al ligando H2atc muestra importantes 
desplazamientos a menores frecuencias de las señales 
correspondientes a &(C=O) y &(N=N). Los cambios se explican 
porque, como revela la estructura cristalina de 6 (ver sección I.B.3), el 
ligando se encuentra doblemente desprotonado (en el grupo 
carboxílico y en el anillo triazol), el anillo triazol actúa como ligando 
puente tridentado, y el grupo carboxilato interacciona con el metal de 
forma bidentada. El esquema II.6 representa este modo de 
coordinación especial del carboxilato que, con los átomos de 
nitrógeno del triazol, forma dos anillos quelatos de 5 miembros.  

 

 

 

 

 
 
 

 

Esquema II.6. Modo de coordinación del grupo carboxilato en el complejo 6. 
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La asignación de las bandas &(COO)asym y &(COO)sym se ha 
realizado siguiendo a Deacon y Phillips. La segunda banda 
englobaría también vibraciones de deformación "(N-H) del grupo 
amino y de tensión &(N=N) del anillo. En relación al otro anión, la 
banda característica del ClO4

#, correspondiente a la vibración &3, se 
presenta intensa, estructurada, y con valores de  próximos a los de los 
percloratos iónicos,64 lo que estaría de acuerdo con la presencia de 
aniones perclorato débilmente coordinados (o semicoordinados: 
d(Cu-O)= 2,7 $) y de aniones perclorato no coordinados.  
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Tabla II.14. Asignación de bandas IR para el complejo [Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2!2H2O (6) y su ligando triazol (H2atc).* 

 
 

max / cm!1 

Compuesto 

["(O-H) +/o 

 "(N-H)NH +/o NH2+/o  

"(arC-H)] 

"(C=O) 
[#(N-H)NH +/o NH2 + 
"(C=N)anillo +         
"(C=C)anillo] 

"  (anion) 

     

H2atc 
3332 w; 3287w;          
3038 b, m 

1713 sh; 1694-1668 d, vs 
1624 s; 1566 m; 1508 m;          
1419 sh; 1374 vs 

-- 

Comp. 6 
3530 w; 3351-3300 d, s; 
3170 w; 3090 wa 

"(COO)asym: 1631 s; 1601 sh 

"(COO)sym: 1469 sb 

1526 sh; 1510 sh;                
1593 sh; 1469 sb,c 

"3+"4: 1141 sh-1093-vs-
1050sh-1021shc 

* vs: muy fuerte; s: fuerte; m: media; w: débil; vw: muy débil; d: doblete; b: ancha; sh: hombro; "asym: vib. de tensión 
asimétrica; "sym: vib. de tensión simétrica. 
a También observada en este rango: 2930-2880 d, m / cm-1, asignada a "(Csp3-H) de la dien (dietilentriamina). 
b Contiene "(COO)asym y "(C=N)triazol.   c Banda estructurada. 
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g = 2.10(1), J = -34.1(2) cm-1, j = -5.50(3) cm-1

II.D.3.3 Propiedades magnéticas  

La figura II.39 muestra el comportamiento magnético de 6 en 
forma de !MT vs T, siendo !M la susceptibilidad magnética por cada 4 
iones Cu(II).  

A temperatura ambiente el valor de !MT se aproxima a 1,6 
cm3!K!mol-1 por cuatro Cu(II) [esto es, ca. 0,4 cm3!K!mol-1 por Cu(II)]. 
No se observa ningún máximo en la curva de !M. Al bajar la 
temperatura, !MT decrece hasta formar una pequeña meseta de ca. 8 
cm3!K!mol-1 a temperaturas entre 10 y 5 K. Este valor se aproxima al 
esperado para dos Cu(II) aislados con un estado basal S = " y un 
valor de g razonable. Por debajo de esta temperatura, !MT decrece de 
forma continua hasta llegar a un valor de 0,7 cm3!K!mol-1. Este 
comportamiento está de acuerdo con la presencia de dos centros 
Cu(II) acoplados con un acoplamiento antiferromagnético moderado-
bajo más dos iones Cu(II) débilmente acoplados con una interacción 
antiferromagnética muy baja (y, por tanto, casi solitarios). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura II.39. Curva !MT vs T para el complejo 6 (siendo !M la susceptibilidad 
magnética por unidad tetranuclear). Datos Experimentales (!) y calculados (línea 
sólida). 

Los datos magnéticos se han interpretado teniendo en cuenta la 
estructura tetranuclear del complejo. El esquema II.7 muestra los 
orbitales magnéticos implicados en el superintercambio magnético. 



J. Hernández-Gil 
 

223 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Esquema II.7. Orbitales magnéticos del compuesto 6 implicados en el superintercambio 
magnético. 

El sistema se puede describir mediante el siguiente Hamiltoniano 
de espín: 

H = -JS2S2a – j(S1S2 + S2aS1a)  (ec. II.5) 

El tratamiento de los datos magnéticos mediante el programa 
MAGPAK148 permitió la obtención de los parámetros J, j y g. En el 
proceso de ajuste se asumió que los cuatro iones Cu(II) presentan 
idéntico valor de g. El mejor ajuste se consiguió con los siguientes 
parámetros: 

g = 2,10(1)       J = –34,1(2) cm-1 j = -5,50(3) cm-1 

En general, el acoplamiento magnético entre dos iones Cu(II) a 
través de un doble puente N1,N2-triazol mediante la vía de 
intercambio en el plano sigma (ver esquema II.7b) es grande (valores 
de J próximos a -200 cm-1).57,60,62 Sin embargo, en el caso de la 
situación orbital inversa mostrada en el esquema II.7a el solapamiento 
entre los orbitales magnéticos es mucho menor debido a su semi-
ortogonalidad y, por tanto, debe esperarse un acoplamiento 
magnético mucho más pequeño. Además, en el compuesto 6 la baja 
simetría del sistema de puente también dificulta la adecuada 
superposición. El resultado es un acoplamiento antiferromagnético 
Cu(2)-Cu(2a) débil (J = -34 cm-1). El compuesto de tipo “1+2+1” 
sintetizado por Brooker y col. presenta un valor aún más bajo de J [J = 
-6,8(8) cm-1, g = 2,17(5)] para los dos cobres centrales;139 y, 
aparentemente, sus dos cobres externos están tan completamente 
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aislados que no se necesitó ningún valor de j para reproducir los datos 
magnéticos experimentales. 

Para dímeros de Cu(II) con puentes N1,N2-triazol se ha extraído 
una relación empírica entre el valor de J y los ángulos del puente Cu-
N-N60/N-Cu-N.62 Siguiendo esta correlación, el valor de J de 6 
debería ser bajo, tal y como se ha observado experimentalmente. Con 
respecto al muy bajo valor de j, no existen datos de puentes (N-C-
N)triazol comparables que permitan realizar una discusión 
apropiada.149 Hay que señalar que en el caso del puente (N-C-
N)imidazol, aunque sí se dispone de más datos, no se ha podido 
establecer una correlación sencilla estructura-magnetismo.150 

La caracterización magnética de 6 se ha completado con un estudio 
de EPR sobre muestra policristalina. La figura II.40 muestra los 
espectros EPR de 6, a varias temperaturas (en el rango 10-300 K), 
obtenidos operando en la banda X. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura II.40. Espectro de EPR para el complejo 6 a diferentes temperaturas (muestra 
policristalina). 

Para todas las temperaturas, el espectro es quasi-isotrópico (g # 
2,1) o ligeramente axial. Al bajar la temperatura la señal se vuelve más 
intensa, comportamiento que está de acuerdo con la curva de !M. 

Se realizó también un estudio comparativo del espectro EPR del 
compuesto 6 en estado sólido y en disolución acuosa (a 80 K). La 
figura II.41 indica que la entidad tetranuclear de 6 permanece estable 
en disolución acuosa. 



J. Hernández-Gil 
 

225 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

Figura II.41. Espectro EPR de 6 en estado sólido y en disolución acuosa a 80 K. 

II.D.4 Estudio de interacción con el ADN de 6 

El complejo 6 presenta una elevada solubilidad en agua, lo cual 
permite un estudio adecuado de interacción con el ADN en tampones 
biológicos. El estudio de estabilidad de 6 en disolución se realizó 
mediante diversas técnicas. El análisis ESI-MS de 6 no fue concluyente 
ni a baja ni a alta resolución; sin embargo, los espectros UV-vis y EPR 
(a 80 K) de 6 en disolución, que son coincidentes (figura II.41), así 
como las medidas de conductividad, que indican comportamiento 
próximo al de un electrolito 1:2, evidencian que la entidad 
tetranuclear de 6 permanece como tal en disolución acuosa.  

La interacción del compuesto 6 con el ADN se estudió mediante 
las técnicas de fluorescencia, desnaturalización térmica y 
viscosimetría. En general, como se ha venido indicando, la afinidad 
hacia el ADN está gobernada por uno o más factores que incluyen 
interacciones electrostáticas con el esqueleto azúcar-fosfato, 
intercalación y/o enlaces de hidrógeno.43 

II.D.4.1 Espectroscopia de fluorescencia 

El estudio consiste en registrar los espectros de emisión del aducto 
ADN-EB en presencia de distintas concentraciones de complejo 
(disoluciones problema) con el fin de determinar los cambios que se 
producen en el máximo de intensidad de emisión del aducto. Para la 
realización de este ensayo se siguió el procedimiento descrito en la 
Introducción general y en la sección experimental de este Capítulo. 



Capítulo II 
 

226 
 

Como paso previo se ensayaron las siguientes disoluciones control 
en las mismas condiciones que las disoluciones problema: disolución 
de complejo; disolución de complejo + ADN; disolución de complejo 
+ EB (sin ADN). Las dos primeras no mostraron fluorescencia 
apreciable y la tercera no mostró cambios en relación a la disolución 
de EB (sin complejo). 

En la figura II.42 se presentan los espectros de emisión del aducto 
ADN-EB obtenidos en ausencia y presencia de diversas 
concentraciones de complejo (0-50 $M). A medida que aumenta la 
concentración de 6 va disminuyendo la intensidad de emisión del 
aducto ADN-EB, aunque sin alcanzar el nivel basal. Este 
comportamiento indica un desplazamiento parcial del EB de las 
moléculas de ADN debido a la interacción del complejo con la 
biomolécula.70,71 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura II.42. Espectro de emisión del ADN-EB en ausencia (línea discontinua) y en 
presencia (línea continua) de 6. [CT ADN] = [EB] = 50 µM en tampón cacodilato 0,1 M 
(pH = 6,0). Inset: Representación de Stern-Volmer de la relación de intensidades (I0/I) 
en ausencia (I0) y presencia de complejo (I) frente a la concentración de 6 [ajuste lineal: 
y = 0,987 + 0,008x (R2= 0,998)]. 
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Con el fin de semi-cuantificar las observaciones anteriores, se 
calculó la constante de desactivación, Ksv, por medio de la 
representación de Stern-Volmer que se muestra en el interior de la 
figura II.42. La reducción de intensidad de emisión del aducto por el 
compuesto 6 se ajusta bien a la ecuación:  

IF0/IF = 1 + Ksv [Q]   (ec. II. 3) 

es decir, tiene un comportamiento lineal (R2 = 0,996). El valor de la 
constante del compuesto 6, calculada a partir de la ecuación, resultó 
ser: Ksv = 8,2 x 103 M-1. 

Otra forma de expresar el grado de afinidad de una molécula hacia 
el ADN es mediante determinación de la constante de unión aparente, 
Kapp, a través del método de valoración cuantitativa que mide la 
concentración de compuesto necesaria para disminuir hasta el 50% la 
intensidad de emisión del aducto ADN-EB inicial (valor de C50), tal y 
como se detalla en la Introducción general y en la sección 
experimental de este Capítulo. En la figura II.43 se recogen los 
resultados de este ensayo. El valor de C50 es, de forma aproximada, 
inversamente proporcional al valor de la constante de unión. Así, la 
Kapp se calcula con la ecuación II.4:151 

KEB x [EB] = Kapp x [C50]  (ec. II.4) 

en la que: KEB = 3,0 x 107 M-1,  calculada en la presente Tesis Doctoral, 
para pH = 6,0,152  y [EB] = 3,78 $M. El valor de la constante obtenida 
así fue: Kapp = 2,07 x 106 M-1. 

Con el fin de establecer la magnitud relativa de la Kapp del 
compuesto 6, se realizaron ensayos paralelos de referencia con 
compuestos seleccionados: el intercalador acridina,  el agente de 
unión específica al surco menor Hoechst 33258, el de unión al surco 
mayor verde  de metilo y el sulfato de cobre(II).  

La figura II.43 ilustra el diferente grado de afinidad por el ADN de 
cada compuesto en las mismas condiciones en que se ensayó el 
compuesto tetranuclear 6. Los correspondientes valores de C50 y Kapp 
se incluyen en la tabla II.15. De la tabla II.15 se deduce que la acridina 
presenta un valor alto de C50 (y, por tanto, una Kapp baja), como ha 
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sido documentado para otros agentes intercalantes;153,154 que el 
Hoechst 33258 es el agente más efectivo a la hora de desplazar el 
bromuro de etidio, con un valor de C50 tan bajo como 0,97 $M; y que 
el compuesto 6, el verde de metilo y el CuSO4 tienen valores de Kapp  

más bajos que el Hoechst pero también importantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.43. Estudios de desplazamiento competitivos del EB del ADN-EB para: 
acridina, Hoechst 33258, verde de metilo, CuSO4 y el complejo 6 {[CT ADN] = 3 µM; 
[EB] = 3.78 µM en tampón cacodilato 0,1 M (pH= 6,0)}. 

Tabla II.15. Valores de Kapp para el compuesto 6 y los otros agentes de la figura II.43. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Compuesto C50 (!M) Kapp[M(bp)!1] 

Hoechst 33258 0,97 1,17 x 108 

Verde de metilo 10,93 1,04 x 107 

Complejo 6 18,30 6,20 x 106 

CuSO4 23,15 4,90 x 106 

Acridina 75,85 1,50 x 106 
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II.D.4.2 Temperatura de fusión del ADN 

El proceso de determinación de Tm mediante espectroscopia UV se 
realizó midiendo de forma continua la absorbancia a 260 nm de una 
muestra de CT ADN en ausencia y/o presencia de complejo 6 
mientras se incrementa gradualmente la temperatura en el rango 25-
90 ºC, tal y como se describe en la Introducción general y en la sección 
experimental de este Capítulo. 

En la figura II.44 se presentan las curvas de temperatura de fusión 
del CT ADN en presencia de diferentes proporciones de 6. En todos 
los casos se ha restado la absorbancia del complejo a 260 nm (por ello 
se representan absorbancias normalizadas). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura II.44. Curva de temperatura de fusion del CT ADN (100 !M) en ausencia 
(negro) y en presencia de 6 (12 !M, azul), (25 $M, verde) y (50 $M, azul) en tampón 
fosfato 1 mM, NaCl 2 mM (pH = 7,2). Leyenda: relación [ADN]/[complejo 6]. 

Los estudios de Tm se realizaron bajo condiciones de saturación 
completa (esto es, a relaciones [CT ADN]/[complejo] de 2 a 8) y a baja 
fuerza iónica (tampón fosfato 1 mM – NaCl 2 mM) para que las 
transiciones de fusión pudieran ser detectadas a temperaturas 
moderadas. Como se extrae de la figura II.44, el complejo tetranuclear 
produce un claro aumento de la temperatura de fusión del ADN (!Tm 

= 18,3 ºC para [ADN]/[complejo] = 4). En comparación con valores de 
la bibliografía, este !Tm es alto e indicativo de una interacción 
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importante. Así por ejemplo, Mao y col. han referido valores de !Tm 
entre 9,4 y 3,3 ºC para compuestos de cobre(II) con ligandos 2,2-
dipiridil que contienen extremos guanidinio/amonio (catiónicos).155 
Por tanto, el complejo 6 muestra una gran afinidad por el ADN. 

II.D.4.3 Viscosimetría 

Las medidas hidrodinámicas son sensibles a los cambios de 
longitud del ADN; por ello, constituyen uno de los métodos más 
decisivos y menos ambiguos para estudiar la forma de unión de las 
moléculas al ADN en disolución.76,77 Los ensayos se realizaron según 
se detalla en la Introducción general y en la sección experimental de 
este Capítulo. 

Los resultados se expresan como una representación gráfica de 
("/"0)1/3, donde " es la viscosidad de la disolución tampón-ADN-
complejo y "0 es la viscosidad de la disolución tampón-ADN, frente a 
relaciones crecientes [complejo]/[ADN] (figura II.45). 

La presencia del compuesto tetranuclear 6 apenas modifica la 
viscosidad relativa del CT ADN [("/"0)1/3 varía de 1 a 1,05 para una 
relación de 0,2]. Este resultado sugiere que la interacción del complejo 
con el ADN no se produce por intercalación clásica, como era de 
esperar por carecer de anillos aromáticos.156 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura II.45. Ensayo de viscosidad para 6. [CT ADN] = 50 !M en presencia de 1, 3, 5, 7 
y 10 !M de  compuesto 6 en tampón cacodilato 0,1 M (pH = 6,0). 
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II.D.4.4 Conclusiones de los estudios de interacción 

El compuesto 6 produce una desactivación del estado excitado del 
aducto ADN-EB significativo (Kapp = 6,2x106 M!1), presenta %Tm altos 
(# 18 ºC) y no intercala. De estos ensayos se deduce que 6 interacciona 
fuertemente con el CT ADN y, considerando que el complejo es 
catiónico, posiblemente lo hace a través de interacciones 
electrostáticas con el esqueleto azúcar-fosfato [el ensayo con 
inhibidores (ver próxima sección) permite descartar la interacción por 
los surcos]. 

II.D.5 Estudio de actividad nucleasa en electroforesis 
mediante gel de agarosa de 6 

II.D.5.1 Ensayo de actividad  

La digestión del ADN por el complejo 6 se estudió mediante la 
técnica de electroforesis en gel de agarosa. Las electroforesis se 
realizaron según el procedimiento general descrito en la Introducción 
general de esta Tesis Doctoral y en la sección experimental de este 
Capítulo. 

La figura II.46 muestra el resultado de la separación por 
electroforesis del corte inducido por el complejo 6 en el plásmido 
pUC18. Los dos co-ligandos, H2atc y dien, no son capaces de escindir 
el ADN por sí mismos, ni en ausencia ni en presencia de activantes; el 
compuesto 6 tampoco manifestó actividad nucleasa sin la adición de 
un agente químico externo (ensayos no mostrados). 

En la figura II.46 se pone de manifiesto que el compuesto 6 
empieza a cortar el ADN a concentraciones bajas. A una 
concentración de 20 $M  y en presencia de ascorbato ([ascorbato] = 
2,5&[6] = 0,625&[Cu]) y dioxígeno, el compuesto 6 degrada 
prácticamente toda la forma superenrollada (8%) a circular (89%) y 
lineal (3%) (carrera 10). A 40 $M, el compuesto es capaz ya de 
degradar la forma superenrollada de manera completa para producir 
formas circular (80 %) y lineal (20%) (carrera 11). Estos resultados 
indican que el compuesto 6 es de hecho una nucleasa química 
potente.  
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En pararelo se realizaron experimentos control. Si se comparan 
cantidades equimolares de 6 (10 $M) y de sal de cobre (10 $M), se 
observa que el complejo es una nucleasa más efectiva (carreras 5 y 9) 
que el CuSO4; si la comparación se hace para cantidades equivalentes 
de Cu(II), se aprecia mayor degradación del ADN por parte de la sal 
(carreras 7 y 9). Este hecho, que podría estar relacionado con la falta 
de posiciones de coordinación lábiles sobre los Cu(II) centrales, 
excluye un posible efecto cooperativo entre los diferentes centros 
metálicos de 6. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.46. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 ADN (37,5 $M) por 
el CuSO4 y el compuesto 6, en presencia de ascorbato (2,5x de exceso), incubado en 
tampón cacodilato (0,1 M, pH = 6,0) durante 1 h a 37 ºC. M: marcador; L: ADN lineal 
control; C: ADN control. (Abajo) Imagen del gel. (Arriba) Gráfico que representa la 
concentración relativa de las formas superenrollada (F I), circular (F II) y lineal (F III) 
para la sal de Cu(II) (izquierda) y el complejo 6 (derecha). 

 

    M        L      C              CuSO4                              6                " 
                                                              2,5x                                ! Asc 
                  5      10     20    40      5      10     20     40    (µM) 

     1       2        3        4       5       6      7       8       9      10     11 
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           M        C            6      (20 µM, 2,5x Asc)     " 
     (-)         0      50     100    200    300    NaCl (mM) 

II.D.5.2 Ensayo sobre la influencia de la fuera iónica en la 
actividad nucleasa 

La influencia de las propiedades electrostáticas del compuesto 6  
en la actividad nucleasea se analizó mediante la adición de cantidades 
crecientes de NaCl (0-300 mM) en el medio de reacción. El 
procedimiento experimental se detalla en la Introducción general de y 
en la sección experimental de este Capítulo. Los resultados del ensayo 
se muestran en la figura II.47. 

Se observa que la actividad de 6 disminuye progresivamente al 
aumentar la concentración de NaCl. El comportamiento es el 
esperado. Al aumentar la cantidad de sal, aumenta el grado de 
neutralización de las cargas negativas del ADN y, con ello, disminuye 
la atracción electrostática entre el complejo catiónico 6 y los grupos 
fosfato de la doble hebra. Este resultado evidencia de nuevo la 
contribución de las interacciones electrostáticas en el proceso de 
unión al ADN del complejo 6. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

Figura II.47. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) por el 
compuesto 6 en presencia de fuerza iónica (NaCl) variable, incubado en tampón 
cacodilato 0,1 M (pH = 6,0) durante 1 h a 37 ºC. M: marcador; C: ADN control. 

II.D.5.3 Ensayo sobre la influencia de agentes inhibidores 

El compuesto 6 debe actuar como nucleasa a través de un 
mecanismo oxidativo porque requiere agentes reductores. Con objeto 
de profundizar en los aspectos mecanísticos, se realizaron ensayos de 
actividad en presencia de agentes captadores de especies oxoactivas 

        1        2         3        4        5        6        7 
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(ROS). El procedimiento se detalla en la Introducción general de esta 
Tesis Doctoral y en la sección experimental de este Capítulo. 

El resultado de la correspondiente electroforesis se muestra en la 
figura II.48. Se produce inhibición de la actividad nucleasa de 6 en las 
experiencias con yoduro potásico (carrera 6), 2,2,6,6-
tetrametilpiperidona (carrera 7) y Tiron (carrera 8). Con estas 
observaciones se confirma la naturaleza oxidativa del proceso de 
rotura y se deduce que el radical hidroxilo (! OH), el oxígeno singlete 
(1O2) y el radical superóxido (O2-) se encuentran implicados en el 
mecanismo. Además, el ensayo con neocuproína  (carrera 9), que 
inhibe claramente el corte, permite afirmar que el Cu(I) interviene en 
el proceso redox, como cabía esperar. 

Por último, la figura II.48. muestra también que los agentes de 
interacción con los surcos, distamicina A y verde de metilo, no 
disminuyen la capacidad de escisión de 6 (carreras 10 y 11). Por tanto, 
se descarta la interacción del complejo con el ADN a través de los 
surcos, y se puede afirmar que la interacción entre 6 y el biopolímero 
se realiza básicamente mediante atracciones electrostáticas (ver 
apartado II.D.4.4.).  

 

 

 

 

 
 
 

 

Figura II.48. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) por el 
compuesto 6 (20 µM) en presencia de inhibidores y agentes de unión a los surcos, 
incubado en tampón cacodilato (0,1 M, pH = 6.0) durante 1 h a 37 ºC. M = marcador; C 
= controles pUC18 con/sin reductor; KI = yoduro potásico; P = 2,2,6,6-tetrametil-4-
piperidona; T = Tiron; N = neocuproína; D = distamicina A; V = verde de metilo 
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S = S0  ·  e
(-kobs t)

II.D.5.4 Estudio cinético 

Con el fin de completar el estudio de actividad nucleasa del 
compuesto 6, se realizó un estudio cinético siguiendo el protocolo 
descrito en la Introducción general y detallado en la sección 
experimental de este Capítulo. 

Las condiciones del experimento se escogieron cuidadosamente 
(concentración de complejo 6, de agente reductor (ascorbato)…), a fin 
de observar la aparación/desaparición gradual de cada forma de 
ADN y de evitar la degradación total (smearing). La electroforesis 
correspondiente se presenta en la figura II.49. En la misma figura se 
muestra el gráfico con las cantidades relativas de las distintas formas 
del pUC18 en función del tiempo, obtenidas por cuantificación de las 
bandas de la electroforesis. 

La degradación de la forma superenrollada a forma circular varía 
exponencialmente con el tiempo seguiendo una cinética de pseudo-
primer orden, que puede ajustarse a la ecuación propuesta por 
Cowan y col. (ec. II.6) para obtener la constante aparente de 
velocidad:157 

     (ec. II.6) 

donde S0 y S corresponden a la cantidad de forma superenrollada 
inicial y de forma superenrollada a un tiempo t, respectivamente, y 
kobs es la constante velocidad de pseudo-primer orden o constante de 
velocidad aparente (generalmente expresada en min-1). 

El valor obtenido para 6 es kobs $ 0,126 min-1 (R2 = 0,996), que 
corresponde a un tiempo de vida media de 5,5 min para la forma 
superenrollada. Estos parámetros cinéticos (para una concentración 
de complejo 5 µM, muy baja) confirman la gran eficiencia nucleolítica 
de este sencillo compuesto de Cu(II). 

Debe mencionarse que, en las mismas condiciones experimentales 
(idéntica cantidad de ascorbato por cobre), la sal de Cu(II) no produce 
corte alguno (figura II.50). 
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Figura II.49. Cinética de corte del pUC18 (37,5 µM) promovido por el compuesto 6 (5 
µM), incubado en tampón Tris (50 mM pH = 7,2) durante 75 min a 37 ºC. (Arriba) 
electroforesis en gel de agarosa (0,8%) de los productos de reacción a diferentes 
tiempos; carreras 1-4: Marcador; ADN lineal; ADN pUC18 y ADN pUC18 + ascorbato. 
(Abajo) variación de la concentración en función del tiempo de las formas 
superenrollada (!) circular (!) y lineal (�); (cuadro insertado) ajuste lineal de los 
datos. 

 

 

 

 

 

 

Figura II.50. Cinética de corte del pUC18 (37,5 µM) promovido por el CuSO4 (5 µM), 
incubado en tampón Tris (50 mM pH = 7,2) durante 75 min a 37 ºC. Carreras 1-4: 
Marcador; ADN lineal; ADN pUC18 y ADN pUC18 + ascorbato.  

    M        Controles                  6       (5 µM, 10x Asc)                          " 

             75      75     75      0       5      10     15     20     25     30     40     50      60    75    (min) 

     1        2        3        4        5       6        7        8       9       10     11      12      13     14      15  

   M        Controles                   CuSO4 (5 µM, 12 x Asc)                            " 

            75     75     75      0      5      10    15    20     25    30     40     50    60    75      (min) 

    1       2       3       4      5       6       7      8      9     10     11    12     13    14     15     

kobs $ 0,126 min-1 
t 1/2 $ 5,5 min 
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II.D.6 Conclusiones – Discusión 

Las conclusiones que se extraen del estudio inorgánico y 
bioionorgánico del compuesto 6 son las siguientes: 

1. Se ha sintetizado y caracterizado un compuesto tetranuclear de 
Cu(II) de tipo “1+2+1”, discreto, a partir del ligando triazolato atc2-. El 
ligando actúa como pentadentado bis(quelato). El complejo contiene 
dos Cu(II) centrales, unidos por un puente doble N1,N2-triazolato, y 
dos Cu(II) periféricos, unidos a los centrales por puentes N2,N4-
triazolato y O,O’-carboxilato. 

2. El estudio magnético indica que 6 exhibe un acoplamiento 
antiferromagnético atípicamente débil (aunque predecible) entre los 
dos cobres centrales, unidos a través del puente doble N1,N2 (J = –
34,1(2) cm-1), y un acoplamiento antiferromagnético muy débil entre 
cada cobre periférico y uno de los dos cobres centrales a través del 
puente N,C,N (j = -5,50(3) cm-1). 

3. La adecuada solubilidad en agua de 6 ha permitido el estudio 
bioinorgánico completo. El complejo muestra una gran afinidad por el 
ADN: presenta una Kapp media-alta (6,2x106 M!1), produce un gran 
incremento del Tm (#18 ºC) y no intercala. La interacción de 6 con la 
doble hebra se produce a través de interacciones electrostáticas entre 
el catión complejo y los grupos fosfato del ADN. 

4. El compuesto es capaz de degradar de forma eficiente y rápida 
el ADN mediante un mecanismo oxidativo en presencia de bajas 
concentraciones de reductor. Aunque no se ha detectado efecto 
cooperativo entre los diversos centros metálicos, 6 muestra una gran 
reactividad frente al ADN, presumiblemente iniciada por una 
atracción hacia el esqueleto fosfato y seguida por un ataque no 
específico a la doble hebra en múltiples posiciones. 

En suma, la introducción de varios centros metálicos en la nucleasa 
es una forma eficaz de aumentar la interacción con el ADN y, con ello,  
de mejorar la eficiencia nucleolítica del mismo. En el apartado 
siguiente se continúa desarrollando esta estrategia. 
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II.E INTERACCIÓN CON EL ADN Y 
ACTIVIDAD NUCLEASA DE DOS 
COMPUESTOS CON ALTA NUCLEARIDAD. 
SÍNTESIS, ESTRUCTURA Y MAGNETISMO* 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.E.1 Antecedentes y objetivos 

La versatilidad de los triazoles para actuar de puente entre centros 
metálicos ha sido ampliamente explorada para producir estructuras 
supramoleculares con diferentes funcionalidades,1 y también para 
obtener complejos polinucleares discretos de interés en 
magnetoquímica, como modelos de imanes moleculares, o en 
bioinorgánica, como  modelos de sistemas biológicos.1,2 

                                                 
*Parte de los resultados que se presentan a continuación han sido objeto de la 
siguiente publicación: Hernández-Gil, J.; Ovèjak, N.; Ferrer, S.; Lloret, F.; 
Castiñeiras, A. Inorg. Chem. 2013, 52, 2289-2291. 
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Como ligandos de partida en las distintas áreas de investigación, 
los derivados del anillo 1,2,4-triazol pueden organizarse en tres 
categorías: (i) aquéllos que sólo contienen un anillo; (ii) aquéllos que 
contienen dos anillos unidos por un grupo espaciador; y (iii) aquéllos 
que tienen el anillo más otros grupos funcionales.1 El conocido 
ligando 3,5-bis(piridin-2-il)-1,2,4-triazol (abreviado como Hpytz o 
Hbpt)58,158 o sus derivados más cercanos1–3,139,159–161 se englobarían en 
esta última categoría. Recientemente, Chen y col. han preparado 
mediante síntesis hidrotermal una serie de estructuras poliméricas 
formadas por unidades [CuI(pytz)], que exhiben conformaciones muy 
variadas (i.e., silla molecular, cremallera, cadena en zigzag o cadena 
helicoidal) como resultado de los diferentes modos de coordinación 
del ligando (ver esquema II.10 más adelante).135,136 Desde un enfoque 
diferente, Brooker y col. han descrito ligandos triazol con 
sustituyentes piridina de gran denticidad (bis-tridentados y bis-
tetradentados), que les han permitido obtener complejos dinucleares 
y tetranucleares inusuales.139 Estos autores han mostrado también que 
usando derivados dipiridilo bis-bidentados, y bajo condiciones de 
síntesis apropiadas (con co-ligandos seleccionados), se pueden aislar 
sistemas trinucleares,160 tetranucleares e incluso octanucleares.161 

En los apartados anteriores hemos estudiado varios compuestos 
polinucleares con diferente actividad nucleasa. El compuesto 
tetranuclear 6 resultó ser muy activo, posiblemente como resultado de 
una óptima interacción con el ADN. Ahora exploramos la química de 
coordinación de dos nuevos ligandos, a priori dinucleantes, con el 
mismo sustituyente sobre el anillo triazol: el 5-amino-3-(piridin-2-il-
acetamido)-1,2,4-triazol = 5-amino-3-picolinamido-1,2,4-triazol (H2V), 
ligando mono-acilo,  y el el 3,5-bis(piridin-2-il-acetamido)-1,2,4-triazol 
= 3,5-bis(picolinamido)-1,2,4-triazol (H3diV), su análogo di-acilo.  

Ambos ligandos, H2V y H3diV, sintetizados para este trabajo 
mediante reacción directa entre el guanazol y el 2-picolinato de etilo 
en un horno de bolas (Capítulo I), mantienen la estructura básica de 
los ligandos anteriores H2Q y H3diQ, pero con la piridina en vez del 
grupo fenilo como sustituyente aromático. El cambio conlleva dos 
consecuencias importantes: (i) los ligandos H2V y H3diV presentan 
mayor solubilidad que H2Q y H3diQ (al menos son solubles en 
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metanol); (ii) tras desprotonación del/de los grupo(s) acetamido, 
ambos ligandos amplian drásticamente sus posibilidades de 
coordinación; así, el ligando HV- ofrece seis átomos dadores y la 
posibilidad de formar dos anillos quelato para enlazar al metal; el 
ligando HdiV2-, ocho átomos dadores y cuatro posibles anillos 
quelato (esquema II.8). 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

Esquema II.8. Posibilidades de coordinación de los ligandos HV! y HdiV2-. 

Estos ligandos han permitido la obtención de dos compuestos con 
elevada nuclearidad: uno tetranuclear (7) y otro hexanuclear (8). En 
este apartado se describe su síntesis y su caracterización estructural, 
espectroscópica y magnética. A continuación se estudia su afinidad 
por el ADN y su potencial nucleolítico, con el fin de establecer la 
influencia de la polinuclearidad en las propiedades de interacción con 
el ADN y en la subsiguiente actividad nucleasa. 

II.E.2 Síntesis de los compuestos 7 y 8 

Como se ha indicado, la síntesis de los compuestos 7 y 8 se realizó 
a partir de los nuevos ligandos 5-amino-3-picolinamido-1,2,4-triazol 
(H2V) y 3,5-bis(picolinamido)-1,2,4-triazol (H3diV), cuya obtención y 
caracterización se detalla en el apartado I.B.1.2 del Capítulo I. Ambos 
ligandos son insolubles en agua pero moderadamente solubles en 
metanol y etanol.  
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II.E.2.1 Síntesis de                         
{[Cu4(HV)2(picolinato)2(NO3)3(H2O)6] (NO3)}n (7) 

(i) Procedimiento A 

Se suspendieron 0,102 g (0,5 mmol) de ligando H2V"HCl* en 30 mL 
de metanol. Sobre esta suspensión se añadió gota a gota una 
disolución formada por 0,115 g (0,5 mmol) de Cu(NO3)2!3H2O 
disueltos en la mínima cantidad posible de metanol (2,5 mL), con lo 
que se consiguió la disolución de ligando (la relación estequiométrica 
de los reactivos es Cu(II):H2V= 1:1). Después de 1 hora de agitación se 
observó una turbidez verde. El sólido formado se eliminó por 
filtración. A partir de la disolución verde resultante se formaron 
monocristales prismáticos verdes de 7 transcurridas 2-3 semanas. 

El estudio preliminar de rayos-X mostró que el compuesto 
formado (7) contenía ligando HV- y ligando picolinato; es decir, se 
había producido la hidrólisis del derivado triazol. La síntesis de este 
compuesto ternario (7) pudo reproducirse mezclando ligando H2V 
(en lugar de H2V"HCl) y ácido picolínico (ver procedimiento B a 
continuación). 

(ii) Procedimiento B  

Se suspendieron 0,051 g (0,25 mmol) de ligando H2V en 20 mL de 
metanol. Sobre la suspensión se añadió gota a gota y con continua 
agitación una disolución de 0,230 g (1 mmol) de Cu(NO3)2!3H2O en 5 
mL de metanol. A la disolución verde resultante se le adicionó gota a 
gota una disolución de 0,092 g (0,75 mmol) de ácido picolínico en 10 
mL de metanol, observándose una intensificación en el color (la 
relación estequiométrica de los reactivos es Cu(II):H2V:ácido 
picolínico = 1:0,25:0,75). Tras 20 minutos de agitación se realizó una 
filtración de seguridad. La disolución verde esmeralda se dejó reposar 
en un cristalizador cubierto con Parafilm. Tras 4-5 semanas se 
obtuvieron monocristales prismáticos de color verde de 7 que se 

                                                 
*Ligando obtenido por el procedimiento “convencional”, en acetonitrilo a partir 
del cloruro de acilo, y aislado como clorhidrato. 
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separaron por filtración, se lavaron con metanol frío y se secaron al 
aire sobre papel de filtro. Rendimiento: ca. 0,13 g, ca. 40%. Análisis 
Elemental: Calculado para C28H34Cu4N18O24 (1260,89): C: 26,7; H: 2,7; 
N: 20,0. Encontrado: C: 24,4; H: 2,7; N: 18,6. Datos de FT-IR (KBr) 
seleccionados: max (cm−1): [%(O−H) + %(N−H)] 3530w, 3351−3300d-s, 
3170w, 3090w; [%(COO)] 1631s, 1601sh; [&(N−H) + %(C=N)anillo + 
%(C=C)anillo] 1593sh, 1526sh, 1510sh; [%(COO)sym] 1469s; [%(ClO4)] 
1141sh, 1093vs, 1050sh, 1021sh. UV−vis (sólido): λmax (nm): 610; 
UV−vis (en H2O): λmax (nm) [εmax] (M−1 cm−1): 615 [225], 246 [15200]. 
Medidas de conductividad (H2O, 10−3 M): 380 (Ω−1 cm2 mol−1); en las 
mismas condiciones experimentales el electrolito control 
Cu(NO3)2!3H2O: 343 (Ω−1 cm2 mol−1). 

II.E.2.2 Síntesis de [Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14](ClO4)2"10H2O (8) 

El ligando H3diV es insoluble en agua y sólo moderadamente 
soluble en metanol. La adición de una disolución de perclorato de 
cobre a una disolución metanólica caliente del ligando en relación 2:1 
produjo un precipitado verde pálido abundante. En cambio, con un 
gran exceso de sal de cobre (6:1) sólo se formó un poco de 
precipitado, que se eliminó por filtración. La disolución resultante se 
dejó evaporar. Tras un par de meses, cuando ésta se encontraba casi a 
sequedad, aparecieron monocristales prismáticos grandes azul mar 
del compuesto 8. Presumiblemente, los numerosos aniones perclorato 
son los responsables de la solubilidad de 8 en agua. 

Procedimiento experimental 

Se disolvieron 0,050 g (0,16 mmol) de ligando H3diV en 30 mL de 
metanol caliente. Sobre esta disolución se añadió gota a gota una 
disolución de 0,360 g (0,97 mmol) de Cu(ClO4)2!6H2O en 10 mL de 
metanol (la relación estequiométrica de los reactivos es Cu(II):H3diV 
= 6:1).  



J. Hernández-Gil 
 

243 
 

Inmediatamente se formó un precipitado verde claro.* La mezcla 
se agitó durante aproximadamente 20 minutos y después se filtró. La 
disolución resultante de color verde se dejó enfriar y evaporar a 
temperatura ambiente en un cristalizador cubierto con Parafilm. 
Después de aproximadamente 2 meses se obtuvieron monocristales 
prismáticos de color azul mar. Los cristales se filtraron, se lavaron con 
metanol y se secaron al aire sobre papel de filtro. Rendimiento: 0,11 g 
(ca. 30 %). Análisis Elemental (realizado sobre monocristales): 
Calculado para C28H66Cu6N14O60Cl8 (2223,78): C: 8,82; H: 2,99; N: 
15,12. Encontrado: C: 9,02; H: 2,73; N: 15,42. Datos de FT-IR (KBr) 
seleccionados: max (cm−1): [%(O−H) + %(N−H)] 3464m, 3220m, 3100w; 
[%(C=O)] 1617m; [&(N−H) + %(C=N)anillo + %(C=C)anillo] 1589s, 1545s, 
1486m, 1402s; [%(ClO4)] 1067sh-1054vs-1034sh. UV−vis (sólido): λmax 
(nm): 630, 575 sh; UV−vis (en H2O): λmax (nm) [εmax] (M−1 cm−1): 635 
[220]. 

 

                                                 
*Información relativa al precipitado verde pálido separado durante la síntesis: 
Rendimiento: 0.030 g. Fórmula propuesta (compuesto dinuclear): 
[Cu(H2diV)(ClO4)]2!8H2O. Análisis Elemental: Calc. para Cu2C28H36N14O20Cl2 (1086.7): 
C: 30.95; H: 3.34; N: 18.05. Enc.: C: 30.83; H: 2.89; N: 17.89. Datos de FT-IR (KBr) 
seleccionados: max (cm−1): ["(O#H) +"(N#H) + "(arC#H)] 3443 b-m, 3088 w; ["(C=O)] 
1614 vw; [$(N#H) + "(N-C=O) +"(C=N)anillo + "(C=C) anillo] 1584 s, 1562 s, 1461 s, 1401 
m; ["(ClO4)] 1093 s, 1054 s. 
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II.E.3 Caracterización de 7 y 8 

II.E.3.1 Estructura de rayos-X de 
{[Cu4(HV)2(picolinato)2(NO3)3(H2O)6](NO3)}n (7) 

La estructura del compuesto 7 puede describirse como un 
polímero formado por cadenas de tetrámeros, constituidos, a su vez, 
por parejas de dímeros acoplados. La figura II.51a muestra una 
porción de la cadena con dos tetrámeros. Las distancias y ángulos de 
enlace seleccionados se presentan en la tabla II.16 (ver etiquetado 
completo de átomos en figura II.51b). Los detalles acerca de la toma 
de datos, resolución y refinamiento de la estructura se adjuntan en la 
sección Anexo III. 

El polímero es catiónico. Cada unidad tetramérica contiene 4 iones 
Cu(II), dos ligandos triazol monodesprotonados (HV!), dos ligandos 
picolinato, tres aniones nitrato coordinados y seis moléculas de agua 
de coordinación. Un nitrato iónico por tetrámero neutraliza la carga 
de la cadena. 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

Figura II.51a. Vista parcial de una cadena de 7. Se muestra la unidad tetramérica 
contenida en la celda unidad. 
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Figura II.52. Representación de la unidad asimétrica de 7 con etiquetado parcial de los 
átomos. 

La unidad asimétrica (figura II.52) está integrada por dos átomos de 
cobre simétricamente independientes, Cu(1) y Cu(2), enlazados a 
través de un ligando HV! y separados por una distancia Cu(1)-Cu(2) 
de 5.3705(9) Å. El ligando HV!, monodesprotonado por pérdida del 
protón sobre N(11) (grupo amido), forma un anillo quelato de seis 
miembros con Cu(1) (átomos dadores N,O) y otro de cinco miembros 
con Cu(2) (átomos dadores N,N); por tanto, coordina como ligando 
tetradentado bis(quelante) en modo cis-trans y actúa de puente entre 
los dos centros metálicos. El ligando picolinato, también 
monoaniónico, se enlaza sólo al Cu(1), comportándose como 
bidentado quelante (átomos dadores N,O) (ver esquema II.9). 

Ambos centros metálicos, Cu(1) y Cu(2), presentan entorno 
octaédrico distorsionado. Cu(1), el cobre más interno, está 
doblemente quelado en sus posiciones ecuatoriales por los átomos O-
carbonilo y N4-triazol del ligando HV!, y por los átomos N-piridina y 
O-carboxilato [O(37)] del ligando picolinato. Sus posiciones axiales 
las completan el átomo de oxígeno de un nitrato puente [átomo 
central N(2)] y el átomo de oxígeno de un carboxilato vecino [O(37a)], 
este último a un distancia larga, 2.909(1) Å, que puede calificarse de 
semi-coordinación. Cu(2), el cobre más periférico, en el plano 
ecuatorial está quelado por los átomos N-piridina y N-amida de un 
ligando HV!; las otras dos posiciones basales están ocupadas por los 
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átomos de oxígeno de dos moléculas de agua. En posición axial se 
encuentran un anión nitrato monodentado o terminal [átomo central 
N(1)] y una molécula de agua. El ligando aquo apical participa en un 
enlace de hidrógeno con el nitrato iónico [átomo central N(3)]. Se 
observan además varios enlaces de hidrógeno intramoleculares entre 
las moléculas de agua y el grupo amino exocíclico del triazol, como 
dadores, y los átomos de oxígeno nitrato y carboxilato, como 
aceptores (figura II.52). 

 

 

 

 
 

 
 

 

Esquema II.9. Modo de unión de los dos ligandos en 7 (ambos monodesprotonados). 

La unidad dimérica descrita se conecta con dos dímeros vecinos 
(uno por arriba; otro por abajo), a lo largo del eje "b", a través de 
puentes alternos O-carboxilato (monoatómico) y O,O'-nitrato 
(triatómico), con distancias Cu(1)-Cu(1a) = 3.762(1) Å [a: 1-x, 2-y, 1-z] 
y Cu(1)-Cu(1b) = 6.716(1) Å [b: 2-x, 1-y, 1-z]. Teniendo en cuenta la 
figura II.51 y la diferencia entre las dos distancias Cu1-Cu1’, la 
estructura de 7 puede considerarse una cadena de tetrámeros 
(Cu2a,Cu1a,Cu1,Cu2, ver figura II.51b) conectados a lo largo del eje 
"b" por medio de ligandos nitrato bidentados. 

La unidad tetramérica resulta del apareamiento entre dímeros a 
través de la doble interacción axial Cu(1a)-O(37) y Cu(1)-O(37a), con 
una distancia Cu(1)-Cu(1a), ya mencionada, de 3,762(1) Å. Nótese que 
el mismo átomo de oxígeno O-carboxilato [O(37a)] que coordina en 
posición basal al Cu(1) de un dímero, interacciona axialmente con el 
Cu(1a) del dímero vecino; es decir, el grupo carboxilato actúa de 
puente monoatómico. La unión entre tetrámeros se realiza a través 
del puente nitrato, con una distancia Cu(1)-Cu(1b) de 6,716(1) Å (ver 
arriba). 
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En el cristal, cada cadena de tetrámeros se enlaza con otra cadena a 
través de varios enlaces de hidrógeno intermoleculares, entre ellos, 
los establecidos por los pares de átomos N(22)-O(38c), N(22)-O(37c), 
N(22c)-O(38) y N(22c)-O(37) [c: -x+2, -y+2, -z+1] (ver Anexo, Tabla 
A.4), para generar una red supramolecular (MOF o metal-organic 
framework) (figuras II.53 y II.54). 

Finalmente, cabe mencionar la presencia en el polímero de tres 
tipos de iones nitrato: nitrato monodentado terminal, nitrato 
bidentado puente y nitrato iónico o no coordinado. El nitrato puente, 
cuyo átomo central [N(2)] ocupa un centro de simetría, y el nitrato 
iónico [N(3)], que está en una posición especial, se encuentran 
desordenados y sus átomos han sido refinados con una ocupación del 
50%. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura II.53. Detalle de la unión entre dos cadenas a través de enlaces de hidrógeno en 
el cristal de 7. 
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Figura II.54. Vista del empaquetamiento de las cadenas de tetrámeros en 7 para 
generar un MOF.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura II.51a. Gráfico del compuesto 7 con el etiquetado completo de los átomos. 
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Tabla II.16. Distancias (Å) y ángulos (°) seleccionados para 7 (esds entre paréntesis). 
 

Operaciones de simetría: #1 -x+1,-y+2,-z+1     #2 -x+2,-y+1,-z+1 

    
Cu(1)-Cu(1)#1 3,7620(11) O(37)-Cu(1)-N(31) 82,34(14) 
Cu(1)-O(17) 1,943(3) O(17)-Cu(1)-O(21) 81,54(18) 
Cu(1)-N(23) 1,952(4) O(37)-Cu(1)-N(21) 107,65(18) 
Cu(1)-O(37) 1,970(3) O(2)-Cu(2)-O(1) 88,40(16) 
Cu(1)-N(31) 1,975(4) N(11)-Cu(2)-O(1) 91,71(16) 
Cu(1)-O(21) 2,350(6) O(2)-Cu(2)-N(18) 98,44(15) 
Cu(1)-O(22)#2 1,946(4) N(11)-Cu(2)-N(18) 81,76(16) 
Cu(1)-O(37)#1 2,909(3) O(1)-Cu(2)-N(18) 171,92(18) 
Cu(2)-O(2) 1,946(4) O(2)-Cu(2)-O(11) 97,32(15) 
Cu(2)-N(11) 1,961(4) N(18)-Cu(2)-O(11) 90,97(14) 
Cu(2)-O(1) 1,981(4) O(2)-Cu(2)-O(3) 90,98(16) 
Cu(2)-N(18) 2,022(4) N(11)-Cu(2)-O(3) 85,06(17) 
Cu(2)-O(11) 2,505(5) O(1)-Cu(2)-O(3) 95,58(18) 
O(17)-Cu(1)-N(23) 89,02(14) N(18)-Cu(2)-O(3) 88,62(15) 
N(23)-Cu(1)-O(37) 95,24(14) O(11)-Cu(2)-O(3) 171,66(13) 
O(17)-Cu(1)-N(31) 93,10(14)   
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II.E.3.2 Estructura de rayos-X de 
[Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14](ClO4)2"10H2O (8) 

El cristal de 8 está constituido por unidades centrosimétricas 
catiónicas [Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14]2+, dos aniones perclorato y diez 
moléculas de agua de cristalización. La figura II.55a muestra la 
estructura cristalina de cada unidad (ver figura II.55b para 
numeración completa de los átomos). Los detalles acerca de la toma 
de datos, resolución y refinamiento de la estructura se adjuntan en la 
sección Anexo III. 

El catión contiene un clúster de Cu(II) hexanuclear singular, de tipo 
“1+1+2+1+1”, que nosotros sepamos nunca descrito 
anteriormente.1,3,162 En la bibliografía sobre los ligandos triazol o 
tetrazol, el único compuesto molecular reseñado con seis centros 
metálicos es el derivado [Cu6(µ6-Cl)(µ3-OH)2(µ-L)6Cl9(H2O)3]!3H2O 
[L=4-(4-hidroxifenil)-1,2,4-triazol],163 formado por dos unidades 
triangulares Cu3-µ3(OH). Los clusters Cu6 son habitualmente de tipo 
cubano164-caja165 o de tipo escalón (steplike).166 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.55a. Estructura del catión de 8. 
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En el compuesto 8 el ligando H3diV se encuentra desprotonado 
sobre las dos posiciones acetamido [N(18),N(28)], y mantiene el 
átomo de hidrógeno del anillo triazol [N(3)]. Es decir, el ligando está 
presente como HdiV2-. 

Los dos iones Cu(II) centrales están unidos por un puente doble 
µ1,2-triazol. Este tipo de puente es normal para triazoles 3,5-
disustituídos (modo de enlace cis-cis/modo puente cis) (esquema 
II.10). Los cuatro iones Cu(II) periféricos, quelados en trans, se 
conectan a los iones Cu(II) centrales a través de un puente doble 
“NCN + NCO” que involucra tanto al anillo triazol como al 
sustituyente (modo de enlace trans-cis/modo puente trans). Por tanto, 
y siguiendo la descripción de Chen y col.,135,136 cada ligando HdiV2! 
actúa como puente entre cuatro iones Cu(II) en modo trans-cis-trans. 

 
              

             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Esquema II.10. Formas de enlazar y de actuar como puente del ligando HdiV2- y del 
ligando análogo 2-pytz- (según la descripción de Chen y col.).135,136 

Una característica del clúster Cu6 de 8 es que es casi planar. Los 6 
centros metálicos se encuentran aproximadamente en el mismo plano, 
con desviaciones del plano {Cu(2),Cu(2a),Cu(3),Cu(3a)} de +0.302 Å 
para Cu(1) y de -0,302 Å para Cu(1a) (ver figura II.56). Esta 
peculiaridad está relacionada con la relativa planaridad del ligando 
HdiV2!, si bien los anillos de piridina, externos, se separan 
ligeramente del plano {Cu(N#N)2Cu’}, formando con él ángulos 
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diedros de ±9,5º y ±16,9º (las piridinas forman entre sí ángulos de 
±21,7º). Este clase de planaridad, impuesta por los sustituyentes del 
ligando, también se observó en el compuesto de Cu(II) tetranuclear 
“1+2+1” anteriormente descrito (6). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

Figura II.56. Vistas de 8 mostrando el plano Cu6. 

En el compuesto 8 los átomos centrales Cu(1) y Cu(1a) presentan, 
en principio, entorno de pirámide de base cuadrada con cromóforo 
CuN2O2+O. La figura II.55 muestra cómo los átomos Cu(1) y Cu(1a), 
simétricamente relacionados, están coordinados ecuatorialmente por 
dos átomos de nitrógeno, N(1) y N(2), de dos anillos triazol (a 1.96 Å 
en ambos casos) y por dos átomos de oxígeno carbonilo, O(17) y 
O(27), de dos ligandos HdiV2- diferentes (a 1,92 y 1,95 Å). Un átomo 
de oxígeno de una molécula de agua, O(1), establece una débil 
interacción en posición apical (a 2,43 Å). Además, un anión 
perclorato, Cl(1), se aproxima al plano {Cu(N#N)2Cu’} para situarse 
en la sexta posición de coordinación a una distancia Cu(1)-O(11) de 
2,81 Å. 

Los cuatro átomos periféricos, Cu(2), Cu(2a), Cu(3) y Cu(3a), 
exhiben geometría octaédrica con cromóforo CuN2O2+O+O’ (4+1+1). 
Las posiciones ecuatoriales están ocupadas por un átomo de 
nitrógeno de piridina y un átomo de nitrógeno acetamido de un 
ligando HdiV2- (a distancias 1,98-2,04 Å) y por dos átomos de oxígeno 
de dos moléculas de agua [O(2) y O(3) en Cu(2); O(5) y O(7) en Cu(3); 
a distancias 1,98-2,01 Å]. En posición apical se encuentra un átomo de 



J. Hernández-Gil 
 

253 
 

oxígeno de otra molécula de agua, [O(4) y O(6), a distancias 2,27- 2,33 
Å). Por último, se produce un débil contacto con un átomo de oxígeno 
de un anión perclorato [O(21)/Cl(2) y O(31)/Cl(3)] a distancias largas 
(2,52 y 2,58 Å). 

Obviamente el catión hexanuclear de 8 presenta toda una gama de 
distancias Cu!!!Cu’, unas concernientes a los cobres centrales: 
d(Cu1!!!Cu1a) = 3,83 Å, d(Cu3!!!Cu1) = 5,37 Å y d(Cu2a!!!Cu1a) = 5,35 
Å; y otras que involucran a los cobres periféricos: d(Cu3!!!Cu2a) = 
5,87 Å, d(Cu3!!!Cu2) = 10,50 Å y d(Cu3!!!Cu3a) = 12,05 Å.  

En la red cristalina el anión perclorato Cl(1) forma dos enlaces de 
hidrógeno, uno con la molécula de agua coordinada en posición 
apical al átomo Cu(1a) [d(O14!!!O1) = 3,03 Å] y otro con la molécula 
de agua ecuatorialmente coordinada al cobre periférico Cu(2)* (*: de 
una unidad hexanuclear vecina) [d(O13!!!O3*) = 2,76 Å], con lo que 
conecta dos unidades (figura II.57). Finalmente, el anión perclorato 
[Cl(4)], no coordinante, sirve de unión entre dos unidades diferentes a 
través de enlaces de hidrógeno establecidos con moléculas de agua 
coordinadas/semicoordinadas pertenecientes a dos unidades Cu6 
diferentes [d(O5!!!O43) = 2,95 Å y [d(O41!!!O4*) = 2,90 Å]. De este 
modo se genera una red supramolecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura II.57. Vista del empaquetamiento de 8: conexiones entre unidades 
hexanucleares y situación de los 4 tipos de aniones perclorato simétricamente 
independientes. 



Capítulo II 
 

254 
 

Tabla II.17. Distancias (Å) y ángulos (°) seleccionados para 8 (esds entre paréntesis). 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

 

Figura II.55b. Gráfico del compuesto 8 con el etiquetado completo de los átomos. 

Cu(1)-O(17) 1.923(5) Cu(2)-N(18) 2.028(5) 
Cu(1)-O(27) 1.954(5) Cu(2)-O(4) 2.332(8) 
Cu(1)-N(2) 1.957(6) Cu(2)-O(21) 2.519(7) 
Cu(1)-N(1) 1.963(6) Cu(3)-N(21) 1.978(6) 
Cu(1)-O(1) 2.428(8) Cu(3)-O(5) 1.989(6) 
Cu(1)-O(11) 2.809(9) Cu(3)-O(7) 1.991(5) 
Cu(2)-N(11) 1.985(7) Cu(3)-N(28) 2.035(6) 
Cu(2)-O(2) 1.984(6) Cu(3)-O(6) 2.269(7) 
Cu(2)-O(3) 1.995(6) Cu(3)-O(31) 2.577(7) 
        
O(27)-Cu(1)-N(2) 86.8(2) N(11)-Cu(2)-O(4) 103.3(3) 
O(17)-Cu(1)-N(1) 87.0(2) N(18)-Cu(2)-O(4) 88.1(3) 
O(27)-Cu(1)-N(1) 169.1(2) N(11)-Cu(2)-O(21) 83.6(3) 
N(2)-Cu(1)-N(1) 102.8(2) N(18)-Cu(2)-O(21) 102.7(2) 
N(2)-Cu(1)-O(1) 94.4(3) N(21)-Cu(3)-O(5) 94.3(3) 
N(1)-Cu(1)-O(1) 94.9(3) N(21)-Cu(3)-N(28) 82.7(3) 
N(2)-Cu(1)-O(11) 85.3(3) O(7)-Cu(3)-N(28) 95.2(2) 
N(1)-Cu(1)-O(11) 79.9(3) N(21)-Cu(3)-O(6) 98.6(3) 
N(11)-Cu(2)-O(3) 93.5(3) N(21)-Cu(3)-O(31) 88.8(3) 
N(11)-Cu(2)-N(18) 82.0(2) N(28)-Cu(3)-O(31) 97.8(3) 
O(2)-Cu(2)-N(18) 95.9(2) N(28)-Cu(3)-O(6) 94.8(3) 
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II.E.3.3 Espectroscopia infrarroja 

En la tabla II.18 se muestran las bandas IR más significativas de los 
complejos 7 y 8 (ver figuras de los espectros en el Anexo I). Se 
incluyen también las bandas de los correspondientes ligandos (H2V y 
picolinato sódico en 7, H3diVen 8), para facilitar la interpretación.  

En la región 3500-3000 cm-1 se observan cambios apreciables 
respecto a los espectros de los correspondientes ligandos.  

En el caso del complejo 7 desaparecen las bandas intensas y 
agudas observadas para el ligando H2V entre 3400-3300 cm-1 

(asignadas a las vibraciones %(N-H)NH/NH2), como resultado de la 
desprotonación del ligando en el grupo acetamido (y coordinación a 
través de su átomo de nitrógeno) y de la implicación de los otros 
grupos NH en la red de enlaces de hidrógeno. 

Por lo que se refiere a las bandas de mayor valor diagnóstico, el 
compuesto 7 presenta una banda aguda fuerte a 1669 cm-1 y un 
doblete bien definido a 1588-1568 cm-1 de similar intensidad. Son 
varios los grupos del compuesto que pueden originar señales en esta 
zona, entre ellos, el grupo carbonilo de amida desprotonada del 
ligando HV-, el grupo carboxilato del picolinato y los grupos C=N de 
los anillos. Tentativamente, la banda de frecuencia más alta (1669 cm-

1) podría asignarse a la vibración %(C=O) del ligando HV- y el doblete 
(1588-1568 cm-1) a la vibración %(OCO) del grupo picolinato. El resto 
de vibraciones podrían estar englobadas en la fuerte banda centrada a 
1386 cm-1 que incluye la vibración %asym(NO2) de los nitratos. 

En relación al anión, en el espectro de 7 la señal más intensa con 
diferencia es la anteriormente mencionada. Se trata de una señal 
estructurada, con un pico a 1386 cm-1 muy fuerte y un hombro a 1358 
cm-1, que contendría las vibraciones %asym(NO2) de los grupos nitrato. 
Se observa además una señal de intensidad media a 1185 cm-1 que 
podría atribuirse a la vibración %sym(NO2) de los grupos nitrato. 
Nótese que la estructura contiene tres tipos de ión nitrato: iónico, 
monodentado y bidentado puente. Nakamato64 ya indica que es difícil 
diferenciar estas estructuras por espectroscopia vibracional porque la 
simetría del grupo nitrato difiere muy poco entre unas y otras. Por 
tanto, no se ha profundizado más en la asignación. 
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El IR del compuesto hexanuclear 8 también presenta diferencias 
importantes con respecto al espectro IR del ligando libre. En la 
primera zona del espectro se observa que el doblete agudo presente 
en H3diV a 3367-3352 cm-1 desaparece y es sustituído por una banda 
ancha centrada a 3464 cm-1. El cambio puede atribuirse a la pérdida 
de los dos protones NH de acetamida para dar el anion HdiV2-, que es 
la forma del ligando presente en el compuesto. Por otro lado, la 
amplitud de la banda en el compuesto estaría de acuerdo con la 
presencia de muchas moléculas de H2O de coordinación y de 
cristalización en la estructura cristalina del mismo. 

Por lo que respecta a las señales de la parte más significativa del 
espectro, el doblete fuerte a 1701-1668 cm-1, correspondiente a la 
vibración %(C=O) del grupo acetamida del ligando, se desplaza 
claramente a frecuencias más bajas en 8 (1613 sh, 1581-1567 d, s) como 
resultado de la desprotonación de la acetamida y de la coordinación a 
través del oxígeno de este grupo. Cambios de este orden se han 
descrito ya en la bibliografía para otros sistemas con ligandos 
triazol.62 Además, la banda del ligando a 1559 cm-1, muy fuerte y 
estructurada, aparece en el complejo a menores frecuencias (1461 cm-

1) y con menor intensidad. Este cambio sugiere que la banda del 
ligando incluye las vibraciones &(N-H) de amida; al no estar éstas 
presentes en el compuesto 8, la banda correspondiente exhibe menor 
intensidad. 

Por último, en cuanto al anión, se aprecia una banda muy fuerte y 
compuesta, con máximos a 1145, 1114 y 1089 cm-1, que debe englobar 
las vibraciones %3 de los distintos aniones perclorato (iónico y semi-
coordinado) presentes en la estructura64 La débil banda que se 
observa a 770 cm-1 se puede asignar a la vibración %4 del anión. 
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Tabla II.18. Asignación de bandas IR para los complejos {[Cu4(HV)2(picolinato)2(NO3)3(H2O)6](NO3)}n (7) y 
[Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14](ClO4)2!10H2O (8), así como para sus respectivos ligandos.* 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
* vs: muy fuerte; s: fuerte; m: media; w: débil; vw: muy débil; d: doblete; b: ancha; sh: hombro; !asym: vib. de 
tensión asimétrica; !sym: vib. de tensión simétrica. 
a Vibración presente únicamente en el picolinato sódico y en el compuesto 7.         b Banda estructurada. 

 

 
 

max / cm-1 

Compuesto 

[!(O-H) +/o 

!(N-H)NH +/o NH2 +/o 
!(arC-H)] 

!(C=O)trz + 
!(COO")pic 

[#(N-H)NH +/o NH2 + 
!(C=N)anillo+ !(C=C)anillo] 

! (anion) 

H2V 3428 s; 3323-3253 d, m 1683 s 
1651-1622 d, m; 1576 s;           

1486 w; 1411 m 
-- 

Picolinato 
sódico 

3112 b; 2955 s;        
2944 s; 2927 s 

1666-1642 d, ma 
1607-1585-1555 t,s; 1463-1439d,m;         

1409-1350-1370 d, s -- 

Comp. 7 3373 w; 3329 w 1669 (s) 1588-1568 d, s; 1416 m !(NO2)asym + !( NO2)sym 1386 vs-1358 sh b 

     

H3diV 
3367-3352 d, m;        
3180 b; 3066 w 

1703-1689 d, s 1557 vs; 1448 m; 1415 s -- 

Comp. 8 
3464 b, s; 3220 m;   

3100 w 
1613 sh,              

1589-1566 d, s 1486 s; 1402 s 
!3: 1145-1114-1089 vs b 

!4: 770 w 
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II.E.3.4 Propiedades Magnéticas de 7 y 8 

La figura II.58 muestra el comportamiento magnético del complejo 
tetranuclear  {[Cu4(HV)2(picolinato)2(NO3)3(H2O)6](NO3)}n (7) en forma de 
!MT vs T, siendo !M la susceptibilidad magnética por cada 4 iones 
Cu(II). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.58. Curva de !MT frente a la T para el complejo 7 (valores por unidad de 
Cu4). 

A temperatura ambiente el valor de !MT es 1,63 cm3!K/mol, valor 
próximo al esperado para cuatro iones Cu(II) independientes con S = 
" y g=2,0. No se observa ningún máximo en la curva de !M. Al bajar 
la temperatura, !MT decrece muy poco hasta temperaturas de ca. 20 
K, por debajo de las cuales se produce una caída abrupta hasta llegar 
a un valor de 1,45 cm3!K!mol-1 a 2 K. Este comportamiento sugiere la 
presencia de centros Cu(II) acoplados con un acoplamiento 
antiferromagnético muy débil (del orden del observado para 
interacciones intermoleculares). 

Los datos magnéticos se han interpretado teniendo en cuenta la 
estructura tetranuclear del complejo en la que existen dos tipos de 
centros Cu(II) (figura II.59). Si se considera la unidad tetranuclear de 
la izquierda de la figura, puede considerarse que Cu(2) y Cu(1) están 
acoplados a través del ligando-puente triazol (J1) y que esta unidad 
dimérica interacciona con otra unidad dimérica, Cu(1a)-Cu(2a), a 
través del puente nitrato que conecta Cu(1) y Cu(1a) (J2). También 
puede tomarse como unidad tetranuclear la representada en la 
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derecha. En este caso Cu(1) y Cu(2), acoplados a través del ligando-
puente triazol (J1), interaccionarían con otra unidad dimérica a través 
del doble puente monoatómico carboxilato, O(37) y O(37b), que 
enlaza Cu(1) y Cu(1b) (J2). El esquema central resume las dos posibles 
vías de intercambio magnético. 

 

 

 

 

 

 

Figura II.59. Dos vistas distintas (izda., dcha.) del clúster Cu4 de 7 y esquema (centro) 
de las dos posibles vías de intercambio magnético. 

Así, los datos magnéticos se ajustaron usando el siguiente 
Hamiltoniano: 

H = -J1 (S1S2 + S3S4) - J2 (S2S3)   (ec. II.7) 

Se realizaron tres ajustes distintos asumiendo g1=g2=g3=g4. Los 
valores que mejor reproducen los datos experimentales son: 

 (a)  J1= - 0.33(1) cm-1    J2= - 0,49(1) cm-1 g = 2,09(1) 

(b)  J1= - 0.54(1) cm-1    J2= 0 cm-1 g = 2,09(1) 

(c)  J1= 0 cm-1    J2= -1,01(1) cm-1 g = 2,09(1) 

Cualquiera de las tres posibilidades indica un acoplamiento 
antiferromagnético entre los distintos centros Cu(II) extremadamente 
débil. La interacción a través de la vía que representa la constante J2 
(entre unidades dímeras) era predecible que fuera prácticamente nula, 
pues conecta a iones Cu(II) a través de posiciones de coordinación 
apicales y, por tanto, el solapamiento entre los orbitales magnéticos 
no está favorecido. Sin embargo, la interacción a través del ligando 
puente triazol (comparable a un puente carboxilato en modo anti-syn), 
debería ser mayor (J del orden de 10-15 cm-1, según la bibliografía)1–3 

Cu1 Cu2

Cu3 Cu4

J1

J2

J1
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(ver compuesto 8 más adelante). La debilidad de esta interacción 
podría estar relacionada con la desviación de la coplanaridad de los 
planos ecuatoriales de los dos centros Cu(II) implicados, Cu(1) y 
Cu(2). 

La figura II.60 muestra el comportamiento magnético del 
compuesto hexanuclear [Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14](ClO4)2!10H2O (8) en 
forma de !MT frente a la temperatura, siendo !M la susceptibilidad 
magnética por cada 6 iones Cu(II). 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

Figura II.60. (Izda.) Curva !MT frente a T para el complejo 8 (valores por unidad Cu6). 
(Dcha.) Esquema del hexámero (las bolas rojas representan los iones Cu(II)). 

A temperatura ambiente el valor de !MT es de 2,31 cm3!K/mol, 
valor próximo al esperado para seis iones Cu(II) independientes, con 
S = ". Al enfriar, el producto !MT decrece hasta alcanzar un plateau (o 
meseta) (en el rango de 30-15 K) con valor de 1,61 cm3!K/mol, que 
corresponde a cuatro iones Cu(II) independientes. Por debajo de 15 K, 
el valor de !MT decrece abruptamente hasta alcanzar un valor de 0,75 
cm3!K/mol a 2 K. 

A la vista de la estructura (figura II.60, dcha.), este 
comportamiento puede ser explicado en término de dos etapas. 
Primera: la región comprendida entre 300 y 30 K revela la presencia 
de una interacción antiferromagnética moderada-fuerte dentro de la 
“unidad dimérica central”, es decir, entre los dos átomos centrales 
Cu(1)-Cu(1a), unidos mediante un doble puente N1-N2 triazol. Este 
tipo de puente se ha visto ampliamente que conduce a un 
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acoplamiento antiferromagnético.2,58,139,158–160,167 Segunda: a 
temperaturas más bajas (15-2 K) tiene lugar un intercambio 
antiferromagnético más débil que implica las parejas: Cu(1)-Cu(2), 
Cu(1)-Cu(3), Cu(1a)-Cu(2a) y Cu(1a)-Cu(3a). Se produciría a través 
del puente doble “NCN+NCO”, es decir, en modo trans 
(conformación anti-syn).168–170 

Teniendo en cuenta todas estas características, el tratamiento de los 
datos se realizó con el siguiente Hamiltoniano (ecuación II.8): 

H = !J1!S1!S1a!J2 (S1!S2 + S1!S3 + S1a!S2a + S1a!S3a)  (ec. II.8) 

Los parámetros que permitieron el mejor ajuste de los datos 

experimentales son:* 

J1= - 113,2(3) cm-1 J2= - 17,1(1) cm-1 g = 2,11(1) 

El valor de las constantes es comparable al de las constantes de 
acoplamiento descritas para sistemas puente análogos.1,3,58,120,158,171 
Nótese que el valor de J2 es claramente superior al valor obtenido 
para J1 en el compuesto 7, a pesar de la similitud del sistema puente. 

 

                                                 
*Estos valores difieren de los que aparecen en nuestra publicación Inorg. Chem. 
2013, 52, 2289-2291. La publicación contiene una errata, de la que damos fe aquí, 
originada por un error en el cambio de unidades de K a cm-1. 
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II.E.4 Estudio de interacción con el ADN de 7 y 8 

La solubilidad en agua de ambos compuestos ha permitido el 
estudio de interacción, en disolución, con el ADN. 

Con el fin de establecer si las entidades polinucleares son estables 
en disolución acuosa se realizó el correspondiente estudio por 
espectrometría de masas (modo positivo), pero los resultados no 
fueron concluyentes. 

Los espectros UV-vis realizados sobre muestras policristalinas y en 
disolución acuosa muestran el mismo máximo en la región visible 
[compuesto 7: 610 nm (sólido) y 615 nm (en agua); compuesto 8: 630 
nm (sólido) y 635 nm (en agua)]. Además, en el ensayo de 
conductividad realizado para el compuesto 7, la disolución presenta 
un valor similar al del electrolito control de tipo 1:2 [380 Ω−1 cm2 
mol−1 para 7 y 343 Ω−1 cm2 mol−1 para Cu(NO3)2!3H2O]. Este resultado 
sugiere rotura de la cadena y disociación de los aniones nitrato, con 
permanencia de la especie tetranuclear. 

Los anteriores resultados junto con el hecho de que en ambos 
compuestos, 7 y 8, los iones cobre(II) están fuertemente quelados, 
permiten suponer que en cierta extensión las unidades tetranuclear y 
hexanuclear, respectivamente, deben estar presentes en disolución. 

Con este supuesto de estabilidad se ha realizado el estudio de las 
propiedades de unión con el ADN por las siguientes técnicas: 
viscosimetría, temperatura de desnaturalización y fluorescencia. 

II.E.4.1 Espectroscopia de fluorescencia 

Se han registrado los espectros de emisión del aducto ADN-EB en 
presencia de distintas concentraciones de complejo (disoluciones 
problema), y se han determinado los cambios que se producen en el 
máximo de intensidad de emisión del aducto, siguiendo el 
procedimiento que se describe en la sección 1.3.1.1. de la Introducción 
general y en la sección experimental de este Capítulo. 

Como paso previo se ensayaron las siguientes disoluciones control 
en las mismas condiciones que las disoluciones problema: disolución 
de complejo; disolución de complejo + ADN; disolución de complejo 
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+ EB (sin ADN). Las dos primeras no mostraron fluorescencia 
apreciable y la tercera no mostró cambios en relación a la disolución 
de EB (sin complejo). 

En las figura II.61 y II.62 se presentan los espectros de emisión del 
aducto CT ADN-EB-complejo (concentraciones 0-50 #M). Se incluye 
también el gráfico de Stern-Volmer, en el que se representa el cociente 
IF0/IF frente a la concentración de complejo, siendo IF0 e IF el máximo 
de intensidad de emisión en ausencia y en presencia de complejo, 
respectivamente. 

Ambos complejos producen una acusada reducción en la 
intensidad de emisión del EB, lo que indica una fuerte interacción de 
los mismos con el ADN. Las representaciones de I0/I frente a la 
concentración de 7/8 (figuras interiores II.61 y II.62) no exhiben 
tendencia lineal para ninguno de los dos complejos; por tanto, no se 
pudo obtener KSV (constante de Stern-Volmer).  

Sin embargo, como ambos compuestos sí consiguen reducir al 50% 
la intensidad de emisión del aducto ADN-EB en el rango de 
concentraciones estudiado, se pudo calcular el valor C50 
(concentración necesaria de compuesto para reducir a la mitad la 
intensidad de emisión del aducto ADN-EB) mediante ajuste 
polinomial y subsiguiente cálculo para y = I0/I = 2. Se obtuvieron así 
los siguientes valores de C50: 23,4 "M (7) y 11,5 "M (8). 

Con estos valores de C50 se halló el valor de Kapp (constante 
aparente) mediante la expresión: 

Kapp = KEB x [EB] / C50  (ec. II.4) 

donde KEB = 3,0x107 M-1 a pH = 6,0, y [EB]= 50 "M. 

Los resultados fueron: Kapp (7) = 6,4$107 M!1 y Kapp (8) = 1,3$108 
M!1. Estos valores pueden considerarse muy altos, comparables a los 
de los agentes de unión a los surcos Hoechst 33258 (1,2$108 M!1) y 
verde de metilo (1,0$107 M!1)171 (ver tabla comparativa II.20 al final de 
este Capítulo). 
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Figura II.61. Espectro de emisión del bromuro de etidio y CT ADN en ausencia (línea 
discontinua) y en presencia (línea continua) de 7. [CT ADN] = [EB] = 50 "M en tampón 
cacodilato 0,1 M (pH = 6,0). Inset: Representación de Stern-Volmer de la relación de 
intensidades (I0/I) en ausencia (I0) y presencia de complejos (I) frente a la 
concentración de 7 [ajuste polinómico: y = 0,984 + 0,025x + 0,0008x2 (R2 = 0,993)]. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura II.62. Espectro de emisión del bromuro de etidio y CT ADN en ausencia (línea 
discontinua) y en presencia (línea continua) de 8. [CT ADN] = [EB] = 50 "M en tampón 
cacodilato 0,1 M (pH = 6,0). Inset: Representación de Stern-Volmer de la relación de 
intensidades (I0/I) en ausencia (I0) y presencia de complejos (I) frente a la 
concentración de 8 [ajuste polinómico: y = 1,035 - 0,026x + 0,011x2 (R2 = 0,996)]. 
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II.E.4.2 Temperatura de fusión del ADN 

Para el estudio de temperatura de fusión del ADN se registró la 
absorbancia a 260 nm de una disolución de ADN-compuesto que 
contiene una concentración fija de ADN y una concentración variable 
de compuesto, en el rango de temperatura 25-90 ºC, tal y como se 
describe en la sección 1.3.1.2. de la Introducción general y en la 
sección experimental de este Capítulo. 

Las figuras II.63 y II.64 muestran las curvas de temperatura de 
“fusión” experimentales para el ADN en presencia de cada uno de los 
dos compuestos estudiados. En todos los casos se ha restado la 
absorbancia del complejo a 260 nm (por ello se representan 
absorbancias normalizadas). 

Ambos compuestos aumentan la temperatura de fusión del ADN, 
siendo el !Tm mayor a mayor proporción de complejo. En concreto, el 
complejo 7 presenta el valor de !Tm = 8 ºC para una relación 
[ADN]/[compuesto] = 4. Este valor sugiere una estabilización de la 
doble hebra moderada en relación a otros valores de la bibliografía.74,75 
Por su parte, el compuesto 8 produce cambios más acusados, con un 
valor de !Tm = 13 ºC para la misma relación [ADN]/[compuesto] = 4. 
Este valor puede considerarse medio-alto y sería indicativo de una 
fuerte estabilización de la doble hélice.74,75 

En la experiencia con el complejo 8 se observa que en el último 
tramo de temperatura las curvas no son coincidentes, esto es, hay una 
disminución de la absorbancia a medida que aumenta la 
concentración de complejo. Schindler y col. han descrito una situación 
similar al estudiar los cambios de Tm producidos en el CT ADN por 
diferentes policationes.172 Los autores argumentan que esta 
disminución en la absorbancia se debe a la existencia de 
microrregiones en la doble hebra con gran afinidad por el compuesto 
ensayado que no llegan a desnaturalizarse. 
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Figura II.63. Curva de temperatura de fusión del CT ADN (100 µM) en ausencia 
(negro) y en presencia de 7 (12,5 µM, azul) y (25 µM, verde) en 1 mM tampón 
fosfato, pH = 7,2, 2 mM NaCl. Leyenda: relación [ADN]/[7]. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura II.64. Curva de temperatura de fusión del CT ADN (100 µM) en ausencia 
(negro) y en presencia de 8 (12,5 µM, azul) y (25 µM, verde) en 1 mM tampón 
fosfato, pH = 7,2, 2 mM NaCl. Leyenda: relación [ADN]/[8]. 
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II.E.4.3 Viscosimetría 

Las medidas de viscosidad son uno de los métodos más directos 
para estudiar la forma de unión de las moléculas al ADN en 
disolución. Las medidas de viscosimetría se realizaron según se 
detalla en la sección 1.3.1.3. de la Introducción general y en la sección 
experimental de este Capítulo.  

Los resultados se muestran como una representación gráfica de 
("/"0)1/3, donde " es la viscosidad de la disolución tampón-ADN-
complejo y "0 es la viscosidad de la disolución tampón-ADN, frente a 
relaciones crecientes [complejo]/[ADN]. Los efectos producidos en el 
ADN por diferentes concentraciones de los complejos 7 y 8 se indican 
en las figuras II.65 y II.66, respectivamente. 

Los cambios de viscosidad relativa producidos por los compuestos 
polinucleares 7 y 8 se pueden considerar no significativos. Por tanto, 
se puede concluir que ninguno de los dos interacciona con el CT ADN 
por intercalación. 
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Figura II.65. Ensayo de viscosidad para 7. [CT ADN] = 50 µM en presencia de 1, 
3, 5, 7 y 10 µM de compuesto 7 en tampón cacodilato 0,1 M (pH = 6,0).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.66. Ensayo de viscosidad para 8. [CT ADN] = 50 µM en presencia de 1, 
3, 5, 7 y 10 µM de compuesto 8 en tampón cacodilato 0,1 M (pH = 6,0).  
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II.E.4.4 Conclusiones de los estudios de interacción 

La tabla II.19 recoge los resultados de los estudios de interacción. 

El compuesto 7 presenta una constante Kapp alta (6,4$107 M!1), 
produce un aumento medio de la temperatura de “fusión” del ADN 
(#Tm = 8 ºC) y, según el ensayo de viscosimetría, no intercala. 

Por su parte, el compuesto 8 presenta una constante Kapp muy alta 
(1,3$108 M!1), el #Tm es medio-alto (#Tm = 15 ºC) y no intercala. 

Se puede concluir que los dos compuestos presentan una gran 
afinidad por el ADN. Ambos compuestos se combinan con el ADN de 
forma similar, probablemente mediante interacciones electrostáticas 
con los grupos fosfato. La extraordinaria afinidad del compuesto 
hexanuclear 8, mayor que la del compuesto tetranuclear 7, podría 
explicarse por la presencia de un gran número de centros con carga 
positiva. 

Tabla II.19. Resultados experimentales de los ensayos de interacción con el ADN 
(espectroscopia de fluorescencia, temperatura de desnaturalización y viscosimetría) y 
de corte (ver próximo apartado) para los compuestos 7 y 8. 

a obtenido a partir de la ecuación: KEB [EB] = [C50] Kapp 

b CT ADN, ("/"0)1/3  valor para: [compuesto] / [CT ADN] = 0,1 
c CT ADN 
d ver estudio cinético en apartado II.E.5.3 

Compuesto 
C50 

("M) 
Kappa 

(M!1) 
Viscosimetríab 

("/"0)1/3 

"Tmc 

(ºC) 
kobsd 

(min-1) 

7 23,4 6,4$107 1,05 8 0,011 
8 11,5 1,3$108 1,02 15 0,033 
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II.E.5 Estudio de actividad nucleasa mediante electroforesis 
en gel de agarosa de 7 y 8 

II.E.5.1 Ensayo de actividad 

Con el fin de evaluar la capacidad de corte hacia el ADN de los 
dos complejos, se incubó un plásmido superenrollado de pUC18 
ADN con diferentes concentraciones de 7 y 8 en tampón cacodilato 
(0,1 M, pH = 6,0) a 37 ºC durante 1 hora. Las electroforesis en gel de 
agarosa se efectuaron según el protocolo general descrito en la sección 
1.3.2. de la Intoducción general y detallado en la sección experimental 
de este Capítulo.. 

Las figuras II.67 y II.68 muestran el resultado de las separaciones 
por gel de electroforesis del corte del plásmido pUC18 inducido por 
los complejos 7 y 8, respectivamente. 

Los respectivos ligandos, H2V y H3diV, no son capaces de cortar el 
ADN por sí mismos ni en ausencia ni en presencia de activante 
(ensayos no mostrados). Asimismo, ninguno de los dos compuestos 
presenta actividad nucleasa si no se adiciona agente reductor 
(ensayos no mostrados). 

Como se observa en la figura II.67, a partir de concentraciones 15 
µM y con sólo 1x ascorbato (carrera 11) el complejo 7 empieza a cortar 
significativamente el ADN superenrollado (SC), con generación de 
ADN circular (N) y algo de lineal (L) (nótese que se aprecia forma 
lineal aunque aún quedan cantidades importantes de forma 
superenrollada). A partir de 20 µM (con 1x ascorbato) se produce la 
casi total conversión de la forma SC en N+L (carrera 12). 

Los ensayos se repitieron con las mismas concentraciones de 
complejo pero añadiendo mayor proporción de agente activante (5x 
ascorbato). Con estas cantidades el patrón de rotura es similar; a 
concentraciones 15 y 20 µM ya se observa la formación de una 
considerable cantidad de ADN lineal si bien no llega a desaparecer 
completamente la forma superenrollada (carreras 15 y 16). Este tipo 
de corte (i.e.: coexistencia de las tres formas SC, N y L) sugiere una 
cierta especificidad de corte por determinadas regiones del 
plásmido.51,173 
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La comparación con la sal de cobre indica que a concentraciones 
equimolares el complejo 7 es mucho más activo que el Cu(II) (carreras 
3 y 12, 6 y 16). Si comparamos concentraciones equivalentes de Cu(II), 
la sal de Cu(II) produce corte comparable al de 7 pero sin mostrar la 
especificidad a que hemos aludido anteriormente (carreras 5 y 12, 8 y 
16). 

En conclusión, el compuesto 7 es una eficiente nucleasa, 
presumiblemente por mecanismo oxidativo porque requiere la 
adición de ascorbato para su actividad. Su mecanismo de acción se 
estudia en el siguiente apartado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.67. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 ADN (37,5 #M) 
producido por CuSO4 y el compuesto 7, en presencia de ascorbato (1x y 5x de exceso), 
incubado en tampón cacodilato (0,1 M, pH = 6,0) durante 1 h a 37 ºC. M corresponde 
al marcador y C corresponde al control de ADN. 

En todos los estudios de actividad nucleasa descritos en este 
Capítulo los compuestos se ensayan a concentraciones variables, con 
una concentración fija de agente activante que se ha optimizado 
previamente. 

Sin embargo, en el estudio de actividad nucleasa del compuesto 8 
que se va a describir a continuación, los ensayos se han realizado con 
una concentración fija de complejo y cantidades variables de reductor. 
Esto se debe a que concentraciones de 8 $ 15 µM producen retención 
del SC ADN en los pocillos del gel y, por tanto, se impide la 
migración completa del ADN. Para evitar este problema sólamente se 
han realizado ensayos con concentraciones de 5 y 10 µM. 

    1        2        3        4        5        6       7        8        9      10      11      12     13      14      15       16 

     M       C                            CuSO4                                                                         7                                       ! 
                  1x                          5x                             1x                                   5x                     Asc 
        20      40      80      20     40      80       5      10      15     20       5       10      15      20      (µM) 
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                M       C           CuCl2                                           8                                                         ! 
                                      5      10                          5                                             10                           (µM) 
                      5x     5x     6x     12x    18x    24x   30x    6x     12x    18x   24x   30x      Asc 
 

La figura II.68 revela que a concentraciones tan bajas como 5 µM 
(con 12x ascorbato) el compuesto 8 empieza a cortar 
significativamente el SC ADN con generación de formas circular y 
lineal (carrera 6). A partir de 10 µM (con 24x ascorbato) todo el ADN 
superenrollado inicial ha sido degradado por la nucleasa (carrera 13). 
Además, el estudio con diferentes excesos de agente activante indica 
que a partir de cantidades comprendidas entre 12x-18x de ascorbato 
el grado de corte es ya independiente de la cantidad de reductor (i.e.: 
se produce una saturación). 

Por otra parte, la comparación con la sal de cobre indica que la 
actividad del complejo es claramente mayor a la de cantidades 
equimolares de la sal de cobre (comparar carreras 3 y 9, 4 y 14), 
aunque no se produce efecto cooperativo (carreras 4 y 5). 

Como se observaba para el compuesto 7, la figura II.68 muestra la 
coexistencia de las tres formas SC, N y L en una misma carrera, 
sugiriendo así que 8 también debe poseer cierta especificidad en sus 
propiedades nucleolíticas. 

Como conclusión, el compuesto 8 es una potente nucleasa y actúa 
presumiblemente por mecanismo oxidativo. 

 

 

 

 

      

         

 
 
 

Figura II.68. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 ADN (37,5 #M) 
producido por CuCl2 y el compuesto 8, en presencia de ascorbato (5x, 6x, 12x, 18x, 24x 
y 30x de exceso), incubado en tampón cacodilato (0,1 M, pH = 6,0) durante 1 h a 37 ºC. 
M corresponde al marcador y C corresponde al control de ADN. 

    1       2          3        4       5        6        7       8       9       10      11     12     13      14   
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II.E.5.2 Ensayo sobre la influencia de agentes inhibidores en la 
actividad 

El requerimiento de agente reductor por los compuestos 7 y 8 para 
presentar actividad nucleasa sugiere que el mecanismo de corte debe 
ser de naturaleza oxidativa. Con objeto de profundizar sobre este 
mecanismo oxidativo se realizaron ensayos de inhibición con especies 
captadoras de ROS (reactive oxygen species). También se investigaron 
las propiedades nucleolíticas de 7 y 8 en presencia de agentes de 
unión a los surcos. El procedimiento experimental se explica en el 
punto V de la sección 1.3.2. de la Introducción general y se detalla en 
la sección experimental de este Capítulo. 

Los resultados se muestran en las figuras II.69 y II.70 para 7 y 8, 
respectivamente. Según la figura II.69 la adición de formiato sódico 
(captador de !OH) inhibe parcialmete, y la azida sódica (captador de 
1O2) completamente, la actividad de 7. Sin embargo, el DMSO (otro 
captador de !OH) y la 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidona (otro captador 
de 1O2), no inhiben en absoluto el corte de 7. En el caso del compuesto 
8 (figura II.70) los resultados son análogos si bien se puede considerar 
que el formiato sódico no inhibe la actividad de 8. Es decir, los 
ensayos con inhibidores dan resultados contradictorios y, por tanto, 
no pueden considerarse informativos sobre las especies implicadas en 
el proceso.  

Por lo que respecta al estudio con los agentes afines a los surcos, 
Hoechst 33258 (surco menor) y verde de metilo (surco mayor), los 
resultados sí son esclarecedores. Ninguno de los dos agentes produce 
disminución significativa del corte, ni en el caso de 7 ni en el caso de 8 
(carreras 8 y 9 en ambas electroforesis). Estos ensayos, junto con los 
estudios de interacción anteriormente descritos, permiten concluir 
que tanto 7 como 8 se unen al ADN mediante interacciones 
electrostáticas externas. 
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Figura II.69. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) producido 
por el compuesto 7 (15 µM) en presencia de distintos agentes, incubado en tampón 
cacodilato (0,1 M, pH = 6,0) durante 1 h a 37 ºC. M = marcador; C = control pUC18; F = 
formiato sódico (0,5 mM); D = DMSO; P = 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidona; A = azida 
sódica; H = Hoechst 33258; V = verde de metilo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.70. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) producido 
por el compuesto 8 (10 µM) en presencia de distintos agentes, incubado en tampón 
cacodilato (0,1 M, pH = 6,0) durante 1 h a 37 ºC. M = marcador; C = control pUC18; F = 
formiato sódico (0,5 mM); D = DMSO; P = 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidona; A = azida 
sódica; H = Hoechst 33258; V = verde de metilo. 

   1        2        3        4        5        6        7        8        9    

      1         2        3         4         5        6        7           8         9  

           M       C                 7      (15 µM, 5x ascorbato)        ! 
              (-)      F       D        P       A       H       V     Inhibidor 

      M         C                   8      (10 µM, 10x ascorbato)               ! 
             (-)         F        D        P        A          H         V        Inhibidor 
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II.E.5.3 Estudio cinético 

Con objeto de completar la información anterior sobre las 
propiedades nucleolíticas de los compuestos 7 y 8, se realizó un 
estudio cinético siguiendo el protocolo general descrito en el punto 
VII de la sección 1.3.2. de la introducción general de esta Tesis Doctoral 
y detallado en la sección experimental de este Capítulo. 

Para ello se incubó con pUC18 a tiempos variables una 
determinada concentración de complejo y de reductor (ascorbato), 
elegidas cuidadosamente para producir un corte gradual. Las figuras 
II.71 y II.72 muestran las electroforesis obtenidas para los compuestos 
7 y 8, junto con el gráfico que incluye la cuantificación de las distintas 
formas. En ambos casos la desaparición de la forma superenrollada 
sigue una cinética de pseudo-primer orden que puede ajustarse al 
modelo cinético propuesto por Cowan y col. para obtener la constante 
de velocidad:157 

   (ec. II.6) 

donde S0 y S corresponden a la cantidad de forma superenrollada 
inicial y de forma superenrollada a un tiempo t, respectivamente, y 
kobs es la constante velocidad de pseudo-primer orden o constante de 
velocidad aparente (generalmente expresada en min-1). 

Se obtuvieron así las correspondientes constantes de velocidad 
aparente: kobs % 0,011min-1 (R2 = 0,978) (7) y kobs % 0,033 min-1 (R2 = 
0,974) (8), que corresponden a un tiempo de vida media de la forma 
superenrollada de: t1/2 % 30 min (7) y t1/2 % 10 min (8). Estos valores, 
comparados con los obtenidos aquí para el compuesto tetranuclear 
[Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2!2H2O (6) [kobs % 0,126 min-1, t1/2 % 5 
min], se pueden considerar bajos. Por tanto, podemos concluir que los 
compuestos 7 y 8 son nucleasas potentes pero con una cinética de 
corte lenta. 

S = S0  ·  e
(-kobs t)
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Figura II.71. Cinética de corte del pUC18 (37,5 µM) promovido por el compuesto 7 (10 
µM), incubado en tampón cacodilato (0,1M, pH = 6,0) durante 90 min a 37 ºC. (Arriba) 
electroforesis en gel de agarosa (0,8%) de los productos de reacción a diferentes 
tiempos; carreras 1-3: Marcador; ADN pUC18 y ADN pUC18 + ascorbato. (Abajo) 
variación de la concentración en función del tiempo de las formas superenrollada (!) 
circular (�) y lineal (!); (cuadro insertado) ajuste lineal de los datos. 

 

   1       2       3      4      5       6       7      8      9    10  

          M  Controles                    7       (10 µM, 5x)              ! 

                  90     90      0       10    20      30    45     60     90    (min) 

kobs % 0,011 min-1  
t1/2 % 30 min 
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Figura II.72. Cinética de corte del pUC18 (37,5 µM) promovido por el compuesto 8 (5 
µM), incubado en tampón cacodilato (0,1M, pH = 6,0) durante 90 min a 37 ºC. (Arriba) 
electroforesis en gel de agarosa (0,8%) de los productos de reacción a diferentes 
tiempos; carreras 1-3: Marcador; ADN pUC18 y ADN pUC18 + ascorbato. (Abajo) 
variación de la concentración en función del tiempo de las formas superenrollada (!) 
circular (�) y lineal (!); (cuadro insertado) ajuste lineal de los datos. 
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II.E.6 Conclusiones &  Discusión 

Las conclusiones del estudio inorgánico y bioinorgánico de los 
compuestos 7 y 8 se resumen a continuación: 

1. Los ligandos poli-quelantes H2V y H3diV (sintetizados en el 
Capítulo I) han permitido aislar dos nuevos compuestos de Cu(II) con 
inusual nuclearidad: el polímero ternario 
{[Cu4(HV)2(picolinato)2(NO3)3(H2O)6] (NO3)}n (7) y el compuesto 
binario [Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14](ClO4)2!10H2O (8). 

2. La estructura cristalina de 7 está formada por cadenas de 
unidades tetraméricas (formadas a su vez por pares de dímeros) 
unidas por puentes nitrato. Cada tetrámero contiene dos ligandos 
HV- bis-quelantes y dos ligandos picolinato. Los dos cobres de la 
entidad dimérica presentan un acoplamiento antiferromagnético muy 
débil. 

3. La estructura cristalina de 8 contiene un clúster Cu6 único, de 
tipo “1+1+2+1+1”. En la unidad hexanuclear los seis iones Cu(II) se 
encuentran enlazados por dos ligandos HdiV2- tetra-quelantes. Por lo 
que se refiere a las propiedades magnéticas, el compuesto presenta 
dos tipos de centros Cu(II) y dos constantes de acoplamiento 
antiferromagnético claramente distinguibles, J1 = - 113,2(3) cm-1 y J2 = 
- 17,1(1) cm-1. 

4. La adecuada solubilidad de ambos compuestos en agua ha 
permitido realizar los estudios biológicos en tampón acuoso. Los 
estudios de interacción indican que ninguno de los dos compuestos 
intercala en el ADN, si bien producen una estabilización significativa 
de la doble hebra en el ensayo de #Tm (8 ºC para 7, 15 ºC para 8) y 
exhiben valores altos de Kapp en los ensayos de fluorescencia (6,4$107 
M'1 para 7, 1,3$108 M'1 para 8). Por tanto, se puede considerar que 
tienen gran afinidad por el ADN, en virtud de atracciones 
electrostáticas, presumiblemente favorecidas por la presencia de 
múltiples centros con carga positiva. 
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5. Los estudios de degradación de ADN mediante electroforesis en 
gel de agarosa indican que ambos compuestos son potentes nucleasas 
oxidativas, ya que a concentraciones 15 µM (7) y 10 µM (8), en 
presencia de un ligero exceso de ascorbato, son capaces de degradar 
casi completamente la forma superenrollada a formas circular y 
lineal. La coexistencia de las tres formas SC, N y L sugiere una cierta 
especificidad en el corte. La cinética de corte es más lenta que la 
observada para el compuesto tetranuclear 6.  

La clave de la buena actividad de estas dos especies polinucleares 
puede residir en la presencia simultánea de varios centros de Cu(II), si 
bien no se observa fenómeno cooperativo entre ellos. 
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CONCLUSIONES CAPÍTULO II 

En la tabla II.20 se resumen los resultados de interacción y de 
estudio de la actividad nucleasa de los compuestos de Cu(II) con 
derivados triazólicos que constituyen el objeto de este Capítulo. Del 
análisis conjunto se extraen las siguientes conclusiones: 

1. Los ligandos se sintetizaron a partir del anillo triazol con objeto 
de obtener especies polinucleares, y con sustituyentes aromáticos 
(fenilo o naftilo) con el fin de favorecer la intercalación. Se obtuvieron 
con estos ligandos los compuestos de Cu(II) 1-8. De entre todos ellos, 
sólo 2 y 5 intercalan en la doble hebra de ADN. En el caso de 5 la 
intercalación se explica por la presencia de grupos naftaleno. El 
compuesto 4 también contiene grupos naftaleno, pero la disposición 
de éstos (es un monómero) provoca impedimento estérico y el 
compuesto no intercala. Por otro lado, el compuesto 3 contiene 
también grupos naftaleno pero la insolubilidad resultante es tal que el 
compuesto no puede ensayarse en tampón acuoso. En el caso del 
compuesto 2, análogo a 3 pero con grupos fenilo, el compuesto resulta 
moderadamente soluble, la estructura en conjunto es relativamente 
planar, y los grupos aromáticos están suficientemente alejados del 
centro metálico, por lo que el compuesto intercala. 

2. Con objeto de subsanar los problemas de solubilidad se 
prepararon, en una segunda etapa, ligandos con anillo triazol y 
sustituyentes heteroaromáticos (grupos piridina) que aportaran mayor 
polaridad al sistema. Los compuestos de Cu(II) que se obtuvieron en 
este caso no son “los análogos a los anteriores pero más solubles”, 
como se pretendía, sino compuestos más solubles pero de mayor 
nuclearidad. Al estar los grupos aromáticos enlazados al centro 
metálico el conjunto no intercala pero, en cambio, aumenta su 
afinidad por el ADN debido a atracciones electrostáticas. Así, el 
compuesto hexanuclear 8 presenta, en conjunto, una extraordinaria 
afinidad por el ADN, comparable a la del Hoechst 33258. 
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3. El análisis de la tabla también revela que no existe una 
correlación directa entre el valor de #Tm y Kapp. Los compuestos con el 
mayor #Tm no presentan los valores más altos de Kapp, y viceversa, si 
bien el compuesto 8 y el Hoechst 33258 presentan valores elevados de 
ambos parámetros. 

4. Todos los compuestos aquí descritos requieren activación 
externa (reductor) para manifestar propiedades de nucleasa, es decir, 
actúan por mecanismo oxidativo, como se ha confirmado mediante 
los correspondientes estudios de inhibición con los captadores de 
ROS. 

5. En la serie de compuestos estudiados, al aumentar la 
nuclearidad aumenta, de forma general, la afinidad por el ADN y la 
eficiencia como nucleasa, entendiendo por ello que el compuesto 
requiere menor concentración y/o menor cantidad de activante para 
degradar el 90% de la forma superenrollada del pUC18 a forma 
circular más forma lineal. 

Tras estos resultados se plantearon varias estrategias para 
conseguir sistemas más activos: 

(i) prepararación de compuestos con nuevos ligandos, con anillos 
triazol y sustituyentes heteroaromáticos pero con el heteroátomo en 
posición tal que evite la quelación del metal para forzar otro tipo de 
interacción con el ADN (i.e.: intercalación); 

(ii) ensayayos con sistemas ternarios que combinen un ligando 
triazol con un ligando intercalante como la 1,10-fenantrolina; 

(iii) activación de la nucleasa mediante otro sistema distinto al 
agente químico, como la fotoactivación y/o la activación por quantum 
dots).  

En los próximos Capítulos se describirán nuestros resultados con 
las estrategias (ii) y (iii). 
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Tabla II.20. Resultados experimentales de los ensayos de interacción con el ADN y de corte para los compuestos de este Capítulo. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

a  CT ADN, (!/!0)1/3  valor para: [compuesto] / [CT!ADN] = 0,1   d condiciones para degradar el 90% de la forma SC ADN 
b  CT ADN, excepto * con poli(dA)!poli(dT)     e  dato no disponibles debido a problemas de solubilidad 
c   obtenido a partir de la ecuación: KEB [EB] = [C50] Kapp    f  dato no disponible en la bibliografía 

 
 

 

Compuesto Nuclearidad 
Viscosimetríaa 

(!/!0)1/3 

!Tmb 

(ºC)  
Kapp(M"1)c 

[C]90d 

(µM) 
Ref. / 
Capt. 

[Cu(H2P)2(ClO4)2] (1) mononuclear 1,00 9,6 3,1"106 
40  

(25x, Asc/H2O2) 
II.B 

[Cu(diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) dinuclear 1,12 e 1,6"106  
30 

(300x,Asc/H2O2) 
II.B 

[Cu(diO)(NO3)]2·2DMSO (3) dinuclear e e e e II.B 

[Cu(N)4(NO3)2]!4CH3OH (4) mononuclear 1,02 "3 2,2"107 
25 

(300x,Asc/H2O2) 
II.C 

[Cu(M)("-OAc)2]2·2(M) (5) dinuclear 1,16 16 2,5"107 
20 

(25x, Asc) 
II.C 

[Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2!2H2O (6) tetranuclear 1,06 18 6,2"106 
20 

(2,5x, Asc) 
II.D 

{[Cu4(HV)2(picolinato)2(NO3)3(H2O)6](NO3)}n 
(7) 

tetranuclear 1,05 8 6,4"107 
15 

(5x, Asc) 
II.E 

[Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14](ClO4)2!10H2O (8) hexanuclear 1,02 15 1,3"108 
10 

(12x, Asc) 
II.E 

       

 

 

 



J. Hernández-Gil 
 

 283 

SECCIÓN EXPERIMENTAL 

Materiales y Reactivos 

Los ligandos H2P, H3diQ, H3diO, N, M, H2V y H3diV fueron sintetizados tal y 
como se ha detallado en el Capítulo I de la presente Tesis Doctoral. El ligando H2atc, 
utilizado en el apartado II.D, fue suministrado por Panreac (Panreac Química S.A.U., 
Barcelona, España). 

El resto de reactivos químicos utilizados eran de alto grado de calidad, y fueron 
comprados de casas comerciales y usados tal y como se recibieron. Reactivos biológicos: 
Plásmido pUC18 (0,5 µg/µL, 1500 µM en nucleótidos) en TE (Tris 10 mM and EDTA 1 
mM, pH = 8,0) comprado a Fermentas o Plásmido pUC18 (0,25 µg/µL, 750 µM en 
nucleótidos) en TE (Tris 10 mM and EDTA 1 mM, pH = 8,0) suministrado por Roche. 
Calf Thymus (CT-DNA), tipo XV, fue obtenido de Sigma.  

Instrumentos y Métodos 

El porcentaje de C, H y N fue determinado con un analizador elemental CE 
Instrument EA modelo 1110 CHNS del S.C.S.I.E de la Universitad de València. Los 
espectros infrarrojos se obtuvieron en los espectrofotómetros Mattson Satellite FTIR y 
Perkin-Elmer FTIR en la región entre 4.000 y 400 cm-1. Como diluyente para preparar 
las muestras, en forma de pastilla, se ha utilizado KBr. Los espectros UV-vis en 
disolución se obtuvieron utilizando un espectrofotómetro UV-vis Agilent 8453, los 
espectros UV-vis en sólido con un espectrofotómetro T90 Plus equipado con una 
esfera de integración IS19-1. Los espectros de masas del complejo mediante la técnica 
de Electrospray en modo positivo (ESI+) se realizaron en el S.C.S.I.E de la Universitad 
de València. Para los espectros de baja resolución ESI-MS se utilizó un equipo Bruker 
Esquire 3000 plus LC-MS, mientras que para los espectros de alta resolución ESI-MS 
un equipo ABS Giex Triple TOF 5600. Las muestras fueron disueltas en el mismo 
medio en el cual se realizaron las pruebas bioinorgánicas. Las medidas de 
susceptibilidad magnética con variación de temperatura se realizaron sobre 
monocristales triturados usando un susceptómetro Quantum Interference Design 
(SQUID) en el rango de temperatura 1,9-400 K. Las correcciones diamagnéticas de los 
átomos se estimaron a partir de las constantes de Pascal. Los espectros de resonancia 
paramagnética electrónica se realizaron en un espectrómetro Bruker ELEXSYS 
operando en la banda-X (frecuencia: 9,5 GHz, longitud de onda: 3,2 cm, campo H0: 
3.400 Gauss) en el rango de temperaturas de 10-300 K. Los espectros de resonancia 
paramagnética electrónica se realizaron en un espectrómetro Bruker ELEXSYS 
operando en la banda-X (frecuencia: 9,5 GHz, longitud de onda: 3,2 cm, campo 
H0:3.400 Gauss) en el rango de temperaturas de 10-300 K. Los monocristales de los 
complejos 1 y 2 han sido medidos en un difractómetro Nonius Kappa-CCD, en la 
Universitat de València. El monocristal 3 ha sido medido con un difractómetro Oxford 
Diffration XCALIBURE, en la Universidad T.U., Braunschweig (Alemania). Los 
monocristales 4-8 han sido medidos con un difractóemtro Bruker !8 KappaAPEXII, en 



Capítulo II 
 

 284 

la Universidad de Santiago de Compostela. Los detalles de la toma de datos y 
refinamiento de las estructuras se indican en el Anexo. 

Técnicas para el estudio de la interacción de los complejos con el ADN 

Fluorescencia 

Los espectros de fluorescencia se registraron con un espectrofluorímetro JASCO 
FP-6200 a temperatura ambiente. Se utilizó el bromuro de etidio (EB) como referencia 
para determinar las propiedades de unión al ADN (Calf-Thymus ADN Tipo XV, CT 
ADN) de los complejos 1, 2, y 4-8. Se prepararon distintas disoluciones DNA-
Complejo-EB (volumen final de 3 mL), que contenían distintas concentraciones de 
complejo (0, 10, 20, 30, 40 y 50 !M) y donde la concentración de EB y de CT DNA era 
de 50 !M en tampón acuoso [los compuestos 1, 4 y 5 en tampón cacodilato (0,1 M, 
pH= 6,0) conteniendo un 5% DMF, los  compuestos 6, 7 y 8 en tampón cacodilato (0,1 
M, pH= 6,0), y el complejo 2 en 25% tampón PIPES 5 mM + 15% DMF + 60% H2O]. Los 
espectros de emisión se registraron entre 530-670 nm y la longitud de onda de 
excitación se estableció en 500 nm. Los resultados se presentan en forma de gráficos de 
Stern-Volmer, donde se representa el cociente de I0/IF frente a la concentración de 
complejo (donde I0 es el máximo de intensidad de emisión en ausencia de complejo e 
IF es el máximo de intensidad de emisión para cada una de las disoluciones que 
contienen complejo). 

Además, para los complejos 4, 5 y 6 se realizaron estudios de desplazamiento 
competitivos. Los experimentos consistieron en la adición de alícuotas de los 
diferentes complejos en una disolución 3 µM CT-DNA (!260= 13,200 M(bp)"1 cm"1) y 
3,78 µM EB en tampón acuoso [los compuestos 4 y 5 en tampón cacodilato (0,1 M, pH 
= 6,0) conteniendo un 5% DMF, y el compuesto 6 en tampón cacodilato (0,1 M, pH = 
6,0)] hasta que la fluorescencia inicial disminuyó al 50 %. Las disoluciones stock de los 
complejos fueron preparados en el mismo tampón a una concentración 0,5 mM. Las 
longitudes de onda de excitación y emisión se fijaron a 500 y 595 nm, respectivamente. 
Las constantes de unión aparentes se calcularon a partir de la ecuación: 

Kapp = KEB " (3.78/C50) 

En donde KEB = 3"107 M"1. Este valor de KEB (a pH = 6,0) se calculó mediante el 
procedimiento descrito en la bibliografía.78,152 

Temperatura de fusión del ADN 

Los experimentos para determinar la temperatura de fusión del DNA 
(temperatura a la cual el 50% de la molécula de DNA está desnaturalizada, Tm), se 
realizaron utilizando un espectrofotómetro UV-vis Agilent 8453 equipado con un 
regulador de temperatura Peltier Agilent 89090A. 

Para determinar la temperatura de fusión del DNA se registraron los espectros de 
absorción entre 210 y 1000 nm de muestras que contenían CT-DNA (100 !M) en 
ausencia o presencia de los compuestos 1, 4-8 (se usaron diferentes proporciones [CT-
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DNA]/[complejo] en cada caso. Para los compuestos 1 y 4 la relación fue de 4; para el 
compuesto 5 de 5; para el compuesto 6 de 2, 4 y 8; para el compuesto 7 de 4 y 8; y para 
el compuesto 8 de 4 y 8) en tampón fosfato 1mM, NaCl 2 mM (pH = 7,2). Los 
parámetros se programaron para obtener una medida de absorbancia tras el aumento 
de 1˚ C en el intervalo de temperatura de 25-90˚ C.  

Los resultados aparecen en forma de gráfico que representa la absorbancia relativa 
(260 nm) frente a la temperatura. El valor de Tm es calculado por el software del 
ordenador. 

Viscosimetría 

Las medidas de viscosidad se realizaron a 25 ºC utilizando un viscosímetro 
Ubbelodhe semi-micro sumergido en un baño termostatizado Julabo ME16G. 

Se prepararon disoluciones de 4 mL que contenían distintas concentraciones de los 
complejos 1, 2, y 4-8 (0, 1, 3, 5, 7 y 10 !M) y una concentración de CT DNA fijada a 50 
!M en tampón acuoso [los compuestos 1, 4 y 5 en tampón cacodilato (0,1 M, pH= 6,0) 
conteniendo un 5% DMF, los  compuestos 6, 7 y 8 en tampón cacodilato (0,1 M, pH= 
6,0), y el complejo 2 en 25% tampón PIPES 5 mM + 15% DMF + 60% H2O]. Los 
tiempos de elución se tomaron por triplicado para cada una de las disoluciones 
preparadas. Los valores de viscosidad se calcularon a partir de la expresión # = t – tb, 
donde t es el tiempo de elución para cada una de las disoluciones preparadas y tb es el 
tiempo de elución del tampón. Los resultados se representan en una gráfica de 
(#/#0)1/3 frente al cociente de la concentración de complejo y la concentración de CT 
DNA (# es son la viscosidad de la disolución de CT DNA- complejo, y #0 es la 
viscosidad de la disolución de CT DNA, en ausencia de complejo). 

Técnicas para el estudio de la actividad nucleasa 

Electroforesis en gel de agarosa 

A lo largo del presente Capítulo se ha recogido el estudio de actividad nucleasa de 
los compuesto 1, 2, y 4-8. En todos los casos, la habilidad de corte de los complejos se 
examinó mediante la conversión de pUC18 ADN superenrollado (Forma I) en las 
formas circular (Forma II) y lineal (Forma III) usando la técnica de electroforesis en gel 
de agarosa para separar los diferentes productos de corte. Las disoluciones de los 
complejos de cobre(II) fueron preparadas antes de cada ensayo y mediante la 
disolución del producto cristalino en el tampón biológico empleado. 

Procedimiento general para determinar la actividad nucleasa 

Las disoluciones madre del agentes activante (ascorbato sódico y/o H2O2) fueron 
preparadas antes de cada ensayo. 

El protocolo general de los ensayos consistió en incubar durante 60 minutos a 37 
ºC, una mezcla de 20 µL de volumen final constituida por: 7 µL de tampón acuoso, 6 
µL de complejo o de sal de Cu(II) (para obtener las concentraciones finales deseadas), 6 



Capítulo II 
 

 286 

µL de agente reductor a una concentración en exceso respecto a la concentración 
relativa de cobre y 0,5 µL de ADN pUC18 (0,5 µg/µL, 1500 µM nucleótidos, 
Fermentas) o 1 µL de ADN pUC18 (0,25 µg/µL, 750 µM nucleótidos, Roche). En 
concreto tanto las concentraciones de complejo, como las de agente reductor como el 
tampón utilizado para cada caso concreto se resumen a continuación: 

- 15-40 µM complejo 1 + 25x ascorbato/H2O2 en tampón cacodilato (0,1 M, pH= 

6,0) conteniendo un 5% DMF. 

- 20-35 µM complejo 2 + 300x ascorbato/H2O2 en tampón PIPES 5 mM + 15% 

DMF + 60% H2O. 

- 20-30 µM complejo 4 + 300x ascorbato/H2O2 en tampón cacodilato (0,1 M, pH= 

6,0) conteniendo un 5% DMF. 

- 15-30 µM complejo 5 + 25x ascorbato en tampón cacodilato (0,1 M, pH= 6,0) 

conteniendo un 5% DMF. 

- 5-40 µM complejo 6 + 2,5x ascorbato en tampón cacodilato (0,1 M, pH= 6,0). 

- 5-20 µM complejo 7 + 1x y 5x ascorbato en tampón cacodilato (0,1 M, pH= 6,0). 

- 5-10 µM complejo 8 + 6x, 12x, 18x, 24x y 30x ascorbato en tampón cacodilato 

(0,1 M, pH= 6,0). 

Después de la incubación, la reacción se detuvo mediante la adición de una 
disolución (tampón de carga, 4 µL) compuesta de azul de bromofenol (0,25%), 
xilenecianol (0,25%), glicerol (30%), y EDTA (250 mM). A continuación, las muestras se 
cargaron en un gel de agarosa (0,8 %) en tampón TBE 0,5x (0,045 M Tris, 0,045 M ácido 
bórico y 1 mM EDTA) que contenía una concentración de 2 µL/100 mL de una 
disolución madre de bromuro de etidio de (10 mg/mL). Las muestras se separaron en 
el gel tras aplicar una corriente de 120 V durante 2 h. Las bandas se fotografiaron 
mediante una cámara UVIdoc HD2 (UVItec Cambridge). 

Las proporciones relativas de las diferentes formas del plásmido fueron 
cuantificadas mediante el programa ImageJ 1.34s (Wayne Rasband, National Institutes 
of Health, Bethesda, MD, USA). Un factor de corrección de 1,31 fue utilizado para 
compensar la menor afinidad de la forma I por el bromuro de etidio. La proporción de 
cada ADN fue calculada dividiendo la intensidad de cada banda por el total de las 
intensidades de todas las bandas en una misma carrera.51 

Procedimiento general para determinar el mecanismo de acción de los 
complejos 

Los estudios de mecanismo se realizaron para los compuestos 4-8. 

El procedimiento general consiste en incubar durante 60 minutos a 37 ºC una 
mezcla de 20 µL que contiene: 1 µL plásmido pUC18, 6 µL de complejo, 6 µL de agente 
reductor (en las concentraciones que presenta actividad nucleasa), y un volumen de 
agente inhibidor para que las concentraciones finales sean: 2,2,6,6-tetrametil-4-
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piperidona 0.4 M, ácido 4,5-dihidroxi-1,3-bencendisulfónico (Tiron) 10 mM, yoduro 
potásico 0.4 M, Formiato sódico 0,4 M, azidas sódica 0,4M. También se ensayo la 
inhibición en presencia de neocuproína [a una concentración 4x exceso a la 
equivalente de Cu(II)], un quelante de Cu(I) y de verde de metilo 1.25 µg/mL, un 
agente del surco mayor, y de distamicina A (12 µM) o Hoechst 33258 (5 µM), un agente 
del surco menor. Posteriormente a la incubación, las muestras fueron tratadas como en 
la determinación de la actividad nucleasa. 

Para el compuesto 6 además, se investigó la contribución de las interacciones 
electroestáticas en el corte de ADN. Los ensayos se realizaron como se describe en la 
determinación de la actividad nucleasa pero en presencia de fuerza iónica en el medio 
de reacción. Se prepararon muestran con un incremento en la concentración de NaCl 
de 0 a 400 mM. 

Procedimiento general para establecer la cinética de reacción de los 
complejos 

Para los compuestos con mayor actividad nucleasa, 6-8, se realizó un estudio 
cinético del corte de ADN. Las muestras de reacción fueron incubadas según se ha 
detallado anteriormente y detenidas a cada uno de los tiempos deseados mediante la 
adición de tampón de carga y posterior incubación en hielo. Las condiciones utilizadas 
en cada caso fueron las siguientes: 

- Para el complejo 6: 5 µM complejo más 10x Ascorbato. 

- Para el complejo 7: 10 µM complejo más 5x Ascorbato. 

- Para el complejo 8: 5 µM complejo más 20x Ascorbato. 

Los datos fueron ajustados a una reacción de primer orden definida por la 
ecuación que se presenta a continuación, donde S corresponde a la concentración de la 
forma superenrollada a un t determinado, S0 corresponde a la concentración inicial y 
kobs corresponde a la constante observada de primer orden de la ruptura de ADN de la 
forma I a la forma II. La constante observada fue expresada en min-1. 

S = S0 exp (-kobs t) 

Todos los resultados aquí presentados se han realizado como mínimo por triplicado. 
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ANEXOS 

Anexo I. Espectros infrarrojos (KBr) 

[Cu(H2P)2(ClO4)2] (1) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
[Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) 
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[Cu(H3diO)(NO3)]2 · 2 DMSO (3) 

 
 
[Cu(N)4(NO3)2] · 4 CH3OH (4) 
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[Cu(M)(!-acetato)2]2 ·2(M) (5) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2!2H2O (6) 
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{[Cu4(HV)2(picolinato)2(NO3)3(H2O)6] (NO3)}n (7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Picolinato sódico (figura extraída de Spectral Database for Organic 
Compounds - SDBS, Institute of Advanced Industrial Science and 
Technology (AIST). 
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[Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14](ClO4)2!10H2O (8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Precipitado verde pálido separado durante la síntesis de 8 
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Anexo II. Tablas adicionales del estudio de Rayos-X 

Tabla A.1. Enlaces de hidrógeno para el compuesto [Cu(N)4(NO3)2] · 4 CH3OH (4) con 
las esds entre paréntesis. 

    Código de simetría: (#1) -x, y, -z+1/2  (#2) -x+1/2, y-1/2, -z+1/2 

 

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) < (DHA) 

     
N(5)-H(5A)...O(42)#1 0,88 2,08 2,820(4) 140,8 
N(5)-H(5A)...O(41) 0,88 2,33 2,969(4) 129,7 
N(5)-H(5B)...O(61)#2 0,88 2,29 2,956(3) 132,8 
N(5)-H(5B)...O(12) 0,88 2,22 2,842(3) 127,4 
N(11)-
H(11A)...O(32)#1 

0,88 2,04 2,799(4) 143,7 

N(11)-H(11A)...O(31) 0,88 2,28 2,944(4) 132,1 
N(11)-
H(11A)...O(31)#1 

0,88 2,84 3,314(4) 115,5 

N(11)-H(11B)...O(51) 0,88 2,12 2,851(3) 140,2 
N(11)-H(11B)...O(22) 0,88 2,22 2,851(3) 128,0 
O(51)-H(51)...O(61) 0,88 1,90 2,820(3) 156,9 
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Tabla A.2. Distancias (Å) y ángulos (°) seleccionados para el grupo sulfonilo del 
compuesto[Cu(M)(!-acetato)2]2·2(M) (5) con las esds entre paréntesis. 

 
    

Naftaleno-C16  Naftaleno-C28  
    

S(1)-N(13) 1,660(4) S(2)-N(23) 1,675(4) 
S(1)-O(11) 1,412(3) S(2)-O(21) 1,421(3) 
S(1)-O(12) 1,442(3) S(2)-O(22) 1,431(3) 
S(1)-C(16) 1,753(5) S(2)-C(28) 1,746(5) 
    
O(11)-S(1)-O(12) 120,3(2) O(21)-S(2)-O(22) 121,1(2) 
O(11)-S(1)-N(13) 107,4(2) O(21)-S(2)-N(23) 105,6(2) 
O(11)-S(1)-C(16) 108,7(2) O(21)-S(2)-C(28) 109,9(2) 
O(12)-S(1)-N(13) 104,3(2) O(22)-S(2)-N(23) 104,8(2) 
O(12)-S(1)-C(16) 110,2(2) O(22)-S(2)-C(28) 109,1(2) 
N(13)-S(1)-C(16) 104,7(2) N(23)-S(2)-C(28) 105,1(2) 

    
    

Naftaleno-C40  Naftaleno-C52  
    

S(3)-N(33) 1,663(4) S(4)-N(43) 1,672(4) 
S(3)-O(31) 1,434(4) S(4)-O(41) 1,428(4) 
S(3)-O(32) 1,432(4) S(4)-O(42) 1,415(3) 
S(3)-C(40) 1,735(5) S(4)-C(52) 1,760(5) 
    
O(31)-S(3)-O(32) 120,8(2) O(41)-S(4)-O(42) 120,7(2) 
O(31)-S(3)-N(33) 104,4(2) O(41)-S(4)-N(43) 105,3(2) 
O(31)-S(3)-C(40) 109,7(2) O(41)-S(4)-C(52) 108,1(3) 
O(32)-S(3)-N(33) 107,7(2) O(42)-S(4)-N(43) 106,7(2) 
O(32)-S(3)-C(40) 108,3(3) O(42)-S(4)-C(52) 110,1(2) 
N(33)-S(3)-C(40) 104,7(2) N(43)-S(4)-C(52) 104,6(2) 
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Tabla A.3. Relación de enlaces de hidrógeno (distancias (Å) y ángulos (°) del 
compuesto [Cu(M)(!-acetato)2]2·2(M) (5) con las esds entre paréntesis. 

  Código de simetría:  (#1) -x+1/2, y-1/2, z+1/2 (#2) x, y+1, z 
 (#3) -x+1/2, y+1/2, z-1/2 (#4) -x+1/2, y+1/2, z+1/2 
 (#5) x, y-1, z (#6) -x+1/2, y-1/2, z-1/2 

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) < (DHA) 

     
N(12)-H(12A)...O(5) 0,88 2,27 2,950(5) 134,4 
N(12)-H(12B)...O(12) 0,88 2,24 2,877(5) 128,9 
N(12)-H(12B)...O(44) 0,88 2,49 3,230(6) 142,8 
N(15)-H(15B)...O(1) 0,88 1,97 2,799(5) 156,0 
N(15)-H(15A)...O(24)#1 0,88 2,05 2,874(5) 156,5 
N(22)-H(22B)…O(22) 0,88 2,29 2,924(5) 128,5 
N(22)-H(22B)...N(34)#2 0,88 2,51 3,237(6) 140,9 
N(22)-H(22A)...O(2) 0,88 2,15 2,904(5) 144,0 
N(22)-H(22A)...O(32)#2 0,88 2,46 3,048(5) 125,1 
N(25)-H(25A)...N(14)#3 0,88 2,15 2,940(6) 149,8 
N(25)-H(25B)...O(6) 0,88 2,04 2,858(5) 154,5 
N(32)-H(32A)...N(41)#4 0,88 2,11 2,988(6) 171,3 
N(32)-H(32B)...O(31) 0,88 2,16 2,791(6) 127,8 
N(35)-H(35A)...O(22)#5 0,88 2,20 3,000(5) 151,2 
N(35)-H(35B)...O(3) 0,88 2,14 2,956(5) 154,5 
N(42)-H(42B)...O(41) 0,88 2,25 2,865(6) 127,2 
N(42)-H(42A)...O(31)#6 0,88 2,12 2,990(6) 170,0 
N(45)-H(45A)...O(12) 0,88 2,23 3,022(5) 149,9 
N(45)-H(45B)...O(8)#5 0,88 2,13 2,937(5) 152,8 
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Tabla A.4. Relación de enlaces de hidrógeno (distancias (Å) y ángulos (°) del 
compuesto [Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2#2H2O (6) con las esds entre paréntesis. 

 

 
Código de simetría: (#1) x, -y, z  (#2) -x, -y, -z 
  (#3)   -x+1/2, y-1/2, -z+1 (#4)   -x+1/2, -y+1/2, -z+1 
  (#5)   x-1/2, y+1/2, z (#6) x-1/2, -y+1/2, z 
  (#7) -x, -y+1, -z (#8) -x+1/2, y+1/2, -z+1 

 

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) < (DHA) 

     
N(7)-H(7A)...O(13) 0,92 2,39 3,016(7) 124,8 
N(7)-H(7A)...O(11) 0,92 2,40 3,230(9) 149,9 
N(7)-H(7A)...O(11)#1 0,92 2,64 3,230(9) 122,5 
N(7)-H(7B)...O(12)#3 0,91 2,37 3,192(6) 150,8 
N(11)-H(11A)...O(13)#4 0,92 2,27 3,013(5) 137,3 
N(11)-H(11A)...O(11) 0,92 2,33 2,812(9) 11,7 
N(11)-H(11B)...O(21)#5 0,92 2,11 2,930(9) 148,5 
N(11)-H(11B)...O(24)#6 0,92 2,46 3,366(9) 166,8 
N(21)-H(21A)...O(22)#5 0,90 2,03 2,845(9) 149,5 
N(21)-H(21A)...O(24)#6 0,90 2,28 3,181(8) 173,9 
N(21)-H(21B)...O(3)#7 0,90 2,30 3,118(6) 150,8 
O(3)-H(3A)...O(22)#5 0,83 2,18 2,931(9) 149,6 
O(3)-H(3A)...O(22)#6 0,83 2,18 2,931(9) 149,6 
O(3)-H(3B)...O(12)#8 1,03 2,29 3,185(10) 144,2 
O(3)-H(3B)...O(12)#4 1,03 2,29 3,185(10) 144,2 
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Tabla A.5. Relación de enlaces de hidrógeno (distancias (Å) y ángulos (°) del 
compuesto 7 con las esds entre paréntesis. 

 
Código de simetría: (#1) -x+1, -y+1, -z (#2) -x+2, -y+1, -z 
  (#3)   -x+1, -y+2, -z (#4)   -x+1, -y+2, -z+1 
  (#5)   x+1, y, z (#6) -x+2, -y+2, -z+1 
 

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) < (DHA) 

     
O(1)-H(1A)...O(11) 0,85 2,49 3,023(6) 121,8 
O(1)-H(1A)...O(13) 0,85 1,88 2,719(7) 171,3 
O(1)-H(1A)...N(1) 0,85 2,51 3,276(8) 150,3 
O(1)-H(1B)...O(13)#1 0,85 2,57 3,422(6) 179,5 
O(2)-H(2A)...O(12)#2 0,98 1,77 2,723(5) 163,9 
O(2)-H(2A)...O(13)#2 0,98 2,50 3,224(6) 130,3 
O(2)-H(2A)...N(1)#2 0,98 2,46 3,393(6) 158,6 
O(2)-H(2B)...N(20) 0,98 1,76 2,623(5) 144,9 
O(2)-H(2B)...O(32)#3 0,98 2,59 3,120(11) 114,4 
O(3)-H(3A)...O(33) 1,01 2,10 2,906(14) 135,4 
O(3)-H(3B)...O(38)#4 0,98 2,26 2,810(6) 114,7 
N(21)-H(21)...O(3)#5 0,88 1,94 2,810(6) 167,3 
N(22)-H(22A)...O(38)#6 0,90 2,10 2,966(5) 162,7 
N(22)-H(22B)...O(37) 0,97 1,99 2,811(5) 140,9 
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Tabla A.6. Relación de enlaces de hidrógeno (distancias (Å) y ángulos (°) del 
compuesto 8 con las esds entre paréntesis. 

 
Código de simetría: (#1) -x+2, -y, -z (#2) -x+1, -y+1, -z 
  (#3)   x-1, y, z (#4)   x, y, z-1 
  (#5)   x+1, y, z (#8) -x+1, -y, -z+1 
  (#9) –x+2, -y, -z+1 
 

 

 

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) < (DHA) 

     
N(3)-H(3)...O(2) 0.90 2.03 2.785(8) 140.8 
N(3)-H(3)...O(7)#1 0.90 2.29 2.810(8) 116.7 
     
O1 - O14#1   3.032(14)  
O2 - O52#4   2.676(12)  
O2 - O53#4   2.681(13)  
O3 - O54#2   2.727(13)  
O3 - O13#3   2.755(11)  
O3 - O21   2.915(10)  
O4 - O41#2   2.899(11)  
O4 - O42#2   3.055(10)  
O4 - O54#4   2.942(15)  
O5 - O55#5   2.720(13)  
O5 - O31   2.995(10)  
O5 - O43#5   2.951(07)  
O5 - O51#5   2.748(11)  
O6 - O55#5   2.828(14)  
O7 - O51#8   2.698(11)  
O7 - O31   3.041(09)  
O7 - O34#9   2.857(12)  
O55 - O44   3.073(12)  
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Anexo III. Estudio de Rayos-X de los compuestos 1-8 

Detalles experimentales cristalográficos del monocristal 
[Cu(H2P)2(ClO4)2] (1) 

  
Compound 1 
Empirical formula  C9 H8 Cl Cu0.5 N4 O5 
Formula weight 319.41 
Temperature (K) 293(2) 
Wavelength (Å) 0.71073 
Crystal system, space group Triclinic, P-1 
Unit cell dimensions   a(Å) 7.9560(8) 
                                       b(Å) 8.7720(6) 
                                       c(Å) 9.0520(12) 
                                       %(°) 104.040(6) 
                                       &(°) 93.739(6) 
                                       '(°) 106.550(6) 
Volume (Å3)  581.32(10) 
Z, Calculated density (mg/m3) 2, 1.825 
Absorption coefficient (mm-1)  0.588 
F(000) 323 
Crystal size (mm) 0.9 x 0.8 x 0.6 
( range for data collection (deg) 2.52 to 27.49 
Limiting indices -9<=h<=10 

-11<=k<=11 
-11<=l<=11 

Reflections collected/unique 3969 / 2610 
Refinement method Full-matrix least-squares on F2 
Data / restraints / parameters 2610 / 0 / 178 
Goodness-of-fit on F2 0.924 
Final R indices [I>2)(I)] (R1 , "R2) 0.0466, 0.1216 
R indices (all data) (R1 , "R2) 0.0759, 0.1391 
Largest diff. peak and hole (e.A-3)  0.479 and -0.439 
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Detalles experimentales cristalográficos de los monocristales 
[Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) y [Cu(H2diO)(NO3)]2!2DMSO (3) 

   
Compound 2 3 
Empirical formula  C34 H32 Cl2 Cu2 N10 

O14 
C13 H11 Cu0.50 N3 O3 
S0.50 

Formula weight 1002.7 305.05 
Temperature (K) 150 103(2) 
Wavelength (Å) 0.71073 0.71073 
Crystal system, space group Triclinic, P-1 Triclinic, P-1 
Unit cell dimensions   a(Å) 8.1950(4) 8.7112(6) 
                                       b(Å) 9.1620(3) 8.9441(7) 
                                       c(Å) 13.6020(8) 16.0257(12) 
                                       %(°) 81.025(3) 95.730(6) 
                                       &(°) 74.2640(19) 92.139(6) 
                                       '(°) 83.485(3) 94.426(6) 
Volume (Å3)  968.24(8) 1237.40(16) 
Z, Calculated density 
(mg/m3) 

1, 1.720 4, 1.637 

Absorption coefficient (mm-

1)  
1.320 1.024 

F(000) 510.0 626 
Crystal size (mm) 0.19 x 0.17 x 0.04 0.10 x 0.10 x 0.04 
( range for data collection 
(deg) 

2.52 to 27.51 2.30 to 28.28 

Limiting indices -11<=h<=10 
-11<=k<=11 
-21<=l<=17 

-11<=h<=11 
-11<=k<=11 
-21<=l<=21 

Reflections collected/unique 4449/3564 31011/6143 
Refinement method Full-matrix least-squares on F2 
Data / restraints / 
parameters 

3564 /0 /281 6143 / 449 / 412 

Goodness-of-fit on F2 0.991 0.814 
Final R indices [I>2)(I)] (R1 , 
"R2) 

0.0407,   0.0334, 0.0522 

R indices (all data) (R1 , "R2) 0.0567, 0.1370 0.0646, 0.0547 
Largest diff. peak and hole 
(e.A-3)  

0.703 and -0.792 0.800 and -0.476 
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Detalles experimentales cristalográficos del monocristal 
[Cu(N)4(NO3)2]·4CH3OH (4) 

  
Compound 4 
Empirical formula  C52 H56  Cu N18 O18 S4 
Formula weight 1412.93 
Temperature (K) 100(2) 
Wavelength (Å) 0.71073 
Crystal system, space group Monoclinic, C 2/c 
Unit cell dimensions   a(Å) 22.7194(8) 
                                       b(Å) 16.8309 (6) 
                                       c(Å) 19.4659(7) 
                                       %(°)  
                                       &(°) 125.737(2) 
                                       '(°)  
Volume (Å3)  6042.0(4) 
Z, Calculated density (mg/m3) 4, 1.553 
Absorption coefficient (mm-1)  0.588 
F(000) 2924 
Crystal size (mm) 0.34 x 0.26 x 0.22 
( range for data collection (deg) 1.29 to 28.39 
Limiting indices -30<=h<=30 

-22<=k<=22 
-26<=l<=25 

Reflections collected/unique 29040 / 7545 
Refinement method Full-matrix least-squares on F2 
Data / restraints / parameters 7545 / 0 / 453 
Goodness-of-fit on F2 1.056 
Final R indices [I>2)(I)] (R1 , "R2) 0.0349, 0.0903 
R indices (all data) (R1 , "R2) 0.0368, 0.0913 
Largest diff. peak and hole (e.A-3)  0.838 and -0.515 
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Detalles experimentales cristalográficos del monocristal 
[Cu(M)(µ-acetato)2]2·2(nsdatrz) (5) 

  
Compound 5 
Empirical formula  C56 H56  Cu2 N20 O16 S4 
Formula weight 1520.53 
Temperature (K) 100(2) 
Wavelength (Å) 0.71073 
Crystal system, space group Orthorhombic, P n a 21 
Unit cell dimensions   a(Å) 26.7537(8) 
                                       b(Å) 13.1033(4) 
                                       c(Å) 19.7118(7) 
                                       %(°)  
                                       &(°)  
                                       '(°)  
Volume (Å3)  6910.2(4) 
Z, Calculated density (mg/m3) 4, 1.462 
Absorption coefficient (mm-1)  0.815 
F(000) 3128 
Crystal size (mm) 0.19 x 0.15 x 0.04 
( range for data collection (deg) 1.52 to 26.41 
Limiting indices 0<=h<=33 

0<=k<=16 
-24<=l<=22 

Reflections collected/unique 32227 / 13765 
Refinement method Full-matrix least-squares on F2 
Data / restraints / parameters 13765 / 1 / 884 
Goodness-of-fit on F2 1.018 
Final R indices [I>2)(I)] (R1 , "R2) 0.0539, 0.1020 
R indices (all data) (R1 , "R2) 0.0849, 0.1102 
Largest diff. peak and hole (e.A-3)  0.650 and -0.449 
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Detalles experimentales cristalográficos del monocristal 
[Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2!2H2O (6) 

  
Compound 6 
Empirical formula  C22 H56 Cl4 Cu4 N20 O24 
Formula weight 1380.83 
Temperature (K) 100(2) 
Wavelength (Å) 0.71073 
Crystal system, space group Monoclinic, C 2/m 
Unit cell dimensions   a(Å) 24.1332(6) 
                                       b(Å) 8.4915(2) 
                                       c(Å) 14.2128(3) 
                                       %(°)  
                                       &(°) 121.9540(10) 
                                       '(°)  
Volume (Å3)  2471.25(10) 
Z, Calculated density (mg/m3) 2, 1.856 
Absorption coefficient (mm-1)  2.015 
F(000) 1408 
Crystal size (mm) 0.30 x 0.21 x 0.01 
( range for data collection (deg) 1.69 to 27.10 
Limiting indices -30<=h<=17 

0<=k<=10 
-18<=l<=18 

Reflections collected/unique 32844 / 2922 
Refinement method Full-matrix least-squares on F2 
Data / restraints / parameters 2922 / 0 / 211 
Goodness-of-fit on F2 1.111 
Final R indices [I>2)(I)] (R1 , "R2) 0.0514, 0.1464 
R indices (all data) (R1 , "R2) 0.0594, 0.1526 
Largest diff. peak and hole (e.A-3)  1.055 and -1.301 
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Detalles experimentales cristalográficos del monocristal 
{[Cu4(HV)2(picolinato)2(NO3)3(H2O)6](NO3)}n (7) 

  
Compound 7 
Empirical formula  C28 H34 Cu4 N18 O24 
Formula weight 1260.89 
Temperature (K) 293(2)  
Wavelength (Å) 0.71073 
Crystal system, space group Triclinic,  P -1 
Unit cell dimensions      a(Å) 7.5337(8) 
                                       b(Å) 9.7740(9) 
                                       c(Å) 16.4377(17) 
                                       %(°) 89.711(5) 
                                       &(°) 80.796(5) 
                                       '(°) 68.029(5) 
Volume (Å3)  1106.04(19) 
Z, Calculated density (mg m-3) 1,  1.893 
Absorption coefficient (mm-1)  2.007 
F(000) 636 
Crystal size (mm) 0.32 x 0.13 x 0.07 
( range for data collection (deg) 1.43 to 27.52 
Limiting indices -9<=h<=9 

-12<=k<=12 
0<=l<=20 

Reflections collected/unique 26752 / 4334 
Refinement method Full-matrix least-squares on F2 
Data / restraints / parameters 4334 / 0 / 331 
Goodness-of-fit on F2 1.066 
Final R indices [I>2)(I)] (R1 , "R2) 0.0679, 0.1784 
R indices (all data) (R1 , "R2) 0.0844, 0.1921 
Largest diff. peak and hole (e.A-3)  2.851 and -3.172 
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Detalles experimentales cristalográficos del monocristal 
[Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14](ClO4)2!10H2O (8) 

  
Compound 8 
Empirical formula  C28 H66 Cl8 Cu6 N14 O60 
Formula weight 2223.79 
Temperature (K) 298(2)  
Wavelength (Å) 0.71073 
Crystal system, space group Triclinic,  P -1 
Unit cell dimensions      a(Å) 10.7330(3) 
                                       b(Å) 13.2580(3) 
                                       c(Å) 15.4740(5) 
                                       %(°) 67.589(2) 
                                       &(°) 76.747(2) 
                                       '(°) 71.487(2) 
Volume (Å3)  1915.52(9) 
Z, Calculated density (mg m-3) 1,  1.928 
Absorption coefficient (mm-1)  2.041 
F(000) 1122 
Crystal size (mm) 0.15 x 0.11 x 0.07 
( range for data collection (deg) 1.43 to 27.52 
Limiting indices -13<=h<=13 

-14<=k<=17 
-17<=l<=20 

Reflections collected/unique 13807 / 8744 
Refinement method Full-matrix least-squares on F2 
Data / restraints / parameters 8744/0/456 
Goodness-of-fit on F2 1.144 
Final R indices [I>2)(I)] (R1 , "R2) 0.0940, 0.2984 
R indices (all data) (R1 , "R2) 0.1333, 0.3329 
Largest diff. peak and hole (e.A-3)  3.026 and -1.887 
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Toma de datos. Resolución y refinamiento de las 
estructuras 

[Cu(H2P)2(ClO4)2] (1) and [Cu(H2diQ)(ClO4)]2 · 2CH3OH (2) 

A blue prism crystals of [Cu(H2P)2(ClO4)2] (1) / a blue prism crystals of 
[Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) was mounted on a glass fiber and used for data 
collection. Crystal data were collected at 293 K (1) / 150(5) K (2), using a Nonius 
Kappa-CCD diffractometer. Graphite monochromated MoK(%) radiation (* = 0.71073 
Å) was used throughout. Data collection strategy was calculated with the program 
Collect [I]. Data reduction and cell refinement were performed with the programs 
HKL Denzo and Scalepack [II]. The crystal structure was solved by direct Methods, 
using the program SIR-97 [III]. Anisotropic least-squares refinement was carried out 
with SHELXL-97 [IV]. All non hydrogen atoms were anisotropically refined. Some 
Hydrogen atoms were located in a difference Fourier map and the remaining ones 
located geometrically. The crystallographic atomic scattering factors from 
"International Tables for Crystallography" [V]. Geometrical calculations were made 
with PARST [VI]. Molecular graphics from PLATON [VII]. 

 [Cu(H2diO)(NO3)]2 · 2 DMSO (3) 

A blue prism of [Cu(H2diO)(NO3)]2#2DMSO was mounted on a fine-focus sealed 
tube and used for data collection. Crystal data were collected at 103(2) K, using a 
Oxford Diffraction KM4/Xcalibur device. Graphite monochromated MoK(%) radiation 
(* = 0.71073 Å) was used throughout. The structure was solved by direct methods 
using the program SHELXS-97 [VIII] and refined by full-matrix least-squares 
techniques againts F2 using SHELXL-97 [IV]. Positional and anisotropic atomic 
displacement parameters were refined for all non-hydrogen atoms. One of the 
naphthalene groups was disordered over (50% each). Hydrogen atoms bonded to 
carbon were placed geometrically and the O-H and N-H hydrogen atoms were 
initially positioned at sited determined from difference maps, but the positional 
parameters of all H atoms were included as fixed contributions. Atomic scattering 
factors from "International Tables for Crystallography" [V]. Molecular graphics from 
CRYSTALMAKER [IX]. 

[Cu(N)4(NO3)2]!4CH3OH (4) 

A blue prismatic crystal of [Cu(N)4(NO3)2]#4MeOH was mounted on a glass fiber 
and used for data collection. Crystal data were collected at 100.0(1) K, using a Bruker 
X8 KappaAPEXII diffractometer. Graphite monochromated MoK(%) radiation (* = 
0.71073 Å) was used throughout. The data were processed with APEX2 [X] and 
corrected for absorption using SADABS (transmissions factors: 1.000 - 0.846) [XI]. The 
structure was solved by direct methods using the program SHELXS-97 [VIII] and 
refined by full-matrix least-squares techniques againts F2 using SHELXL-97 [IV]. 
Positional and anisotropic atomic displacement parameters were refined for all 
nonhydrogen atoms. NO3 appeared to occur in two positions related by a pseudo-
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mirror plane. From the refined multiplicities of the F and F* atoms the occupancy 
factors for the two orientations were fixed at 0.5. The structure was refined as a 
racemic twin with components 0.48, 0.52(9) [XII]. Hydrogen atoms were located in 
difference maps and included as fixed contributions riding on attached atoms with 
isotropic thermal parameters 1.2 times those of their carrier atoms. Criteria of a 
satisfactory complete analysis were the ratios of "rms" shift to standard deviation less 
than 0.001 and no significant features in final difference maps. Atomic scattering 
factors from "International Tables for Crystallography" [V]. Molecular graphics from 
PLATON [VII] and SCHAKAL [XIII].  

[Cu(M)(!-acetato)2]2·2(M) (5) 

A blue plate crystal of [Cu(M)(µ-acetato)2]2·2(nsdatrz) was mounted on a glass 
fiber and used for data collection. Crystal data were collected at 100.0(1) K, using a 
Bruker X8 KappaAPEXII diffractometer. Graphite monochromated MoK(%) radiation 
(* = 0.71073 Å) was used throughout. The data were processed with APEX2 [X] and 
corrected for absorption using SADABS (transmissions factors: 1.000 - 0.758) [XI]. The 
structure was solved by direct methods using the program SHELXS-97 [VIII] and 
refined by full-matrix least-squares techniques againts F2 using SHELXL-97 [IV]. 
Positional and anisotropic atomic displacement parameters were refined for all 
nonhydrogen atoms. Hydrogen atoms bonded to carbon were placed geometrically 
and the N-H hydrogen atoms were initially positioned at sited determined from 
difference maps, but the positional parameters of all H atoms were included as fixed 
contributions riding on attached atoms with isotropic thermal parameters 1.2 times 
those of their carrier atoms. The Flack "x" parameter (absolute structure parameter) 
was calculated to be 0.04(1) for the present structure and 0.96(1) for the inverted 
structure, thus providing strong evidence that the absolute structure has been 
assigned correctly. Criteria of a satisfactory complete analysis were the ratios of "rms" 
shift to standard deviation less than 0.001 and no significant features in final difference 
maps. Atomic scattering factors from "International Tables for Crystallography" [V]. 
Molecular graphics from PLATON [VII] and SCHAKAL [XIII]. 

[Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2!2H2O (6) 

A blue plate crystal of [Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2#2H2O was mounted on a 
glass fiber and used for data collection. Crystal data were collected at 100.0(1) K, using 
a Bruker X8 KappaAPEXII diffractometer. Graphite monochromated MoK(%) radiation 
(* = 0.71073 Å) was used throughout. The data were processed with APEX2 [X] and 
corrected for absorption using SADABS (transmissions factors: 1.000 - 0.595) [XI]. The 
structure was solved by direct methods using the program SHELXS-97 [VIII] and 
refined by full-matrix least-squares techniques againts F2 using SHELXL-97 [IV]. 
Positional and anisotropic atomic displacement parameters were refined for all 
nonhydrogen atoms. The geometry of the ClO4 ligand is imposed by a pseudo-mirror 
plane that contains the Cl1-O13 bond with 0.5 occupancy for each atom. The ClO4 
anion appeared to occur in two positions related by a pseudo-mirror plane. From the 
refined multiplicities of the O and O* atoms the occupancy factors for the two 
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orientations are found to be 0.50 each. Hydrogen atoms bonded to carbon were placed 
geometrically and the O-H and N-H hydrogen atoms were initially positioned at sited 
determined from difference maps, but the positional parameters of all H atoms were 
included as fixed contributions riding on attached atoms with isotropic thermal 
parameters 1.2 times those of their carrier atoms. The contribution of the density of the 
disordered solvent molecules was subtracted from the measured structure factors with 
use of the SQUEEZE option. Subsequent refinement then converged with R factors 
and parameter errors significantly better than for all attempts to model the solvent 
disorder. Criteria of a satisfactory complete analysis were the ratios of "rms" shift to 
standard deviation less than 0.001 and no significant features in final difference maps. 
atomic scattering factors from "International Tables for Crystallography" [V]. 
Molecular graphics from PLATON [VII] and SCHAKAL [XIII]. 

{[Cu4(HV)2(picolinato)2(NO3)3(H2O)6] (NO3)}n (7) 

A green plate crystal of {[Cu4(HV)2(picolinato)2(NO3)3(H2O)6] (NO3)}n was 
mounted on a glass fiber and used for data collection. Crystal data were collected at 
100(2) K, using a Bruker X8 KappaAPEXII diffractometer. Graphite monochromated 
MoK(alpha) radiation (* = 0.71073 Å) was used throughout. The data were processed 
with APEX2 [X] and corrected for absorption using SADABS (transmissions factors: 
1.000 - 0.796) [XI]. The structure was solved by direct methods using the program 
SHELXS-97 [VIII] and refined by full-matrix least-squares techniques againts F^2 
using SHELXL-97 [IV]. A disordered nitrate ion with the central N(2) atom located on 
a center of symmetry was assumed to occupy two alternative orientations inclined at 
an angle of 60(2)$, hence oxygen and N atoms given occupancy of 0.5. Atoms of the 
disordered nitrate anion N(3) were refined with anisotropic displacement parameters 
and an occupancy of 0.5 for all the atoms. Positional and anisotropic atomic 
displacement parameters were refined for all nonhydrogen atoms. Final refinement 
(SHELXL-2013) included the displacement-coefficient restrains ISOR of 0.005 for N3 
and O31 to prevent these atoms becoming 'non-positive definite'. Hydrogen atoms 
were located in difference maps and included as fixed contributions riding on 
attached atoms with isotropic thermal parameters 1.2 times those of their carrier 
atoms. The large discrepancy between the R and wR values is due to the high thermal 
vibration present in nitrate groups. The low accuracy of the structure refinement 
derives from the weak diffracting power of the crystals. Nevertheless, the final results 
can be considered satisfactory from the chemical point of view. Criteria of a 
satisfactory complete analysis were the ratios of "rms" shift to standard deviation less 
than 0.001. The lowest and highest  peaks in the final difference Fourrier map are 
located close to the O(31) and Cu(2) atoms at distances of 0.69 and 1.04 Å, respectively. 
Atomic scattering factors from "International Tables for Crystallography" [V]. 
Molecular graphics from PLATON [VII] and DIAMOND [XIV].  
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[Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14](ClO4)2!10H2O (8) 

A sea-blue prismatic crystal of [Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14](ClO4)2#10H2O was 
mounted on a glass fiber and used for data collection. Crystal data were collected at 
298(2) K, using a Bruker SMART CCD 1000 diffractometer. Graphite monochromated 
MoK(alpha) radiation (* = 0.71073 Å) was used throughout. The data were processed 
with SAINT [XV] and corrected for absorption using SADABS (transmissions factors: 
1.000 - 0.7494) [XI]. The structure was solved by direct methods using the program 
SHELXS-97 [VIII] and refined by full-matrix least-squares techniques againts F^2 
using SHELXL-97 [IV]. Positional and anisotropic atomic displacement parameters 
were refined for nonhydrogen atoms. Atoms in the ClO4- ions and crystallization 
water molecules which showed very high thermal motion refined isotropically. 
Hydrogen atoms were placed geometrically and positional paremeters were refined 
using a riding model. The H atoms of water molecules were not located. Criteria of a 
satisfactory complete analysis were the ratios of "rms" shift to standard deviation less 
than 0.001 and no significant features in final difference maps. Atomic scattering 
factors from "International Tables for Crystallography" [V]. Molecular graphics from 
PLATON [VII] and DIAMOND [XIV].  
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     Como se abordó en la INTRODUCCIÓN, las metalonucleasas 
sintéticas son capaces de degradar el ADN mediante dos 
mecanismos: hidrolítico y oxidativo. Las nucleasas hidrolíticas 
promueven la hidrólisis del enlace fosfato per se (en el capítulo IV 
se profundizará más sobre este modo de acción), mientras que la 
mayoría de las nucleasas oxidativas necesitan la adición de un 
agente químico externo (generalmente un agente reductor) que 
active el compuesto e inicie el proceso de corte (Capítulo II). 

En los últimos años se han venido buscando mecanismos de 
activación diferentes que suplan las limitaciones presentadas por 
estos agentes químicos, entre ellas, la activación no selectiva del 
compuesto o la formación no controlada de especies radicalarias. 
Recientemente, Chakravarty y col. han mostrado también que una 
selección adecuada de ligandos permite obtener complejos 
metálicos capaces de producir el corte oxidativo del ADN sin el 
concurso de agentes reductores en presencia de luz.1–3 

En este contexto de búsqueda de nuevas formas de mejorar la 
eficiencia de las metalonucleasas oxidativas, el presente Capítulo 
explora el uso de nanopartículas inorgánicas como agentes 
coadyuvantes alternativos. Fruto de los resultados es una nueva 
línea de investigación que aborda el efecto de combinar nucleasas 
de Cu(II) y nanocristales semiconductores (QDs) para el corte del 
ADN. 

En este Capítulo se introducen en primer lugar conceptos 
básicos sobre nanopartículas y nanocristales semiconductores o 
quantum dots. A continuación se recogen los primeros resultados 
obtenidos al combinar la nucleasa prototipo de Cu(II), la especie 
[Cu(phen)2]2+, con QDs. En el último apartado se expande el 
estudio a dos nuevos complejos ternarios de Cu(II) con un ligando 
triazol en su estructura. 
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review articles. And finally, even for the topics presented
below, there is such a large number of original papers that it is
necessary to restrict ourselves to fundamental aspects and
current highlights.

2. What Are “Nanoparticles”?

This introductory section serves to introduce the reader to
the topic and is intended to make it accessible even to the
nonspecialist. First, we will classify the concept “nano” and
present some milestones of the historical development,
important synthesis concepts, and the special properties of
nanoparticles.

2.1. General Classification

The term “nano” is derived from the Greek word for
“dwarf”, “nanos”. This etymology, and its placement on the
metric scale (1 nm= 10!9 m), make it clear that tiny dimen-
sions not visible to the naked eye, beyond the normal limits of
our observation, are involved. Approaching it from familiar
terrain may make the “nanoworld” more easily accessible
(Figure 1). The diameters of hairs, cells (such as red blood

cells), bacteria (such as Escherichia coli), viruses (such as the
HI virus), or molecules (such as hemoglobin or the buckmin-
sterfullerene C60) can serve as path marks here. On this length
scale, bodies with lateral dimensions less than 100 nm are

typically termed nanoparticles. This classification is somewhat
arbitrary, but it is largely established in the scientific literature
and also covers well the range in which specific properties of
materials become size-dependent and differ from those of
three-dimensional infinite solids.

Characteristic of nanoparticles, besides their small size, is
their vast surface area. A simple thought experiment will
serve to illustrate this concept (Figure 2). Take a cube with

edges 1 cm in length—roughly the size of a sugar cube—at
divide it step by step into cubes with edges 1 nm in length.
While the sum of the volumes remains the same, the number
of individual cubes and their total surface area increases
dramatically. The surface area of the 1021 “nanocubes”, at
6000 m2, amounts to roughly the area of a football field (ca.
7000 m2)—created from a single sugar cube! Compared to an
infinite three-dimensional solid (aptly expressed by the term
“bulk”), with nanoparticles we may expect that their phys-
icochemical properties are strongly influenced, if not indeed
dominated, by the surface. Unsaturated bonding sites and
unoccupied coordination sites will play a major role, com-
pared to a highly ordered crystalline solid.

The increasing number of weakly bound surface atoms is
directly reflected in changes in the physicochemical proper-
ties. A prominent example of this phenomenon is the
lowering of the melting point as the number of surface
atoms increases. This behavior was first observed experimen-
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Figure 1. Length scale for classifying nanoparticles.

Figure 2. Surface area of NPs: a simple model.

C. Feldmann and H. GoesmannReviews
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III.A INTRODUCCIÓN 

III.A.1 Las nanopartículas 

Las nanopartículas son, en general, partículas con una o más 
dimensiones comprendidas entre 1 y 100 nm. Esta clasificación, 
aún siendo arbitraria, está bien establecida en la comunidad 
científica debido a que cubre el rango en el que determinadas 
propiedades de los materiales se vuelven dependientes del 
tamaño. La figura III.1 muestra una serie de partículas en la 
nanoescala. 

 

 

 

 

 

 

Figura III.1. Intervalo de longitudes en el que se engloba la nanoescala.4 

Las propiedades que presentan las nanopartículas difieren 
frecuentemente de las que presentan sus sólidos macroscópicos. 
En una primera aproximación, estas diferencias se pueden agrupar 
en tres categorías: 

• Propiedades derivadas del tamaño de la partícula: son 
propiedades directamente relacionadas con sus reducidas 
dimensiones. Por ejemplo, pueden formar capas ópticamente 
transparentes,5,6 son suficientemente pequeñas para ser absorbidas 
por células vivas,7,8... 

• Propiedades derivadas de la superficie de la partícula: son 
propiedades que también presenta el material macroscópico, pero 
que sólo son determinantes en las nanopartículas debido a su 
mayor proporción superficie-volumen. Así, por ejemplo, en 
catálisis esta circunstancia hace que el número de centros 
catalíticamente activos en la superficie sea mayor que el de centros 
inactivos alojados en el interior, con lo que la actividad catalítica 
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del nanomaterial es superior a la del correspondiente sólido 
macroscópico.9,10 

• Propiedades derivadas del efecto cuántico de la partícula: el 
fenómeno por el cual la estructura electrónica de la nanopartícula 
(y con ella la brecha de energía HOMO – LUMO en un 
semiconductor) depende directamente de su tamaño se conoce 
como efecto cuántico. Es debido a la transición de molécula o átomo 
con niveles de energía definidos a sólido con bandas de energía. 
Ejemplos de estas propiedades son las característicos ópticas 
únicas de las nanopartículas de oro,11 o el color y la 
fotoluminiscencia de las nanopartículas semiconductoras.12 

En un principio las investigaciones se centraron en 
nanopartículas constituídas por un único material. Durante la 
década de 1990 se pasó a la síntesis de nanopartículas multicapas 
con la idea de mejorar las propiedades de dichos materiales, 
adoptándose así la terminología de corazón/coraza (core/shell en 
inglés).13–15 Las nanopartículas corazón/coraza están constituidas 
por un material interno (corazón) y por un material externo 
diferente (coraza). Estos materiales pueden ser de tipo: 
inorgánico/inorgánico, inorgánico/orgánico, orgánico/inorgánico 
y orgánico/orgánico. De entre todas estas clases, las 
nanoparticulas corazón/coraza de tipo inorgánico/inorgánico son 
las más estudiadas. 

La incorporación de una coraza aporta nuevas propiedades a la 
nanopartícula:  

• mayor estabilidad frente a la oxidación, 
• facilidad en el control de la liberación del material interno, 
• reducción del consumo de material interno, 
• posibilidad de modificar la superficie y/o incremento de 

su funcionalidad. 

En el presente Capítulo nos centraremos en nanopartículas 
corazón/coraza de tipo inorgánico/inorgánico y, más 
concretamente, en nanopartículas semiconductoras, también 
conocidas como puntos cuánticos (QD, por quantum dot en inglés). 
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III.A.2 Nanopartículas semiconductoras o puntos 
cuánticos (quantum dots = QDs) 

Los puntos cuánticos, QDs, son nanocristales semiconductores 
de elementos de los grupos IIB-VIA o IIIA-VA, con dimensiones 
generalmente en el rango 1 - 10 nm y, por tanto, suficientemente 
pequeños para exhibir efectos cuánticos.12,16 Son semiconductores 
cuyas propiedades electrónicas están directamente relacionadas 
con el tamaño y la forma del cristal individual; estas propiedades, 
a su vez, pueden ser controladas de forma precisa con las 
condiciones de la síntesis (duración, temperatura y reactivos).16,17 

Como se mencionó en el apartado anterior, uno de los efectos 
cuánticos es la absorción y emisión de luz dependientes del 
tamaño. Esta particularidad es una de las características de los 
QDs (figura III.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.2. Nanopartículas semiconductoras (QDs) de CdSe de diferentes 
tamaños (adaptado de 4,18):  

(a) disoluciones (tolueno) en presencia de luz visible (color); (b) diagrama de las 
brechas de energía (Eg) entre las bandas de conducción y valencia; (c) emisión de 
luz de las disoluciones (tolueno) tras excitación con luz ultravioleta 
(fotoluminiscencia); (d) tamaño de las nanopartículas. 
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III.A.2.1 El efecto cuántico 

Los electrones se encuentran en orbitales moleculares 
discretos en el caso de moléculas individuales, y en bandas 
deslocalizadas en el caso de los sólidos. ¿Hasta qué punto una 
molécula es lo suficientemente grande para que comience a 
comportarse como si tuviera bandas deslocalizadas en lugar de 
orbitales moleculares localizados? En el caso de los 
semiconductores, tanto la teoría como la experimentación nos 
indican que la respuesta es de aproximadamente 1 a 10 nm. La 
brecha entre las bandas (energy gap) del semiconductor cambia 
sustancialmente con el tamaño en el intervalo de 1 a 10 nm. 
Como resultado, el color y la fotoluminiscencia de la 
nanopartícula semiconductora dependen del tamaño de la 
nanopartícula semiconductora (figura III.3). Este 
comportamiento sorprendente es lo que se conoce como efecto 
cuántico.12 Y las partículas semiconductores con diámetros en 
este intervalo de diámetros se conocen como puntos cuánticos o 
quantum dots. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura III.3. Esquema de la densidad de estados en una molécula, un cluster, un 
quantum dot y un semiconductor macroscópico. La brecha de energía entre las 
bandas de valencia y conducción (Eg) para un semiconductor es, en general, menor 
de 4 eV (mayor que la de los conductores y menor que la de los aislantes).19 

La consecuencia más importante del efecto cuántico es 
precisamente que la brecha de energía, Eg, depende del tamaño de 
la partícula.20–22 Este hecho permite que el espacio entre las bandas 
y, por tanto, las propiedades electrónicas dependientes de la 
misma, puedan ser ajustados modificando el tamaño de los 
nanocristales. 
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Uno de los efectos más espectaculares es la variación del color: 
conforme la partícula se hace más pequeña el espacio de banda se 
hace más grande y, como resultado, el color de la disolución del 
QD (absorción de luz visible) cambia (figuras III.2a, III.3 y III.4a). 

Algunos semiconductores pueden emitir luz cuando se 
iluminan mediante fotones de mayor energía que el espacio de 
banda. Este proceso se conoce como fotoluminiscencia: un electrón 
de la banda de valencia absorbe un fotón y es promovido a la 
banda de conducción, dejando un hueco en la banda valencia; si el 
electrón excitado cae después de nuevo en el hueco, puede emitir 
un fotón con una energía igual a Eg. En el caso de los puntos 
cuánticos, el espacio de banda puede ajustarse mediante el tamaño 
de los cristales y, de este modo, es posible obtener todos los colores 
del arco iris a partir de un material único (figura III.2c, III.3 y 
III.4b).  

La figura III.4 muestra cómo las longitudes de onda de 
absorción y fluorescencia son moduladas por el tamaño de la 
nanopartícula. Esto fenómeno tiene gran aplicación en 
imaginología médica. 

 

 

 

 
 

 
 
 
 

(a)      (b) 

Figura III.4. Esquema de las diferentes longitudes de absorción (a) y emisión (b) 
que se pueden conseguir con una nanopartícula de CdSe de diferentes tamaños. 
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III.A.2.2 Tipos de quantum dots 

Los semiconductores corazón/coraza se clasifican en función 
de los Eg, o brechas de energía entre sus bandas de valencia y 
conducción, en tres grupos (figura III.5): 

• Tipo I: Nanopartículas con una energía Eg del material de 
la corteza mayor que la del material del corazón. Ejemplos de este 
tipo son los formados por: CdSe/CdS, CdSe/ZnS y/o 
CdTe/CdS.23–26 

 
• Tipo I reverso: Este grupo es lo contrario al tipo I. La Eg del 

material de la coraza es menor que la del material del corazón. 
Ejemplos: CdS/CdSe y ZnS/CdSe.27,28 

 
• Tipo II: Este grupo está formado por nanopartículas que 

tienen las bandas de valencia y de conducción del corazón y la 
coraza escalonadas entre sí. Ejemplos: CdTe/CdSe, ZnTe/CdS, 
PbSe/CdSe, y CdS/ZnSe.29–32 

 
 
 
 

 

 

 

 (a)  (b) 

Figura III.5. Esquema de composición de un material 
semiconductor/semiconductor de tipo I (a) y tipo II (b) (sem1= material corazón, 
sem2= material coraza). 

Unos grupos y otros se diferencian en la estabilidad de la 
nanopartícula y en las propiedades ópticas. 
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III.A.2.3 Síntesis y biofuncionalización 

Desde que Efros y Ekimov33 obtuvieran por primera vez, en 
1982, nanocristales y microcristales con precursores 
semiconductores, numerosos grupos de investigación han 
desarrollado una amplia variedad de métodos sintéticos para la 
preparación de QDs en diferentes medios. Sin embargo, no fue 
hasta 1993 cuando Bawendi y col. realizaron el gran avance en la 
síntesis de QDs al introduccir un método sintético capaz de 
obtener nanopartículas semiconductoras muy cristalinas y con una 
distribución de tamaño entre 5-10%.34 

De forma intuitiva, el proceso de síntesis de los QDs puede 
explicarse como sigue. Si se quiere formar CdS, se puede mezclar 
Cd(NO3)2 y Na2S en agua, pero precipitarán cristales grandes de 
CdS. Sin embargo, si se agrega primero al agua un polímero con 
carga negativa (como un polifosfato) el Cd2+ se asociará con el 
polímero como lo harían pequeñas “bolas de carne” en el polímero 
“espagueti”. En este caso, cuando se añade el S2- las partículas de 
CdS crecen, pero se evita que se formen cristales grandes. Las 
condiciones de reacción tienen que ser adecuadas para producir 
nanocristales con forma y tamaño uniformes. 

Concretamente, la síntesis de los QDs utilizados en este trabajo 
(corazón/coraza: CdSe/ZnS) consta de tres etapas (figura III.6):  

(i) En primer lugar se añade un polímero con carga negativa 
(TOPO u óxido de trioctilfosfina) a una disolución de Cd2+. De esta 
forma se obtiene un intermedio metal-polímero con los iones Cd2+ 
asociados al polímero de TOPO. 

(ii) En la segunda etapa se añade un precursor de Se2- (TOP-Se) 
mediante “inyección directa en caliente”. Se obtienen así las 
nanopartícula corazón deseadas. 

(iii) La misma estrategia, pero combinada con otros precursores 
organometálicos, permite recubrir el corazón inicial con una capa 
de un material semiconductor distinto que constituirá la coraza. 
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Figura III.6. Esquema de síntesis de nanopartículas corazón/coraza mediante el 
método de “inyección-caliente” desarrollado por Bawendi y col.34 

Como resultado, las nanopartículas están cubiertas por una 
monocapa de ligandos orgánicos (TOP/TOPO) y son solubles en 
disolventes apolares (figura III.6). 

Para aplicaciones biológicas se necesita convertir estos QDs, 
hidrofóbicos, en QDs hidrofílicos. La biocompatibilidad se puede 
conseguir mediante una de estas tres vías (figura III.7):35–37 

(i) Intercambio de ligando: Alivisatos y col. fueron el primer 
grupo en usar esta estrategia38–41 en la que los ligandos iniciales 
(TOP/TOPO) se sustituyen por ligandos bifuncionales. Estos 
últimos presentan, en un extremo, un grupo coordinante capaz de 
unirse a la superficie inorgánica del QD y, en el otro extremo, un 
grupo hidrofílico que permite solubilizar la nanopartícula en agua. 

(ii) Formación de una corteza inorgánica: Este procedimiento 
implica la formación de una corteza con un polímero de sílice 
funcionalizado con grupos polares. De esta forma se aisla el QD 
hidrofóbico y los grupos polares del exterior solubilizan la 
nanopartícula.42,43 

(iii) Encapsulación en una micela orgánica: Este enfoque 
consiste en la adición de moléculas anfifílicas a la nanopartícula. 
La parte hidrofóbica de las mismas interacciona con las moléculas 
de TOP/TOPO de los QDs, y la parte polar se orienta hacia el 
exterior. De este modo se forma una micela que solubiliza al QD. 
Los ligandos originales permanecen retenidos en la superficie 
interna del QD y, por tanto, las nanopartículas mantienen las 
propiedades ópticas previas al proceso de solubilización.44,45 
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Figura III.7. Estrategias para solubilizar en agua las nanopartículas hidrófobas 
(adaptado de 46). 

Como resultado del proceso de solubilización, la nanopartícula 
puede presentar un gran número de grupos funcionales en su 
exterior. Estos nuevos puntos de anclaje permiten su posterior 
conjugación con biomoléculas de interés (oligonucleótidos, péptidos, 
anticuerpos, complejos metálicos,…).  

III.A.2.4 Aplicaciones 

Una de las interfases más excitantes de la nanotecnología es el 
uso de quantum dots en Biología y Medicina. Los QDs son muy 
brillantes, muy estables, y lo suficientemente pequeños para ser 
incorporados por las células, incluso después de ser recubiertos 
con una capa biocompatible. 

De forma detallada, las propiedades de los QDs que les 
confieren interés bioinorgánico son:36 
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(i) rendimientos cuánticos altos (los QDs de CdSe/ZnS 
presentan valores de 0,65 - 0,85 en el espectro visible); 

(ii) coeficientes de extinción molar muy altos 
(aproximadadmente entre 10 y 100 veces mayores que los de las 
moléculas orgánicas); 

(iii) absorciones amplias (por debajo de la primera banda de 
excitación presentan un continuo de absorción, ver figura III.4a); 

(iv) espectros de emisión definidos (ver figura III.4b); y 
(v) estabilidad frente a la degradación fotoquímica. 

Estas propiedades ópticas los hacen idóneos para aplicaciones 
biológicas (tanto in vivo como in vitro) en las que los fluoróforos 
tradicionales, basados en moléculas orgánicas, presentan claras 
deficiencias. Pero, sin duda, las dos propiedades que los hacen 
mejor que sus rivales orgánicos son:  

(a) la capacidad de modificar la fotoluminiscencia en función 
del tamaño de la nanopartícula; y 

(b) su amplio espectro de excitación, característica que permite, 
por ejemplo, la excitación de una mezcla de diversos QDs con una 
única longitud de onda. 

Además, la posibilidad de obtener QDs solubles en agua y 
unidos a biomoléculas específicas los convierte en candidatos para 
uso en marcaje celular, imagen de tejidos, biosensores y terapia 
fotodinámica.21,47–54 

El mayor inconveniente del uso intensivo de QDs en Medicina 
está relacionado con su posible citotoxicidad.55–61 Ciertos autores 
consideran que las nanopartículas pueden ser tóxicas. Como 
mecanismos de la toxicidad se postulan la posible liberación de 
iones Cd(II) tras oxidación o iluminación, la toxicidad intrínseca de 
los ligandos que recubren la superficie, y/o la formación de 
radicales libres tras la interacción de los QDs con los componentes 
intracelulares. Sin embargo, la pregunta: ¿son los QDs tóxicos? 
quizá debería ser reemplazada por: ¿a qué dosis los QDs de CdSe 
con un tamaño de 5 nm que están estabilizados con ácido 
mercaptoacético y conjugados con un anticuerpo de Herceptina 
son tóxicos en células HeLa?62 
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En los últimos años, como alternativa a los QDs típicos, de Cd, 
se están estudiando materiales semiconductores de elementos de 
los grupos III-A y V-A tales como InP, InGaP o CuInS2. Pese a que 
estos materiales presentan mayores dificultades de síntesis, y a que 
sus propiedades fotoluminiscentes no son aún comparables a las 
de materiales tipo CdSe, casi con seguridad estos nuevos sistemas 
reemplazarán a los QDs de Cd en el futuro. 
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III.B SINERGIA ENTRE QUANTUM DOTS 
(QD) Y EL COBRE(II)-1,10-FENANTROLINA 
EN RELACIÓN A LA ROTURA DEL ADN* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.B.1 Antecedentes y objetivos 

Pese a que el uso de nanomateriales ofrece nuevas 
oportunidades para la manipulación de los ácidos nucleicos, hay 
pocos estudios en la bibliografía sobre la capacidad de los QDs 
para degradar el ADN.63 Por otra parte, el estudio del efecto que 
los nanomateriales ejercen sobre el ADN tiene interés para evaluar 
su potencial toxicidad (tanto deseada como no deseada). Se ha 
descrito algún caso de ruptura del ADN por nanopartículas pero 
siempre producida tras irradiación con luz ultravioleta.64–68 Un 
trabajo reciente ha mostrado que determinados nanocristales 

                                                 
*Los resultados que se presentan a continuación han sido objeto de la 
siguiente publicación: Hernández-Gil, J.; Ferrer Llusar, S.; Maldonado, C. R.; 
Mareque-Rivas, J. C. Chem. Commun. 2011, 47, 2955–2957. 
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In fact, some studies have proposed that there is analogy
between binding of QDs and proteins to DNA.16

We next investigated the activity of the Cu(II) complex. In
the absence of light, oxygen and reducing agents the complex
caused some DNA cleaving, and the band due to nicked
circular (NC) DNA (form II) becomes more intense on
increasing the concentration of complex (Fig. 2(a)). However,
the nucleolytic activity of the copper(II) complex was always
low. When QD and copper(II) complex were co-incubated with
the pUC18 DNA, the DNA cleaving activity was dramatically
enhanced (Fig. 2). For example, under identical conditions
5 mM of the Cu(II) complex in the presence of QD (100 nM)
displays 85% cleavage of SC DNA compared to less than 50%
for 80 mM Cu(II) complex alone. Moreover, in the presence of
QD (75 nM) the copper complex (10 mM) was capable of
producing linear DNA (form III) within 4 h, whereas the
copper complex alone even after 24 h produced only cleavage
to form II (o30%) (Fig. 2(b)). Under the above conditions
similar results were obtained with QD micelles containing only
PEG(2000) PE (Fig. S3, ESIw) and with 1 : 1 DSPE-PEG(2000)

Amine : PEG(2000) PE (Fig. 2). Although the DNA cleavage
activity for different metallonucleases is difficult to compare
because the experimental conditions and DNA employed are
typically different in each case, this result clearly shows that
addition of QD can significantly increase DNA damage by
metallonucleases and/or vice versa. It is the first demonstration
of high DNA cleavage activity by QDs, and of synergy
between QD and metal complexes towards DNA cleavage.
Notably, the Cu(II) phenanthroline complex when working
in cooperation with QD is among the most active Cu(II)
complexes reported to date under these conditions (absence
of light, reducing agent and oxygen, and low temperature,
pH and complex concentration).4d,17 DNA cleavage was not
enhanced appreciably under aerobic conditions, and therefore
it is more likely to be hydrolytic than oxidative. We have
performed some initial religation studies with T4 ligase, and
like for other hydrolytic Cu(II) complexes,17c–d T4 ligase was
not able to religate the DNA cleaved by the Cu(II) complex
neither alone nor combined with QD. It has been suggested
that this is due to generation of cleavage products which lack
30-hydroxy and 50-phosphate ends suitable for religation, or in
which the Cu(II) complex remains bound after cleavage.17c–d

To investigate the extent to which visible light affects DNA
cleavage, we incubated a mixture of QD micelles and Cu(II)
complex with supercoiled pUC18 DNA in 0.1 M cacodylate
buffer (pH 6.0) under irradiation with light (>600 nm) in air.
The DNA cleaving activity of the Cu(II) complex under
aerobic conditions and irradiation was not higher than under
anaerobic and dark conditions (Fig. 2 and 3). In contrast,
DNA cleavage increased on irradiation when incubated with
QD (Fig. 2 and 3). Notably, when DNA was incubated with
QD and Cu(II) complex there was a more significant increase
in DNA cleavage on irradiation (Fig. 2 and 3). So it appears
that the QD also activates the light-induced nicking properties
of the Cu(II) complex. Recently, we discovered that QDs can
participate in photoinduced electron transfer (PET) reactions
with Cu(II) and Pt(IV) complexes for detection of cyanide18

and potential application in photodynamic therapy (PDT)19

via generation of Cu(I) and Pt(II) complexes, respectively.
Thus, a possible reason for this increase in DNA cleavage
upon irradiation is that the QD facilitates generation of
[Cu(phen)]+. This should be possible considering that the
Cu(II) phenanthroline complex has a CuII/I redox couple
(0.14 V vs. NHE)20 well above the potential for the excited
CdSe QDs (ECB E !1.0 V vs. NHE).21 Consistent with this
suggestion is that DNA cleavage was significantly suppressed
in the presence of the Cu(I) chelator neocuproine. Initial
attempts to determine the nature of the active species were
pursued by investigating DNA cleavage in the presence
of a range of radical scavengers. However, the results were
inconclusive because of the high activity found even under
anaerobic conditions and absence of light, and because these
inhibitors affect the QD–DNA interaction. Further experi-
ments will be required to determine the exact identity of the
intermediates leading to DNA cleavage.
In summary, we have found strong synergy between QDs

and the Cu(II) complex of 1,10-phenanthroline towards
effecting DNA cleavage in the dark and when irradiated with
red light. Similar combinations should afford new materials

Fig. 2 Representative plasmid cleavage assays of supercoiled pUC18

DNA at 20 1C in 0.1 M cacodylate buffer (pH 6) under dark

conditions. (a) In the presence of A (100 nM QD), B (2–80 mM Cu(II)

complex), and A + B after an incubation period of 5 h. (b) In the

presence of A (75 nM QD), B (10 mMCu(II) complex), A + B after an

incubation period of 0–24 h. C1 corresponds to DNA control and C2

to DNA+EcoRI. QD = QD-filled micelles containing a 1 : 1 mixture

of DSPE-PEG(2000) Amine and PEG(2000) PE.

Fig. 1 Components of the DNA cleaving agent.
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semiconductores comerciales pueden provocar cierto grado de 
corte del ADN incluso en la oscuridad;69 aunque este resultado es 
importante a la hora de señalar un posible mecanismo de 
toxicidad, los QDs en cuestión presentan una eficacia de corte del 
ADN muy baja. 

En el presente Capítulo se desea examinar el uso conjunto de 
QDs y complejos de cobre(II) para la degradación del ADN. En 
concreto, se pretende estudiar si la combinación de complejos de 
Cu(II) con QDs que no interaccionen con el ADN de forma 
competitiva puede producir la activación de los primeros frente a 
la  ruptura de la doble hebra. 

Con el fin de indagar sobre la viabilidad de esta dirección se 
han preparado QDs de tipo CdSe-ZnS (en realidad, micelas de 
QDs decoradas con grupos funcionales amino y metoxi), y se ha 
estudiado la actividad de la nucleasa oxidativa de referencia, la 
especie [Cu(phen)2]2+, en presencia de esos QDs70–74 (esquema 
III.1). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Esquema III.1. Componentes del sistema de corte del ADN aquí estudiado. QD = 
micelas de QD conteniendo una mezcla 1:1 de los fosfolípidos DSPE-PEG(2000) 
Amino y PEG(2000) PE. 
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III.B.2 Síntesis y caracterización de las nanopartículas 

III.B.2.1 Síntesis de las nanopartículas 

La obtención de nanopartículas de QD solubles en agua se 
realizó en dos etapas:44,75,76 

i) Síntesis de QDs de CdSe/ZnS hidrofóbicos. 

ii)  Posterior encapsulación de estos QDs en el corazón de una 
micela formada por fosfolípidos. 

A continuación se detallan ambas etapas: 

III.B.2.1.1 Síntesis de QD de CdSe-ZnS hidrofóbicos 

Los QDs de CdSe/ZnS se sintetizaron y purificaron siguiendo 
procedimientos descritos en la bibliografía, y basados en la síntesis 
original de Bawendi y col.:77–79 

Se introdujeron en un matraz de fondo redondo con tres bocas 
0,013 g (0,1 mmol) de CdO y 0,254 g (0,9 mmol) de ácido esteárico, 
y la mezcla se calentó a 225 ºC bajo agitación y en atmósfera inerte 
de N2. Una vez la mezcla estuvo completamente disuelta se dejó 
enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, se añadieron 3 g 
(7,8 mmol) de TOPO (óxido de tri-n-octilfosfina) y 1 g (4,1 mmol) 
de HDA (hexadecilamina) y la mezcla se calentó a 225 ºC bajo 
agitación vigorosa y en atmósfera inerte de N2. A esta temperatura 
se inyectó rápidamente 1 mL de una disolución de TPB-Se 
(seleniuro de tri-n-butilfosfina, 1M) en el matraz. Después de la 
inyección la temperatura se ajustó a aproximadamente 200 ºC para 
favorecer el crecimiento de los nanocristales. Tras alcanzar el 
tamaño deseado (determinado por espectroscopia UV/vis y 
fluorescencia) la temperatura se bajó a 100 ºC para detener el 
crecimiento. 

A continuación, la disolución se calentó a 210 ºC. Una vez 
alcanzada esta temperatura se inyectaron lentamente 0,5 mL de 
una disolución stock de ZnS en el matraz. La temperatura se fijó a 
100 ºC y la mezcla se agitó durante 2 horas. Después, se enfrió a 
temperatura ambiente.  
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Los nanocristales se dispersaron en cloroformo y se 
precipitaron mediante la adición de metanol. La suspensión se 
centrifugó y el sobrenadante fue eliminado. Este procedimiento se 
repitió 2 veces más. El precipitado resultante se secó bajo corriente 
de N2 a temperatura ambiente. El producto final es un sólido 
marrón (0,650 g). 

III.B.2.1.2 Síntesis de micelas de QD CdSe/ZnS  

Los QDs de CdSe/ZnS se solubilizaron mediante la formación 
de una micela orgánica, siguiendo el procedimiento descrito en la 
literatura (esquema III.2):44,75,76 

Se disolvieron 1,4 mg de CdSe/ZnS QDs hidrofóbicos en 150 µL 
de cloroformo([QD] = 6,7 µM). De forma paralela, se disolvieron 1 
mg (0,4 µmol) de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
[metoxi(polietilen glicol)-2000] y 1 mg (0,4 µmol) de 1,2-distearoil-
sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[amino(polietilen glicol)-2000] en 
150 µL de cloroformo. A continuación, se combinaron ambas 
disoluciones, de QD y fosfolípidos, en un matraz de fondo 
redondo de 5 mL. El matraz se dejó abierto a temperatura 
ambiente durante toda la noche para permitir la evaporación del 
disolvente. Al día siguiente, el matraz se acopló a un rotavapor y 
se dejó a vacío durante 1 h con el fin de eliminar las trazas de 
cloroformo. Posteriormente, el matraz se calentó en un baño de 
agua a 80 ºC durante 30 s, y se añadieron rápidamente 800 µL de 
agua desionizada. La adición de agua forma una suspensión que 
contiene QD hidrofóbicos y QD encapsulados en las micelas de 
fosfolípidos. 

La mezcla se filtró para eliminar los agregados insolubles de 
QD (tamaño del poro del filtro 0,45 µm), y posteriormente se 
centrifugó (92000 rpm durante 45 min). El sobrenadante se 
descartó (contiene fosfolípidos utilizados en exceso) y el 
precipitado se redisolvió en agua. Este procedimiento se repitió 2 
veces más. El producto final es una disolución acuosa de QDs. La 
concentración de la misma se calculó por UV-vis. 
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Esquema III.2. Esquema de la formación de micelas de QD (modificado de 47). 

III.B.2.2 Caracterización de las nanopartículas 

Las imágenes obtenidas mediante la técnica de microscopía 
electrónica de transmisión (TEM) se muestran en la figura III.8. El 
estudio muestra que los QD de CdSe/ZnS tienen un diámetro 
medio de 5,2 nm (4,0 nm de corazón, compuesto de CdSe, y 0,6 nm 
de grosor de coraza, compuesta de ZnS). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura III.8. Imagen de microscopía electrónica de transmisión (TEM) de los QD 
sintetizados para este apartado. 
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Las nanopartículas se caracterizaron también mediante 
espectroscopia UV-vis y de fluorescencia. Los espectros de 
absorción y emisión de las nanopartículas (figura III.9) indican que 
los QDs sintetizados tienen su primera banda de absorción a 620 
nm, y un pico de emisión de fluorescencia a 645 nm. 

 

Figura III.9. Espectros de absorción (línea negra) y emisión (línea roja) de los QDs 
sintetizados. 

III.B.2.3 Síntesis y caracterización del complejo [Cu(phen)2]2+ 

El compuesto [Cu(phen)2(Cl)2]!5H2O fue sintetizado a partir de 
un procedimiento descrito en la bibliografía,80 de la siguiente 
forma: 

A una disolución de 0,57 g (3,3 mmol) de CuCl2! 2H2O en 10 mL 
de metanol se le añadieron 1,20 g (6,7 mmol) de 1,10-fenantrolina 
disueltos en 10 mL de metanol, obteniéndose una suspensión de 
color verde. Tras 30 minutos de agitación, el precipitado se separó 
por filtración y posteriormente se redisolvió en 25 mL de una 
mezcla H2O:MeOH 1:1 a 60 ºC. La disolución verde-azulada 
resultante se dejó reposar a temperatura ambiente en un 
cristalizador, cubierta con Parafilm. Al cabo de una semana se 
formaron cristales prismáticos de color verde-azulado que se 
aislaron mediante filtración. Masa obtenida: 1,1 g, rendimiento: 55 
%. Análisis calculado para C24H26CuN4O5Cl2 (584,94 g/mol): C: 
49,28, N: 9,58, H: 4,48. Encontrado: C: 49,21, N: 9,50, H: 4,15. 
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III.B.3 Estudio de la interacción QD - ADN 

La interacción entre las nanopartículas solubles en agua y el 
ADN se estudió mediante tres técnicas: espectroscopia de 
fluorescencia, electroforesis en gel de agarosa y microscopía de 
fuerza atómica (AFM). A continuación se detallan los resultados 
obtenidos. 

III.B.3.1 Espectroscopia de fluorescencia 

Debido a que las nanopartículas son fluorescentes, se desarrolló 
un ensayo consistente en evaluar los cambios en el espectro de 
emisión de una disolución de micelas de QDs tras la adición de 
una serie de alícuotas de una disolución de CT-ADN. Los detalles 
experimentales se describen en la sección experimental de este 
Capítulo. 

En la figura III.10 se presenta el espectro de emisión del QD en 
presencia de concentraciones crecientes de ADN. Se incluye 
también el gráfico de Stern-Volmer, en el que se representa el 
cociento IF0/IF frente a la concentración de ADN, siendo IF0 e IF el 
máximo de intensidad de emisión en ausencia y en presencia de 
ADN, respectivamente. 

Como se observa en la figura III.10, el ADN disminuye la 
intensidad de emisión de fluorescencia de la disolución de las 
nanopartículas. Esta tendencia ya fue observada con anterioridad 
para nanopartículas de CdS.81 La disminución en la intensidad de 
emisión de fluorescencia indica la formación de un aducto entre el 
biopolímero y la nanopartícula. 

Con el fin de cuantificar el proceso se realizó la representación 
de Stern-Volmer del sistema. A bajas concentraciones de ADN la 
gráfica es lineal (R2 = 0,994),  con un valor de KSV de 1,2 x 107 M-1. 



   J. Hernández-Gil 
 

341 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III.10. Espectro de emisión del QD en ausencia (línea discontínua) y en 
presencia (líneas continuas) de CT-ADN. La flecha muestra el cambio en 
intensidad al aumentar la concentración de CT-ADN. Imagen interior: gráfica de 
Stern-Volmer. Condiciones: [QD] = 600 nM, [CT-ADN] = 0-110 nM; tampon 
cacodilato (0,1 M, pH = 6,0), !excitación = 400 nm, !emisión = 590–700 nm. 

Este valor, muy alto, es del orden de 103 superior a los valores 
descritos para compuestos metálicos o moléculas orgánicas con 
gran afinidad hacia el ADN (ver capítulo II). Por tanto, la 
interacción entre este tipo de micelas-QD y el ADN es muy fuerte.  

Como uno de los fosfolípidos utilizados para solubiliar los QDs 
posee un grupo amino terminal (esquema III.2) es previsible que se 
produzcan interacciones electrostáticas entre la superficie de la 
nanopartícula (cargada positivamente) y el esqueleto fosforilado 
del ADN (cargado negativamente). Estas interacciones no serían, 
por tanto,  específicas.82,83 
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Fig S1. QDs-pUC18 interaction: gel electrophoresis of supercoiled pUC18 DNA at 20 ˚C in 
0.1 M cacodylate buffer (pH 6.0) under dark conditions. Lane 1, Marker; Lane 2, control 
pUC18 DNA; Lanes 3-9, DNA + QDs (25, 50, 75, 100, 125, 187.5 and 250 nM); Lanes 10-16 
DNA + QDs (25, 50, 75, 100, 125, 187.5 and 250 nM) in 50 mM NaCl. 

 
 

 
 
Fig. S2. Recovery of DNA after QDs-pUC18 DNA interaction: gel electrophoresis of 
supercoiled pUC18 DNA at 20 ˚C in 0.1 M cacodylate buffer (pH 6.0) under dark conditions. 
Lane 1, Marker; Lane 2, lineal DNA control; Lane 3, pUC18 DNA control; Lane 4, pUC18 
DNA  + 200 nM QDs; lane 5, pUC18 DNA + 200 nM QDs after passing through the DNA 
purification kit. 
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Fig. S3. Representative plasmid cleavage assay of supercoiled pUC18 DNA with QD-filled 
micelles containing only PEG(2000)PE at 20 ˚C in 0.1 M cacodylate buffer (pH 6.0) under 
dark conditions. In the presence of A (100 nM QDs), B (2-80 µM) Cu(II) complex), and A + B 
after incubation period of 5 h. C1 corresponds to DNA control and C2 to DNA + EcoRI. 
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III.B.3.2 Electroforesis en gel de agarosa 

Mediante esta técnica se realizaron dos experiencias diferentes 
para evaluar la interacción QD-ADN. Los detalles experimentales 
se describen en la sección experimental de este Capítulo. 

El primer estudio consiste en incubar ADN de tipo pUC18 (a 
concentración constante de 37,5 µM) con micelas QD (en un rango 
de concentración de 0 a 750 nM). La muestra se carga después en el 
gel de agarosa y se procede a la separación de las distintas formas 
de ADN como en un ensayo normal de actividad nucleasa. 

Los resultados se muestran en la figura III.11. Para 
concentraciones mayores a 50 nM (carreras 5-9) la cantidad de 
ADN presente en la banda de SC ADN (Forma I) disminuye 
progresivamente, observándose la aparición de una estela. En el 
mismo estudio se incuban las muestras correspondientes a las 
carreras 3-9 pero en presencia de fuerza iónica (50 mM NaCl). La 
estela producida por los QD en estas condiciones se reduce 
(carreras 11-16). 

 

 

 

 

 

 

Figura III.11. Estudio de interacción QD-ADN mediante electroforesis en gel de 
agarosa de pUC18 ADN (37,5 µM) a temperatura ambiente en tampón cacodilato 
(0,1 M, pH = 6,0) y en oscuridad. Carrera 1: Marcador; carrera 2: ADN control; 
carrera 3-9: ADN + QD (25, 50, 75, 100, 125, 187,5, 250 nM); carrera 10: ADN 
control; carrera 11-16: ADN + QD (75, 150, 225, 300, 375, 562,5, 750 nM) en 
presencia de 50 mM NaCl. 

Con el fin de estudiar si la estela observada era consecuencia de 
la interacción electrostática entre la nanopartícula y el ADN o era 
debida a la degradación del plásmido, se realizó un segundo 
experimento. 

               C                                 ADN + QD                                                    ADN + QD + NaCl                      ! 
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Fig S1. QDs-pUC18 interaction: gel electrophoresis of supercoiled pUC18 DNA at 20 ˚C in 
0.1 M cacodylate buffer (pH 6.0) under dark conditions. Lane 1, Marker; Lane 2, control 
pUC18 DNA; Lanes 3-9, DNA + QDs (25, 50, 75, 100, 125, 187.5 and 250 nM); Lanes 10-16 
DNA + QDs (25, 50, 75, 100, 125, 187.5 and 250 nM) in 50 mM NaCl. 
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DNA  + 200 nM QDs; lane 5, pUC18 DNA + 200 nM QDs after passing through the DNA 
purification kit. 
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Se incuban dos muestras de ADN pUC18 (37,5 µM) con 600 nM 
QD cada una. La primera muestra se carga directamente en el gel 
de agarosa. La segunda se pasa por un kit de purificación de ADN 
antes de cargarse en el gel. Este kit posee una membrana de fibras 
de vidrio con una elevada afinidad hacia el polianión. De esta 
forma se consigue separar el ADN de otras partículas presentes en 
la mezcla. 

La figura III.12 muestra el resultado del experimento. El ADN 
purificado (carrera 5), presumiblemente desprovisto de QDs, 
presenta un patrón idéntico al ADN control (carrera 3). El ADN no 
purificado (carrera 4), con los QDs, muestra una estela similar a la 
observada en la figura III.11. La menor concentración de ADN en 
la carrera 5 (respecto a la carrera 3) se debe a las posibles pérdidas 
de ADN producidas en el proceso de purificación. 

 

 

 

 
 
 

Figura III.12. Ensayo de recuperación de ADN incubado previamente con QD. 
Electroforesis en gel de agarosa de pUC18 (37,5 µM) a temperatura ambiente en 
tampón cacodilato (0,1 M, pH = 6,0) y en oscuridad. Carrera 1: marcador; carrera 2: 
control de ADN lineal; carrera 3: control de pUC18 ADN; carrera 4: ADN + 600 
nM QD; carrera 5: ADN + 600 nM QD, después de pasar la muestra por un kit de 
purificación de ADN. 

De este experimento se concluye que la estela de ADN 
observada en presencia de QD en el primer ensayo (figura III.11) 
no es debida al corte de la doble hebra. La recuperación del ADN 
tras el ensayo de purificación indica que en estas condiciones los 
QDs no cortan el ADN de forma significativa.  

Los dos experimentos anteriores, el de fuerza iónica y el de 
purificación, sugieren que la estela se debe a un equilibrio dinámico 
entre el QD y las formas libre y unida del ADN (equilibrio 1). Por 
una parte, el ADN SC unido por fuerzas electrostácticas a la 
nanopartícula se queda retenido en el pocillo del gel de agarosa 
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debido al tamaño de la nanopartícula. Por otra, el ADN libre (no 
unido al QD) puede entrar en el gel sin dificultad, provocando que 
se desplace el equilibrio 1 hacia la izquierda y, por tanto, que más  
ADN SC libre entre en el gel. El equilibrio dinámico hace que el 
ADN SC entre en el gel gradualmente, lo que explicaría la 
aparición de una estela de ADN (un continuo) en vez de una banda 
discreta (todo el ADN entra a la vez). 

[ADN SC](-)   +   [QD](+)      "      [ADN SC] – [QD]  (eq. 1) 

Este tipo de interacción también se ha observado entre 
proteínas y ADN. De hecho, algunos autores han propuesto que 
existe cierta analogía entre la unión QD-ADN y proteínas-ADN 
81,83,84. 

III.B.3.3 Microscopía de fuerza atómica (AFM) 

Por último, con el fin de “visualizar” la interacción entre la 
nanopartícula diseñada y el ADN se utilizó la técnica de 
microscopía de fuerza atómica (AFM, del acrónimo en inglés). De 
nuevo, los detalles experimentales se describen en la sección 
experimental de este Capítulo. Las figuras III.13 y III.14 muestran 
el resultado de este ensayo. 

Las concentraciones del experimento son pUC18 ADN 6,25 µM 
y QD 5 nM. En la figura III.13 se presentan los controles de ADN 
(a) y QD (b). Ambos controles muestran las imágenes esperadas: 
en el control de la izquierda se observa la forma superenrollada 
del ADN pUC18 (forma I);  en el de la derecha se aprecia la forma 
esférica de las nanopartículas. 

La figura III.14 muestra la imagen obtenida cuando se incuban 
de forma conjunta QD y ADN pUC18. Se puede observar cómo 
prácticamente todos los QDs están interaccionando con el ADN. 
Hay zonas con nanopartículas unidas a una sola molécula de 
pUC18 ADN, y zonas con agregados formados por varios QD y 
varias moléculas de ADN. Este tipo de “superestructuras” 
formadas por QD y ADN se distinguen bien en la zona central. 
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 (a) (b) 

Figura III.13. Imágenes control de AFM para pUC18 ADN (a) y micelas de QD (b). 

La imagen corrobora la gran afinidad de la nanopartícula por la 
doble hélice, previamente puesta de manifiesto con las técnicas de 
fluorescencia y electroforesis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura III.14. Imagen de AFM para una muestra con pUC18 ADN + QD incubada 
a 37 ºC durante 2 h. 
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III.B.4 Estudio de la actividad nucleasa del sistema 
[Cu(phen)2]2+ - QD 

Una vez confirmada la interacción QD-ADN se pasó a estudiar 
la actividad nucleasa del sistema formado por complejo de 
cobre(II) más QD mediante electroforesis en gel de agarosa. Esta 
técnica se ha utilizado en nuestros ensayos para observar la 
digestión del ADN por el sistema [Cu(phen)2]2+ - QD, tal y como se 
describe en la sección experimental de este Capítulo. 

Las figuras III.15-III.18 muestran el resultado de las 
separaciones electroforéticas del corte del plásmido pUC18 
inducido por el sistema [Cu(phen)2]2+ - QD. 

Se realizaron dos tipos de ensayos: (i) en ausencia de luz (i.e., en 
la oscuridad), y (ii) con fotoactivación. Para mayor claridad, las 
carreras de las electroforesis que se van a mostrar se han marcado 
así: (A) con QD, (B) con [Cu(phen)2]2+, y (A+B) con QD y 
[Cu(phen)2]2+. 

III.B.4.1 Actividad nucleasa en ausencia de luz 

La figura III.15 (incluye electroforesis y su correspondiente 
cuantificación) recoge los resultados del estudio:  

• El corte producido por el QD (100 nM) es despreciable 
(carrera A), como ya se evidenció en la sección anterior. 

• El complejo de Cu(II) (2-80 "M) en ausencia de activantes 
produce cierto corte per se (carreras B). La banda correspondiente a 
la forma circular (forma II) se vuelve más intensa al aumentar la 
concentración de complejo. Sin embargo, la actividad nucleolítica 
se puede considerar baja, ya que una concentración 80 µM de 
complejo sólo genera un 39% de forma II. 

• Cuando el QD (100 nM) y el complejo de Cu(II) (2-80 "M) 
se incuban conjuntamente el corte del ADN aumenta 
considerablemente (carreras A+B). Así, en presencia de QD, una 
concentración 5 µM de complejo de Cu(II) es capaz de degradar el 
85% de la forma superenrollada (forma I) a forma circular (forma 
II). 
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In fact, some studies have proposed that there is analogy
between binding of QDs and proteins to DNA.16

We next investigated the activity of the Cu(II) complex. In
the absence of light, oxygen and reducing agents the complex
caused some DNA cleaving, and the band due to nicked
circular (NC) DNA (form II) becomes more intense on
increasing the concentration of complex (Fig. 2(a)). However,
the nucleolytic activity of the copper(II) complex was always
low. When QD and copper(II) complex were co-incubated with
the pUC18 DNA, the DNA cleaving activity was dramatically
enhanced (Fig. 2). For example, under identical conditions
5 mM of the Cu(II) complex in the presence of QD (100 nM)
displays 85% cleavage of SC DNA compared to less than 50%
for 80 mM Cu(II) complex alone. Moreover, in the presence of
QD (75 nM) the copper complex (10 mM) was capable of
producing linear DNA (form III) within 4 h, whereas the
copper complex alone even after 24 h produced only cleavage
to form II (o30%) (Fig. 2(b)). Under the above conditions
similar results were obtained with QD micelles containing only
PEG(2000) PE (Fig. S3, ESIw) and with 1 : 1 DSPE-PEG(2000)

Amine : PEG(2000) PE (Fig. 2). Although the DNA cleavage
activity for different metallonucleases is difficult to compare
because the experimental conditions and DNA employed are
typically different in each case, this result clearly shows that
addition of QD can significantly increase DNA damage by
metallonucleases and/or vice versa. It is the first demonstration
of high DNA cleavage activity by QDs, and of synergy
between QD and metal complexes towards DNA cleavage.
Notably, the Cu(II) phenanthroline complex when working
in cooperation with QD is among the most active Cu(II)
complexes reported to date under these conditions (absence
of light, reducing agent and oxygen, and low temperature,
pH and complex concentration).4d,17 DNA cleavage was not
enhanced appreciably under aerobic conditions, and therefore
it is more likely to be hydrolytic than oxidative. We have
performed some initial religation studies with T4 ligase, and
like for other hydrolytic Cu(II) complexes,17c–d T4 ligase was
not able to religate the DNA cleaved by the Cu(II) complex
neither alone nor combined with QD. It has been suggested
that this is due to generation of cleavage products which lack
30-hydroxy and 50-phosphate ends suitable for religation, or in
which the Cu(II) complex remains bound after cleavage.17c–d

To investigate the extent to which visible light affects DNA
cleavage, we incubated a mixture of QD micelles and Cu(II)
complex with supercoiled pUC18 DNA in 0.1 M cacodylate
buffer (pH 6.0) under irradiation with light (>600 nm) in air.
The DNA cleaving activity of the Cu(II) complex under
aerobic conditions and irradiation was not higher than under
anaerobic and dark conditions (Fig. 2 and 3). In contrast,
DNA cleavage increased on irradiation when incubated with
QD (Fig. 2 and 3). Notably, when DNA was incubated with
QD and Cu(II) complex there was a more significant increase
in DNA cleavage on irradiation (Fig. 2 and 3). So it appears
that the QD also activates the light-induced nicking properties
of the Cu(II) complex. Recently, we discovered that QDs can
participate in photoinduced electron transfer (PET) reactions
with Cu(II) and Pt(IV) complexes for detection of cyanide18

and potential application in photodynamic therapy (PDT)19

via generation of Cu(I) and Pt(II) complexes, respectively.
Thus, a possible reason for this increase in DNA cleavage
upon irradiation is that the QD facilitates generation of
[Cu(phen)]+. This should be possible considering that the
Cu(II) phenanthroline complex has a CuII/I redox couple
(0.14 V vs. NHE)20 well above the potential for the excited
CdSe QDs (ECB E !1.0 V vs. NHE).21 Consistent with this
suggestion is that DNA cleavage was significantly suppressed
in the presence of the Cu(I) chelator neocuproine. Initial
attempts to determine the nature of the active species were
pursued by investigating DNA cleavage in the presence
of a range of radical scavengers. However, the results were
inconclusive because of the high activity found even under
anaerobic conditions and absence of light, and because these
inhibitors affect the QD–DNA interaction. Further experi-
ments will be required to determine the exact identity of the
intermediates leading to DNA cleavage.
In summary, we have found strong synergy between QDs

and the Cu(II) complex of 1,10-phenanthroline towards
effecting DNA cleavage in the dark and when irradiated with
red light. Similar combinations should afford new materials

Fig. 2 Representative plasmid cleavage assays of supercoiled pUC18

DNA at 20 1C in 0.1 M cacodylate buffer (pH 6) under dark

conditions. (a) In the presence of A (100 nM QD), B (2–80 mM Cu(II)

complex), and A + B after an incubation period of 5 h. (b) In the

presence of A (75 nM QD), B (10 mMCu(II) complex), A + B after an

incubation period of 0–24 h. C1 corresponds to DNA control and C2

to DNA+EcoRI. QD = QD-filled micelles containing a 1 : 1 mixture

of DSPE-PEG(2000) Amine and PEG(2000) PE.

Fig. 1 Components of the DNA cleaving agent.
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In fact, some studies have proposed that there is analogy
between binding of QDs and proteins to DNA.16

We next investigated the activity of the Cu(II) complex. In
the absence of light, oxygen and reducing agents the complex
caused some DNA cleaving, and the band due to nicked
circular (NC) DNA (form II) becomes more intense on
increasing the concentration of complex (Fig. 2(a)). However,
the nucleolytic activity of the copper(II) complex was always
low. When QD and copper(II) complex were co-incubated with
the pUC18 DNA, the DNA cleaving activity was dramatically
enhanced (Fig. 2). For example, under identical conditions
5 mM of the Cu(II) complex in the presence of QD (100 nM)
displays 85% cleavage of SC DNA compared to less than 50%
for 80 mM Cu(II) complex alone. Moreover, in the presence of
QD (75 nM) the copper complex (10 mM) was capable of
producing linear DNA (form III) within 4 h, whereas the
copper complex alone even after 24 h produced only cleavage
to form II (o30%) (Fig. 2(b)). Under the above conditions
similar results were obtained with QD micelles containing only
PEG(2000) PE (Fig. S3, ESIw) and with 1 : 1 DSPE-PEG(2000)

Amine : PEG(2000) PE (Fig. 2). Although the DNA cleavage
activity for different metallonucleases is difficult to compare
because the experimental conditions and DNA employed are
typically different in each case, this result clearly shows that
addition of QD can significantly increase DNA damage by
metallonucleases and/or vice versa. It is the first demonstration
of high DNA cleavage activity by QDs, and of synergy
between QD and metal complexes towards DNA cleavage.
Notably, the Cu(II) phenanthroline complex when working
in cooperation with QD is among the most active Cu(II)
complexes reported to date under these conditions (absence
of light, reducing agent and oxygen, and low temperature,
pH and complex concentration).4d,17 DNA cleavage was not
enhanced appreciably under aerobic conditions, and therefore
it is more likely to be hydrolytic than oxidative. We have
performed some initial religation studies with T4 ligase, and
like for other hydrolytic Cu(II) complexes,17c–d T4 ligase was
not able to religate the DNA cleaved by the Cu(II) complex
neither alone nor combined with QD. It has been suggested
that this is due to generation of cleavage products which lack
30-hydroxy and 50-phosphate ends suitable for religation, or in
which the Cu(II) complex remains bound after cleavage.17c–d

To investigate the extent to which visible light affects DNA
cleavage, we incubated a mixture of QD micelles and Cu(II)
complex with supercoiled pUC18 DNA in 0.1 M cacodylate
buffer (pH 6.0) under irradiation with light (>600 nm) in air.
The DNA cleaving activity of the Cu(II) complex under
aerobic conditions and irradiation was not higher than under
anaerobic and dark conditions (Fig. 2 and 3). In contrast,
DNA cleavage increased on irradiation when incubated with
QD (Fig. 2 and 3). Notably, when DNA was incubated with
QD and Cu(II) complex there was a more significant increase
in DNA cleavage on irradiation (Fig. 2 and 3). So it appears
that the QD also activates the light-induced nicking properties
of the Cu(II) complex. Recently, we discovered that QDs can
participate in photoinduced electron transfer (PET) reactions
with Cu(II) and Pt(IV) complexes for detection of cyanide18

and potential application in photodynamic therapy (PDT)19

via generation of Cu(I) and Pt(II) complexes, respectively.
Thus, a possible reason for this increase in DNA cleavage
upon irradiation is that the QD facilitates generation of
[Cu(phen)]+. This should be possible considering that the
Cu(II) phenanthroline complex has a CuII/I redox couple
(0.14 V vs. NHE)20 well above the potential for the excited
CdSe QDs (ECB E !1.0 V vs. NHE).21 Consistent with this
suggestion is that DNA cleavage was significantly suppressed
in the presence of the Cu(I) chelator neocuproine. Initial
attempts to determine the nature of the active species were
pursued by investigating DNA cleavage in the presence
of a range of radical scavengers. However, the results were
inconclusive because of the high activity found even under
anaerobic conditions and absence of light, and because these
inhibitors affect the QD–DNA interaction. Further experi-
ments will be required to determine the exact identity of the
intermediates leading to DNA cleavage.
In summary, we have found strong synergy between QDs

and the Cu(II) complex of 1,10-phenanthroline towards
effecting DNA cleavage in the dark and when irradiated with
red light. Similar combinations should afford new materials

Fig. 2 Representative plasmid cleavage assays of supercoiled pUC18

DNA at 20 1C in 0.1 M cacodylate buffer (pH 6) under dark

conditions. (a) In the presence of A (100 nM QD), B (2–80 mM Cu(II)

complex), and A + B after an incubation period of 5 h. (b) In the

presence of A (75 nM QD), B (10 mMCu(II) complex), A + B after an

incubation period of 0–24 h. C1 corresponds to DNA control and C2

to DNA+EcoRI. QD = QD-filled micelles containing a 1 : 1 mixture

of DSPE-PEG(2000) Amine and PEG(2000) PE.

Fig. 1 Components of the DNA cleaving agent.
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Figura III.15. Estudio representativo de corte del pUC18 en la oscuridad. 25 ºC, 5 
h incubación, tampón cacodilato (0,1 M, pH = 6,0), A: con 100 nM QD, B: con 2-80 
µM complejo de cobre(II), A + B: incubados conjuntamente, C1: control de ADN, 
C2: control de ADN lineal. (Arriba): electroforesis; (abajo): cuantificación de las 
bandas. 

Paralelamente se realizó un estudio cinético, también en la 
oscuridad, para evaluar la variación de la actividad nucleasa con el 
tiempo de incubación (0-24 h) de la mezcla QD (75 nM) más 
complejo de Cu(II) (10 µM). Los detalles experimentales se recogen 
en la sección experimental de este Capítulo. Los resultados se 
muestran en la figura III.16. 

El ensayo revela que el complejo de Cu(II) en ausencia de 
nanopartícula tras 24h de incubación sólo es capaz de producir un 
30% de forma II (carrera B). En cambio, cuando el compuesto de 
Cu(II) se combina con QD es capaz de transformar completamente 
la forma I en formas II y III con únicamente 4 h de incubación 
(carreras A+B). 

 

 

 

 

 
 
 

 

Figura III.16. Estudio cinético de corte del pUC18 en la oscuridad. 25 ºC, tampón 
cacodilato (0,1 M, pH = 6,0), A: con 75 nM QD, B: con 10 µM complejo de cobre(II), 
A+B: incubados conjuntamente, con diferentes tiempos de incubación (0-24 h), C1: 
control de ADN. (Arriba):  electroforesis;  (abajo): cuantificación de las bandas. 
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Las electroforesis anteriores ponen claramente de manifiesto 
que la adición de QD aumenta de forma importante el corte 
producido por la metalonucleasa. Este estudio constituye la 
primera demostración de sinergia entre QDs y complejos metálicos 
frente a la ruptura de ADN.  

Aunque es arriesgado comparar la actividad de diferentes 
metalonucleasas debido a que las condiciones experimentales y el 
ADN empleado en cada estudio son diferentes, se podría afirmar 
que la cooperatividad observada entre el complejo [Cu(phen)2]2+ y 
el QD convierte al sistema en uno de los más activos en las 
condiciones ensayadas [ausencia de luz y de agente reductor, baja 
temperatura (25 ºC), pH 6,0, y concentraciones 10 µM de 
complejo].85–89 

III.B.4.2 Actividad nucleasa con fotoactivación 

En estudios previos, Mareque y col. demostraron que en 
presencia de luz los QDs pueden promover la reducción de 
complejos de Cu(II) y Pt(IV) a sus especies reducidas de Cu(I) y 
Pt(II), respectivamente, a través de reacciones de transferencia de 
electrones inducidas por la luz.90,91 Con este precedente, se 
investigó el efecto de la luz roja sobre el sistema “QD + 
metalonucleasa”. 

Para ello, se repitió el ensayo del apartado anterior pero 
irradiando las muestras con luz roja (! > 600 nm) en el interior de 
un fotorreactor CCP-4V, tal y como se describe en la sección 
experimental de este Capítulo. 

Los resultados se muestran en la figura III.17. Por comparación 
con la figura III.15 se puede concluir que: 

- El corte del ADN producido por el QD aumenta 
ligeramente bajo irradiación (carrera A). 
- La actividad de nucleolítica del complejo de Cu(II) sin QD 
es similar en ausencia y en presencia de luz (carreras B).  

- La mezcla QD + complejo de Cu(II), produce, de nuevo, un 
aumento importante del corte con respecto al que producen los 
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for efficiently and site-specifically cleaving DNA for biotechno-
logical and medical applications. The finding has also impor-
tant implications in that it shows that the DNA cleavage
activity of nanomaterials can be strongly modulated by
other molecules (e.g. small redox active metal complexes). In
relation to this point, a very recent study by Nadeau et al.
highlighted that redox active metabolites like dopamine can
‘photosensitize’ QDs and thus increase their phototoxicity.22

These aspects need to be considered for minimizing and
evaluating potential health and environmental risks of
nanoparticles.
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4 (a) E. Kövári and R. Krämer, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 12704;
(b) H. Aı̈t-Haddou, J. Sumaoka, S. L. Wiskur, J. F. Folmer-
Andersen and E. V. Anslyn, Angew. Chem., Int. Ed., 2002, 41,
4013; (c) M. Livieri, F. Mancin, U. Tonellato and J. Chin, Chem.
Commun., 2004, 2862; (d) J. He, P. Hu, Y.-J. Wang, M.-L. Tong,
H. Sun, Z.-W. Mao and L.-N. Ji, Dalton Trans., 2008, 3207;

(e) R. Bonomi, G. Saielli, U. Tonellato, P. Scrimin and
F. Mancin, J. Am. Chem. Soc., 2009, 131, 11278.

5 (a) G. Feng, J. C. Mareque-Rivas, R. T. M. de Rosales and
N. H. Williams, J. Am. Chem. Soc., 2005, 127, 13470;
(b) G. Feng, J. C. Mareque-Rivas and N. H. Williams, Chem.
Commun., 2006, 1845; (c) G. Feng, D. Natale, R. Prabaharan,
J. C. Mareque-Rivas and N. H. Williams, Angew. Chem., Int. Ed.,
2006, 45, 7056.

6 R. Bonomi, F. Selvestrel, V. Lombardo, C. Sissi, S. Polizzi,
F. Mancin, U. Tonellato and P. Scrimin, J. Am. Chem. Soc.,
2008, 130, 15744.

7 M.-H. Hsu, T. Josephrajan, C.-S. Yeh, D.-B. Shieh, W.-C. Su and
J. R. Hwu, Bioconjugate Chem., 2007, 18, 1709.

8 (a) Y. N. Yamakoshi, T. Yagami, S. Sueyoshi and N. Miyata,
J. Org. Chem., 1996, 61, 7236; (b) Y. Yamakoshi, S. Sueyoshi,
K. Fukuhara and N. Miyata, J. Am. Chem. Soc., 1998, 120, 12363;
(c) A. Ikeda, T. Hatano, M. Kawaguchi, H. Suenaga and
S. Shinkai, Chem. Commun., 1999, 1403; (d) A. Ikeda, T. Sato,
K. Kitamura, K. Nishiguchi, Y. Sasaki, J. Kikuchi, T. Ogawa,
K. Yogo and T. Takeya, Org. Biomol. Chem., 2005, 3, 2907.

9 M. Green and E. Howman, Chem. Commun., 2005, 121.
10 (a) Q. Jiang, N. Xiao, P. Shi, Y. Zhu and Z. Guo, Coord. Chem.

Rev., 2007, 251, 1951; (b) S. Ferrer, R. Ballesteros,
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for efficiently and site-specifically cleaving DNA for biotechno-
logical and medical applications. The finding has also impor-
tant implications in that it shows that the DNA cleavage
activity of nanomaterials can be strongly modulated by
other molecules (e.g. small redox active metal complexes). In
relation to this point, a very recent study by Nadeau et al.
highlighted that redox active metabolites like dopamine can
‘photosensitize’ QDs and thus increase their phototoxicity.22

These aspects need to be considered for minimizing and
evaluating potential health and environmental risks of
nanoparticles.
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Fig. 3 Representative plasmid cleavage assays of supercoiled pUC18

DNA at 20 1C in 0.1 M cacodylate buffer (pH 6) under visible light

excitation (>600 nm). (a) In the presence of A (100 nM QD), B

(2–80 mM Cu(II) complex), and A + B after an incubation period of

5 h. (b) In the presence of A (75 nM QD), B (10 mM Cu(II) complex),

A + B after an incubation period of 0–24 h. C1 corresponds to DNA

control and C2 to DNA+EcoRI. QD=QD-filled micelles containing

a 1 : 1 mixture of DSPE-PEG(2000) Amine and PEG(2000) PE.
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componentes del sistema por separado (carreras A+B). Pero, 
además, la actividad nucleasa observada bajo activación es 
claramente mayor que la observada en ausencia de luz. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura III.17. Estudio representativo de corte del pUC18 en presencia de luz (> 
600 nm). 25 ºC, 5 h incubación, tampón cacodilato (0,1 M, pH = 6,0). A: con 100 nM 
QD, B: con 2-80 µM complejo de cobre(II), A + B: incubados conjuntamente, C1: 
control de ADN, C2: control de ADN lineal. (Arriba): electroforesis; (abajo): 
cuantificación de las bandas. 

Se realizó también un estudio cinético del sistema en estas 
condiciones de irradiación (ver detalles en la sección experimental 
de este Capítulo). El resultado se muestra en la figura III.18. 

La figura III.18 (comparar con la figura III.16) refleja el corte 
producido por el sistema “QD + nucleasa de Cu(II)” cuando la 
mezcla se incuba con el ADN a diferentes tiempos bajo 
fotoactivación. Se observa claramente mayor grado de corte 
cuando las muestras se exponen a la luz. 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 

Figura III.18. Estudio cinético de corte del pUC18 en presencia de luz (> 600 nm). 
25 ºC, tampón cacodilato (0,1 M, pH = 6,0), A: con 75 nM QD, B: con 10 µM 
complejo de cobre(II), A+B: incubados conjuntamente, con diferentes tiempos de 
incubación (0-24 h), C1: control de ADN. (Arriba):  electroforesis;  (abajo): 
cuantificación de las bandas. 
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Este aumento de actividad podría estar relacionado con la 
formación de [Cu(phen)2]+ promovida por el QD y luz. La reacción 
de reducción del [Cu(phen)2]2+ a [Cu(phen)2]+ sería factible 
considerando que el E0red del complejo es +0,14 V92 y el del QD 
(CdSe) excitado (ECB) es ca. - 1,0 V.93 

III.B.5 Conclusiones – Discusión 

En este Capítulo se ha explorado el efecto de combinar 
nanopartículas semiconductoras (QDs) y complejos de Cu(II) en la 
interacción/degradación de los ácidos nucleicos. 

1. En primer lugar se han sintetizado nanopartículas 
semiconductoras de tipo corazón/coraza: CdSe/ZnS. Los 
nanocristales, inicialmente hidrofóbicos, se han hecho solubles en 
agua mediante encapsulación en una micela de fosfolípidos. Las 
nanopartículas se han caracterizado a través de microscopía 
electrónica de transmisión (TEM), espectroscopia UV-visible y 
fluorescencia. 

2. A continuación se ha investigado la interacción QD-ADN 
mediante ensayos de fluorescencia con ADN CT, y de 
electroforesis en gel de agarosa y microscopía de fuerza atómica 
(AFM) con plásmido pUC18. Los estudios de fluorescencia revelan 
que las nanopartículas diseñadas presentan una elevada afinidad 
por los ácidos nucleicos (KSV = 1,2x107 M-1). Además, la 
visualización “directa” de la interacción por AFM refleja la 
formación de “superestructuras” o agregados en los que las 
nanopartículas esféricas parecen envueltas por hebras de ADN. 
Por otro lado, el estudio de electroforesis en gel de agarosa de la 
mezcla QD + pUC18 indica que su actividad nucleolítica es 
despreciable. 

3. Por último, el estudio por electroforesis del corte del plásmido 
pUC18 por el sistema “QD + [Cu(phen)2]2+“ muestra que, si bien 
ambos agentes por separado presentan una eficacia nucleolítica 
limitada, incubados conjuntamente se comportan como una 
potente nucleasa. Esta sinergia o potenciación es más pronunciada 
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cuando se irradia la mezcla con luz roja que cuando se incuba en la 
oscuridad. 

Como conclusión, en este Capítulo se ha presentado el primer 
ejemplo de cooperatividad entre QDs y complejos metálicos frente a la 
ruptura de ADN. Combinaciones similares podrían proporcionar 
nuevos agentes de corte más eficientes y/o específicos con posibles 
aplicaciones en campos como la Biotecnología (i.e. nuevos enzimas 
de restricción) y/o la Medicina (i.e. nuevos agentes de terapia 
fotodinámica). 

Desde otro punto de vista, nuestro resultado también indica 
que complejos metálicos simples pueden modificar la citotoxicidad 
del QD. Nadeau y col. ya sugirieron que determinados metabolitos 
con grupos redox (como la dopamina) son capaces de modificar las 
propiedades citotóxicas que presentan algunos QDs en presencia 
de luz.94 Sin duda, todos estos aspectos deben ser considerados a la 
hora de evaluar y/o minimizar los posibles riesgos que presentan 
las nanopartículas tanto en el campo de la salud como en el del 
medio ambiente. 
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III.C DOS NUEVOS COMPLEJOS DE COBRE(II) 
CON PUENTE µ-GUANAZOL Y AMINAS 
AROMÁTICAS: CARACTERIZACIÓN Y ESTUDIO 
COMPARATIVO DE SU ACTIVIDAD NUCLEASA 
EN PRESENCIA DE AGENTES REDUCTORES Y 
QUANTUM DOTS* 

 

 

 

 

 

 

III.C.1 Antecedentes y objetivos 

En el estudio anterior se ha demostrado que las nanopartículas 
semiconductoras pueden activar el corte del ADN por el sistema 
[Cu(phen)2]2+.95 Como continuación de estos resultados, en este 
apartado se investiga si los QDs son también capaces de activar un 
compuesto diferente a la [Cu(phen)2]2+ y, con ello, revelar nuevas 
pistas sobre el posible papel o mecanismo de acción de estas 
nanopartículas. 

Con este propósito y desde nuestra experiencia en la química 
de los triazoles se han preparado dos nuevas metalonucleasas 
basadas en sistemas ternarios triazol-amina aromática. Se han 
elegido como ligandos el guanazol (un triazol sencillo) para que 
actúe de puente y permita la obtención de compuestos dinucleares, 
y la 1,10-fenantrolina/2,2’-bipiridina para favorecer la interacción 
con el ADN. 

                                                 
*Los resultados que se presentan a continuación han sido objeto de la 
siguiente publicación: Hernández-Gil, J.; Ferrer, S.; Castiñeriras, A.; Liu-
González, M.; Lloret, F.; Ribes, Á.; !oga, L.; Bernecker, A.; Mareque-Rivas, J. 
C. Inorg. Chem. 2014, 53, 578-593. 
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III.C.1.1 Sistemas Cu-phen-L 

La capacidad de corte del ADN del compuesto [Cu(phen)2]2+ en 
presencia de un agente reductor fue descrita por primera vez por 
Sigman y col. en 1979. El mecanismo, oxidativo, implica una 
sucesión de eventos redox en los que intervienen especies activas 
“cobre-oxo”.96 Una de las características más sorprendentes de la 
reacción es la especificidad del sistema por el ligando phen y el 
absoluto requerimiento del ion cobre.96 Se cree que la especie 
responsable del corte del ADN es el complejo [CuI(phen)2]+, que es 
significativamente más reactivo que la especie [CuI(phen)]+, y que 
la unión de la segunda unidad de fenantrolina se encuentra 
desfavorecida limitando así sus propiedades como nucleasa.97 

Diversos grupos de investigación han desarrollado ligandos 
que presentan dos unidades phen unidas covalentemente, entre 
ellos, los ligandos 2-clip-phen y 3-clip-phen, que permiten 
mantener la estequiometría phen:Cu 2:1 a bajas concentraciones.98–

104 Los estudios de actividad nucleasa han mostrado que los 
complejos de cobre con estos ligandos tienen mayor actividad que 
el propio [Cu(phen)2]2+, si bien en el mecanismo de acción de estos 
compuestos intervienen especies ROS diferentes a las del 
mecanismo de la nucleasa original.99,100 

Por otro lado, como se explica en varios Capítulos de esta Tesis 
Doctoral (II, IV), el uso de agentes bimetálicos es una estrategia 
sencilla, y efectiva, para aumentar tanto la capacidad de escisión 
como la afinidad de la metalonucleasa por el ADN. Algunos de los 
sistemas más activos de la bibliografía son complejos dinucleares 
formados por ligandos que contienen un grupo espaciador. Esta 
última característica garantiza la distancia adecuada entre los 
centros metálicos y favorece la cooperatividad entre ellos.105 

Un diseño alternativo de agentes catalíticos bimetálicos (ver 
Capítulo IV) consiste en el ensamblaje de complejos mediante ligandos 
puente para dar dímeros.105 Aunque se han documentado y evaluado 
diferentes compuestos ternarios Cu(II)-phen-L como nucleasas, 
sólo unos pocos están constituidos por especies dinucleares.106–112 
Entre los ejemplos más recientes de éstos se encuentran: (a) los 
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compuestos dinucleares [Cu2(µ-terph)(1,10-phen)4](terph) (H2terph 
= ácido tereftálico)106,107 y [Cu2(µ-oda)(phen)4](ClO4)2 (H2oda = 
ácido octanodioico),108 que contienen cuatro ligandos phen; (b) una 
pareja de compuestos con un catión común [Cu2(µ-CH3COO)(µ-
H2O)(µ-OH)(phen)2]2+, en los que las unidades di-cobre(II) 
bis(phen) están triplemente unidas por una molécula de agua, un 
anión hidroxilo y un anión acetato;110,111 y (c) el dímero [Cu(µ-
ade)(tolSO3)(phen)]2!2H2O [Hade = adenina, tolSO3= anión 
toluensulfonato].112 En los casos (b) y (c) se ha sugerido que los 
cambios conformacionales requeridos para la reducción de Cu(II) a 
Cu(I) se ven comprometidos debido a la rigidez del sistema puente 
construido. 

En este Capítulo, en vez de introducir un grupo espaciador 
flexible capaz de alojar dos unidades phen en un mismo cobre, se 
ha diseñado un sistema capaz de albergar dos fragmentos  
mono(phen)-CuII a través de un un puente sencillo µ-triazol. El 
ligando guanazol (guanazol = 3,5-diamino-1,2,4-triazol = Hdatrz) 
permite obtener dos centros de cobre con posiciones de 
coordinación lábiles. Simultáneamente se ha preparado un 
compuesto ternario análogo con bipy (bipy = 2,2’-bipiridina) a 
efectos de comparación (si bien el compuesto dinuclear resultante 
contiene un sistema puente diferente). 

III.C.1.2 El guanazol 

La molécula de guanazol es un ligando versátil. Sin embargo, y 
a pesar de que se han documentado una gran variedad de 
compuestos con ligandos 1,2,4-triazol 3,5-disustituidos,113–115 son 
muy pocas las estructuras descritas con guanazol; de ellas, sólo 
ocho corresponden a complejos de Cu(II).116–119 

El ligando guanazol/ato puede actuar como ligando puente de 
centros metálicos de diferentes formas. A través de reacciones 
hidrotermales, Yao y col. han obtenido hasta cinco tipos de 
compuestos de Cd en función del modo de coordinación (esquema 
III.4): (a) bidentado puente-N1,N2, (b) bidentado puente-N2,N4, (c) 
tridentado puente-N1,N2,N4 (con desprotonación sobre el átomo 
N4), (d) tridentado puente-N1,N2,N(amino), y (e) tetradentado 
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puente-N1,N2,N4,N(amino). Los compuestos de cobre(II) 
obtenidos por síntesis convencional (no hidrotermal) siempre 
presentan el modo puente-N1,N2 bidentado.120 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema III.4. Guanazol = Hdatrz (arriba); modos de coordinación µ1,2 1,2,4-
triazol y µ2,4 1,2,4-triazol (abajo). 

En este trabajo la reacción del guanazol con el co-ligando 1,10-
fenantrolina ha permitido aislar por primera vez un compuesto 
dinuclear discreto con un único (sencillo) puente-N2,N4. 

III.C.1.3 Objetivos 

En este apartado del Capítulo se aborda: 

• La síntesis y caracterización de dos nuevos complejos de 
cobre ternarios dinucleares: el compuesto [Cu2(µ-
Hdatrz)(phen)2(H2O)2(NO3)4] = [{Cu(phen)(H2O)(NO3)2}2(µ-N2,N4-
Hdatrz)] (9), que contiene un ligando triazol como único puente y 
dos ligandos quelatos phen, y el compuesto [Cu2(µ-datrz)2(µ-
OH2)(bipy)2](ClO4)2 = [{Cu(bipy)}2(µ-N1,N2-datrz)2(µ-OH2)](ClO4)2 
(10), un compuesto similar pero que contiene como co-ligando 
bipiridina y un puente guanazolato doble. 

• El estudio de la interacción y actividad nucleasa de los  
compuestos 9 y 10 y su comparación con el agente de Sigman, la 
[Cu(phen)2]2+. 
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• El estudio de actividad nucleasa de los compuestos 9 y 10 
en presencia de QDs para determinar si son también activados por 
las nanopartículas. 

III.C.2 Síntesis de los compuestos 9 y 10 

Los ligandos utilizados para la síntesis de los compuestos 9 y 10 
(el guanazol y las aminas aromáticas 1,10-fenantrolina y 2,2’-
bipiridina) son reactivos comerciales. 

A continuación se detalla la síntesis de los complejos 9 y 10. El 
compuesto [Cu(phen)2(Cl)2]!5H2O fue sintetizado tal y como se 
detalla en el apartado III.B.2.3 de este mismo Capítulo. 

III.C.2.1 Síntesis de [Cu2(µ-Hdatrz)(phen)2(H2O)2(NO3)4] (9)  

A una disolución de 1,148 g (5 mmol) de Cu(NO3)2·2,5H2O en 
20 mL de agua se le añadieron 0,248 g (2,5 mmol) de Hdatrz 
disueltos en 5 mL de agua, obteniéndose una disolución verde 
sobre la que se añadió gota a gota una suspensión de 0,993 g (5 
mmol) de 1,10-fenantrolina en 10 mL de agua (la relación de 
reactivos inicial fue, por tanto, Hdatrz/1,10-fenantrolina/Cu(II) = 
0,5:1:1). Inmediatamente se formó una turbidez. La suspensión se 
mantuvo en agitación durante dos horas. El precipitado verde 
negruzco formado se separó por filtración; la disolución verde 
oscuro resultante se dejó reposar a temperatura ambiente en un 
cristalizador cubierto con Parafilm. Tras aproximadamente un mes 
aparecieron unos pocos cristales grandes, prismáticos, 
prácticamente negros (verde negruzco), no aptos para difracción 
de rayos-X de monocristal, que se separaron por filtración. 
Transcurridos aproximadamente 2 meses, a partir de esta segunda 
disolución se formaron otros cristales prismáticos, más pequeños, 
de color verde, que corresponden a 9. Los cristales se aislaron por 
filtración, se lavaron con agua y se secaron a temperatura 
ambiente. 

Rendimiento (referido a los cristales verdes correspondientes a 
9): ca. 0,65 g (ca. 30 %). Análisis Elemental: Calculado para 
C26H25Cu2N13O14 (870,67): C: 35,87; H: 2,89; N: 20,91. Encontrado: 
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C: 35,74; H: 2,87; N: 20,81. Datos de FT-IR seleccionados (KBr): 
max (cm−1): [#(O−H)H2O + #(N−H)NH,NH2] 3318m; [$(N−H)NH,NH2 + 
#(C=N)ring]guanazol 1640m + 1585w; [#(C=N)ring]phen 1519m + 1496w 
+ 1427sh; [#(NO2)asym] 1385vs; [#(NO2)sym] 1312m; [$oop(arC-H)]phen 
852m + 721m. UV−vis (sólido): λmax (nm): 680; UV−vis (H2O): λmax 
(nm) [εmax] (M−1 cm−1): 654 [255]. Los resultados del análisis 
elemental y los espectros IR de los cristales negruzcos y de los 
cristales verdes son muy parecidos pero no idénticos. 

III.C.2.2 Síntesis de [Cu2(µ-datrz)2(µ-OH2)(bipy)2](ClO4)2 (10) 

A una disolución de 0,370 g (1 mmol) de Cu(ClO4)2·6H2O en 20 
mL de agua se le añadieron poco a poco 0,156 g (1 mmol) de 2,2’-
bipiridina suspendidos en 20 mL de agua. A continuación, a la 
mezcla se le añadió lentamente una disolución de 0,020 g (0,25 
mmol) de Hdatrz en 5 mL de agua, y se mantuvo todo en agitación 
durante dos horas (la relación inicial de reactivos es, por tanto, 
Hdatrz/bipiridina/Cu(II) = 0,25:1:1). Se formó un precipitado azul 
claro que se eliminó por filtración. La disolución resultante, de 
color verde oscuro, se dejó reposar a temperatura ambiente en un 
cristalizador cubierto con Parafilm. Tras un día se observaron 
cristales prismáticos, de color verde oscuro, válidos para difracción 
de rayos-X de monocristal. Los cristales se filtraron, se lavaron con 
metanol y se dejaron secar a temperatura ambiente. 

Rendimiento (sobre los cristales verdes, correspondientes a 10): 
ca. 0.03 g (ca. 14 %). Análisis Elemental (realizado sobre 
monocristales): Calculado para C24H26Cu2N14O9Cl2 (852,57): C: 
33,81; H: 3,07; N: 23,00.  Encontrado: C: 33,60; H: 3,12; N: 23,15. 
Datos de FT-IR seleccionados (KBr): max (cm−1): [#(O−H)H2O + 
#(N−H)NH2] 3386b,s; [$(N−H)NH2 + #(C=N)ring + ] 1656sh + 1618m + 
1561m + 1509-1499d,m + 1447m; [#a(ClO4)] 1121vs + 1090s; 
[#s(ClO4)] 769w. UV−vis (sólido): λmax (nm): 580; UV−vis (H2O): 
λmax (nm) [εmax] (M−1 cm−1): 650 [285]. El espectro IR del 
precipitado azul claro indica que corresponde a un compuesto 
binario Cu-bipy-ClO4

−. 
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III.C.3 Caracterización de 9 y 10 

III.C.3.1 Estructura de rayos-X de                                               
[Cu2(µ-Hdatrz)(phen)2(H2O)2(NO3)4] (9) 

La red de 9 está constituida por unidades dinucleares discretas 
neutras. La figura III.19 muestra la estructura cristalina del dímero 
con el esquema (parcial) de etiquetado (para etiquetado completo 
ver la sección Anexos, figura S1). La tabla III.1 recoge distancias y 
ángulos de enlace seleccionados. Los detalles acerca de la toma de 
datos, resolución y refinamiento de la estructura se adjuntan en la 
sección Anexo III. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura III.19. Vista de la estructura de 9 (se muestran los enlaces de hidrógeno 
intramoleculares). 

En la unidad dinuclear dos átomos de cobre 
cristalográficamente independientes están unidos por un ligando 
µ-N(1),N(3)-guanazol (puente tipo µ!N2,N4), con una distancia 
Cu!!!Cu’ de 6,132(3) Å. El ligando triazol se encuentra en forma 
neutra. Ambos iones cobre presentan un entorno de coordinación 
octaédrico distorsionado tetragonalmente. Cada centro metálico 
está quelado por una phen en posiciones ecuatoriales; las otras dos 
posiciones ecuatoriales están ocupadas por un átomo de nitrógeno 
del triazol [con distancias de enlace de 2,005(2) y 2,010(2) Å] y por 
un átomo de oxígeno de una molécula de agua (a 1,954(2) Å y 
1,967(2) Å). Las cuatro posiciones axiales están ocupadas por los 
ligandos nitrato monodentados a distancias de semicoordinación 



   J. Hernández-Gil 
 

359 
 

[entre 2,404(3) y 2,692(3) Å]. Por tanto, ambos cromóforos pueden 
ser descritos como CuN3O+O’2.  

Los ángulos Cu-N-C en el puente triazol son de 136,4(2) y 
129,0(2)º. Los planos definidos por las dos moléculas de 
fenantrolina forman un ángulo diedro de 40,8(1)º; este valor es 
comparable al encontrado para las dos unidades fenantrolina en la 
estructura del compuesto [Cu(phen)2](ClO4)2 (49,9°).121 A su vez, 
en 9, cada molécula de fenantrolina forma un ángulo diedro con el 
anillo triazol central de 79,6(1)/84,2(1)º; esto hace que los dos 
ligandos de cada ión cobre (phen-Hdatrz) sean casi 
perpendiculares entre sí. 

En la red cristalina de 9 fuertes enlaces de hidrógeno intra e 
intermoleculares ayudan a estabilizar las unidades dinucleares 
(tabla III.2). La figura III.20 muestra una vista parcial del 
empaquetamiento del compuesto 9. La interconexión entre 
unidades diméricas se produce a través de enlaces de hidrógeno y 
de interacciones de apilamiento (stacking) entre las moléculas de 
fenantrolina. Las distancias anillo-anillo más cortas se encuentran 
en el rango 3,7-3,9 Å. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure III.20. Vista del empaquetamiento de 9 (detalle de enlaces de hidrógeno 
intermoleculares y de interacciones de apilamiento). 

Por último, cabe mencionar que en la bibliografía no existen 
análogos ternarios con derivados triazol y fenantrolina, pero sí con 
ligandos pirazol/ato (pz) y fenantrolina. Entre éstos, que contienen 
doble puente bis(pirazolato) o doble puente pirazolato+cloruro, 
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estarían los compuestos: [Cu2(µ-pz)2(H2O)(phen)2(NO3)](NO3) y 
[Cu2(µ-pz)2(phen)2(NO3)2], descritos por Tokii y col.,122 así como 
[Cu2(µ-pz)2(phen)2Cl2]!2(C2H5OH) y [Cu2(µ-pz)(µ-
Cl)(phen)2Cl2]!2H2O, descritos por Spodine y col.123 También se 
han publicado dos compuestos ternarios conteniendo un puente 
imidazolato y cuatro moléculas de phen: el compuesto [Cu2(µ-
imi)(phen)4](BF4)3!2CH3OH, por Patel y col.,124 y el compuesto 
[Cu2(µ-imi)(phen)4](NO3)3, por Morehouse y col.125 

Tabla III.1. Distancias  (Å) y ángulos (°) de enlace seleccionados para 9. 
 

    
Cu(1)-O(1) 1,954(2) Cu(2)-O(2) 1,967(3) 
Cu(1)-N(6) 1,994(2) Cu(2)-N(8) 2,011(3) 
Cu(1)-N(7) 2,005(2) Cu(2)-N(3) 2,010(2) 
Cu(1)-N(1) 2,005(2) Cu(2)-N(9) 2,027(3) 
Cu(1)-O(21) 2,422(2) Cu(2)-O(31) 2,404(3) 
Cu(1)-O(11) 2,492(3) Cu(2)-O(41) 2,692(3) 
Cu(1)-Cu(2) 3,317(3)   
    
O(1)-Cu(1)-N(7) 91,94(10) O(2)-Cu(2)-N(3) 90,85(11) 
N(6)-Cu(1)-N(7) 82,63(9) N(8)-Cu(2)-N(3) 96,12(9) 
O(1)-Cu(1)-N(1) 91,50(11) O(2)-Cu(2)-N(9) 90,56(11) 
N(6)-Cu(1)-N(1) 93,86(10) N(8)-Cu(2)-N(9) 82,05(10) 
O(1)-Cu(1)-O(21) 91,29(11) O(2)-Cu(2)-O(31) 91,04(14) 
N(6)-Cu(1)-O(21) 93,01(9) N(8)-Cu(2)-O(31) 91,78(12) 
N(7)-Cu(1)-O(21) 87,17(8) N(3)-Cu(2)-O(31) 96,26(9) 
N(1)-Cu(1)-O(21) 93,69(9) N(9)-Cu(2)-O(31) 91,58(9) 
N(6)-Cu(1)-O(11) 84,22(13) N(8)-Cu(2)-O(41) 89,81(8) 
N(7)-Cu(1)-O(11) 86,82(10) N(3)-Cu(2)-O(41) 97,25(8) 
    

 

Tabla III.2. Enlaces de hidrógeno seleccionados [distancias (Å) y ángulos (°) de 
enlace] para 9. 

             Código de simetría:   #1 x+1,y,z    #2 -x+1,-y,-z+1    #3 -x,-y,-z    

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA) 
     
O(1)-H(1A)...O(42)#1 0,96 2,29 2,810(4) 113,2 
O(1)-H(1B)...O(23)#2 0,96 1,99 2,696(4) 128,7 
O(2)-H(2A)...O(32)#3 0,96 1,78 2,718(4) 164,9 
O(2)-H(2B)...O(42 0,96 1,99 2,806(4) 141,6 
N(2)-H(2)...O(13) 0,86 1,92 2,780(4) 174,1 
N(4)-H(42)...O(41) 0,86 2,05 2,884(4) 164,0 
N(5)-H(5B)...O(31) 0,86 2,04 2,812(5) 148,3 
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III.C.3.2 Estructura de rayos-X de                                           
[Cu2(µ-datrz)2(µ-OH2)(bipy)2](ClO4)2 (10) 

La estructura cristalina de 10 está compuesta por cationes 
dinucleares y dos aniones perclorato por catión. La figura III.21 
muestra la estructura de 10 con su esquema (parcial) de 
numeración (para etiquetado completo ver la sección Anexos, 
figura S2). La tabla III.3 recoge distancias y ángulos de enlace 
seleccionados. Los detalles acerca de la toma de datos, resolución y 
refinamiento de la estructura se adjuntan en la sección Anexo III. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura III.21. Vista de la estructura de 10 (incluye los enlaces de hidrógeno que 
conectan los aniones perclorato con la unidad dinuclear). 

En la unidad dinuclear los dos centros de cobre, 
cristalográficamente independientes, están unidos por tres 
puentes, dos ligandos µ-N1,N2-triazolato y una molécula µ-OH2, 
con lo que la distancia Cu!!!Cu’ resultante es corta [3,317(1) Å]. El 
ligando guanazol está presente en su forma aniónica (por tanto, 
como guanazolato = datrz). Ambos iones Cu(II) exhiben un entorno 
de coordinación de pirámide de base cuadrada distorsionada, con 
dos átomos de N triazol y dos átomos de N bipiridina en 
posiciones ecuatoriales, y un átomo de oxígeno de una molécula 
de agua [O(1)] en posición apical. Los cromóforos pueden ser 
descritos, por tanto, como CuN4+O’. 
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Si tenemos en cuenta el sistema puente, 10 se puede comparar 
con el compuesto de la bibliografía [Cu2(µ-Hdatrz)2(µ-
OH2)(H2O)4(SO4)](SO4)!3.5H2O (A).126 Las diferencias principales 
entre ambos compuestos son la presencia de dos ligandos 
quelantes bipiridina (10) en vez de moléculas de agua (A) en 
posiciones ecuatoriales y el carácter aniónico del guanazol puente 
(10). Además, las distancias Cu-N(triazol) observadas en 10 [entre 
1,949(3) y 1,991(4) Å] son más cortas que las habituales en 
compuestos dinucleares de Cu(II) con puentes N1,N2-triazol. Estas 
distancias son incluso ligeramente menores que las encontradas en 
el compuesto A;113–119,126 la desprotonación del ligando guanazol 
en 10 debe estar relacionada con esta característica. 

Los iones Cu(1) y Cu(2) están desplazados 0,0924 Å y !0,1400 
Å, respectivamente, de sus correspondientes planos ecuatoriales. 
Los dos planos ecuatoriales son prácticamente perpendiculares: el 
ángulo diedro entre ambos es de 84,7(1)º. 

Las dos distancias Cu!O(1) son ligeramente distintas 
[Cu(1)!O(1) = 2,486(2) Å y Cu(2)!O(1) = 2,356(3) Å]. El ángulo 
Cu(1)!O(1)!Cu(2) es de 86,41(8) º. La distancia Cu!!!Cu’ [indicada 
anteriormente: 3,317(1) Å] es significativamente menor que la 
típica para compuestos de cobre(II) con doble puente triazol 
[4,085(1) – 3,854(6) Å],127,128 como cabía esperar porque el grupo µ-
OH2 hace que el sistema puente se pliegue. Además, esta distancia 
es de nuevo algo menor que la distancia Cu!!!Cu’ del compuesto A 
[3,495(1) Å], presumiblemente por el carácter aniónico del 
triazolato. En el sistema puente de 10 los ángulos Cu!N!N [de 
118,2(2) a 120,8(2)º] también difieren claramente de los de los 
dímeros habituales, pero son similares a los del compuesto A 
[119,9(3) y 123,3(3)º]. 

El compuesto 10 es, junto al compuesto A, uno de los pocos 
ejemplos de compuestos dinucleares con dos puentes µ-triazol y 
un puente µ-OH2 y, consecuentemente, con un fragmento {Cu–(N–
N)2–Cu} claramente no planar. Otro ejemplo es el compuesto 
dinuclear de cadmio [Cd2(deatrz)2(H2O)Br4] (deatrz=3,5-dietil-4-
amino-1,2,4-triazol).129 
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Tabla III.3. Distancias (Å) y ángulos (°) de enlace seleccionados para 10. 

 

 

La figura III.22 muestra una vista parcial del empaquetamiento 
cristalino de 10. Como se ha comentado, el puente µ-OH2 dobla la 
estructura. En cada unidad dimérica los planos definidos por las 
dos moléculas de bipiridina forman un ángulo diedro de 64,0(1)º; 
los dos ligandos guanazol definen un ángulo diedro de 73,2(1)º. Se 
puede considerar que la estructura carece de interacciones de 
apilamiento significativas. Sin embargo, sí presenta una red de 
enlaces de hidrógeno importante (tabla III.4). 

Las unidades diméricas se conectan básicamente a través de 
intensos enlaces de hidrógeno establecidos entre la molécula 
puente µ-OH2 de una unidad dimérica y el átomo de nitrógeno 
N(4) del triazol de una unidad contigua [d(D!!!A) = 2,824(4) Å], 
dando lugar a cadenas. A su vez, estas cadenas se unen a otras 
través de enlaces de hidrógeno dobles entre las parejas de átomos  
N(7)!!!H—N(8)* y N(8)!!!H—N(7)* (* indica que pertenecen a 
ligandos triazol vecinos), generando así capas (figura III.22). Por 
último, las capas se enlazan unas con otras  mediante enlaces de 
hidrógeno adicionales en los que están implicados aniones 
perclorato,  resultando un entramado 3D supramolecular. 

    
Cu(1)-N(10) 1,948(3) Cu(2)-N(9) 1,960(3) 
Cu(1)-N(3) 1,991(3) Cu(2)-N(2) 1,979(3) 
Cu(1)-N(11) 1,999(3) Cu(2)-N(14) 2,011(3) 
Cu(1)-N(12) 2,007(3) Cu(2)-N(13) 2,016(3) 
Cu(1)-O(1) 2,486(2) Cu(2)-O(1) 2,356(3) 
Cu(1)-Cu(2) 3,3165(6)   
    
N(10)-Cu(1)-N(3) 88,70(14) N(9)-Cu(2)-N(14) 94,04(14) 
N(10)-Cu(1)-N(11) 167,82(13) N(2)-Cu(2)-N(14) 173,00(14) 
N(3)-Cu(1)-N(11) 97,47(13) N(9)-Cu(2)-N(13) 168,84(13) 
N(10)-Cu(1)-N(12) 93,14(14) N(2)-Cu(2)-N(13) 95,48(14) 
N(3)-Cu(1)-N(12) 178,07(13) N(14)-Cu(2)-N(13) 80,65(14) 
N(11)-Cu(1)-N(12) 80,61(14) N(9)-Cu(2)-O(1) 98,08(11) 
N(10)-Cu(1)-O(1) 96,42(11) N(2)-Cu(2)-O(1) 88,69(11) 
N(3)-Cu(1)-O(1) 87,04(11) N(14)-Cu(2)-O(1) 97,27(11) 
N(11)-Cu(1)-O(1) 94,39(11) N(13)-Cu(2)-O(1) 92,35(12) 
N(12)-Cu(1)-O(1) 93,33(11) Cu(2)-O(1)-Cu(1) 86,41(8) 
N(9)-Cu(2)-N(2) 88,75(13)   
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Como ocurría con el compuesto 9, en la bibliografía no se han 
descrito compuestos ternarios de bipiridina comparables al 
compuesto 10, con puente triazol, pero sí con ligandos pirazol, 
tetrazol o imidazol; entre ellos: [Cu2(µ-Mepz)2(H2O)2(bipy)2](NO3)2 
(Tokii y col.),122 [Cu2(µ-Phtetraz)2(Phtetraz)2(bipy)2] (Chen y 
col.),130 y [Cu2(µ-imi)(bipy)4](ClO4)3!CH3OH (Patel y col.).124 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.22. Vista del empaquetamiento de 10 (se muestran enlaces de hidrógeno 
intermoleculares). 

Tabla III.4. Enlaces de hidrógeno seleccionados [distancias (Å) y ángulos (°)] para 
10. 

              Códigos de simetría:     #1 -x+1,y-1/2,-z+1/2   #2 x,-y-3/2,z+1/2 

            #3 -x,y-1/2,-z+1/2   #4 -x+1,-y-1,-z   #5 x,-y-1/2,z-1/2   #6 -x,-y-1,-z 

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA) 
     
O(1)-H(1W)...O(24)#1 0,85 2,06 2,872(4) 159,6 
O(1)-H(2W)...N(4)#2 0,76 2,09 2,824(4) 161,3 
N(1)-H(1A)...O(13)#3 0,94 2,61 3,480(6) 153,2 
N(5)-H(5A)...O(21) 0,86 2,23 3,049(6) 157,9 
N(5)-H(5B)...O(24)#4 0,86 2,24 3,088(5) 168,9 
N(6)-H(6A)...O(22) 0,86 2,32 3,128(8) 157,4 
N(6)-H(6B)...O(12)#5 0,86 2,46 3,316(6) 175,0 
N(8)-H(8A)...O(13)#3 0,86 2,42 3,196(6) 149,6 
N(8)-H(8A)...O(12)#3 0,86 2,67 3,229(6) 123,7 
N(8)-H(8B)...N(7)#6 0,86 2,11 2,940(5) 161,5 
     



   J. Hernández-Gil 
 

365 
 

III.C.3.3 Espectroscopia infrarroja 

En la tabla III.5 se muestran las bandas IR más significativas de 
los dos compuestos ternarios (ver figuras de los espectros en el 
Anexo II). Las asignaciones se han realizado por comparación con 
las bandas IR de los ligandos (guanazol y fenantrolina/bipiridina) 
y de los compuestos binarios [Cu(bipy)2(ClO4)2]!xH2O y 

[Cu(phen)2(Cl)2]!5H2O, sintetizados para este trabajo.* 

En la región 3500-3100 cm-1 el guanazol presenta varias bandas 
agudas, bien definidas, atribuibles a las vibraciones #(N-H) de los 
grupos amino endocíclico y exocíclicos. En el IR de los complejos 9 
y 10 se observa una banda ancha, estructurada, centrada a 3318 
cm!1 (9) y 3386 cm!1 (10), respectivamente, que englobaría además 
de las vibraciones #(N-H), las vibraciones #(O!H) de las moléculas 
de agua coordinada, presentes en la estructura de ambos 
compuestos. La mayor frecuencia observada para la señal del 
compuesto 10 podría estar relacionada con la existencia de la 
molécula de agua puente. 

Por lo que se refiere a las bandas de mayor valor diagnóstico, el 
IR del compuesto 9 presenta, por una parte, una banda fuerte 
estructurada a 1640 cm!1, debida a la presencia del grupo guanazol 
coordinado, que incluiría las vibraciones #(C=N) del anillo y $(N-
H) y, por otra, un doblete a 1520,1495 cm!1 asignable a las 
vibraciones de anillo de la fenantrolina. También se observa 
claramente a modo de hombro (a 1427 cm!1) de la banda del anión 
nitrato, otra banda de anillo de la fenantrolina. 

En el caso del compuesto 10 la asignación de las bandas a cada 
ligando es ambigua. El compuesto binario correspondiente, Cu-
bipy, presenta un doblete (1600,1578 cm!1) y un triplete 
(1496,1474,1446 cm!1), ambos intensos, debidos a las vibraciones 
#(C=N) y #(C=C) del anillo. Por otro lado, el espectro IR del 
guanazol muestra una señal muy fuerte a 1626 cm!1 y un doblete 
intenso (1584,1543 cm!1), que incluirían las vibraciones $(N-H) y 

                                                 
*El compuesto binario de bipy se sintetizó aquí para registrar el IR. 
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#(C=N) del anillo. En esta zona, en el IR de 10 se observan varias 
bandas entre 1618 y 1447 cm!1 que podrían atribuirse 
indistintamente a uno u otro ligando. Sin embargo, la banda 
centrada a 1618 cm!1 es una banda más ancha, fuerte y 
estructurada que la de los precursores, indicando con ello que 
englobaría vibraciones tanto del guanazol como de la bipiridina. 
Por tanto, puede considerarse como indicativa de la formación del 
compuesto ternario. 

En cuanto a las señales de los aniones, para el complejo 9 se 
aprecia una banda muy fuerte a 1385 cm!1 y una fuerte a 1312 cm!1 
características de los modos #(NO2)asym y #(NO2)sym, 
respectivamente, del grupo nitrato. Estos valores están muy 
próximos a los de la sal iónica131 y sugieren una semicoordinación, 
confirmada por la estructura de rayos-X (distancia exp. 
Cu(II)!ONO2 en el rango 2,4 - 2,7 Å). En el espectro del complejo 
10 aparece una banda muy intensa, desdoblada, a 1121,1090 cm!1, 
que englobaría las vibraciones #3+#4 del anión perclorato, y otra 
débil a 769 cm!1, que correspondería a la vibración #5. Estos 
valores, de nuevo muy parecidos a los de la sal iónica,131 estarían 
de acuerdo con el papel de contraión del perclorato en la 
estructura de 10. 
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Tabla III.5. Asignación de bandas IR para el guanazol (Hdatrz) y los complejos [Cu2(µ-Hdatrz)(phen)2(H2O)2(NO3)4] (9) y 
[Cu2(µ-datrz)2(µ-OH2)(bipy)2](ClO4)2 (10).* 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

* vs: muy fuerte; s: fuerte; m: media; w: débil; vw: muy débil; d: doblete; b: ancha; sh: hombro;  
a: contiene Hdatrz; 
b: contiene datrz!. 

 

 

 
 

max / cm-1 

Compuesto 
[!(O-H) +/o 

!(N-H)NH +/o NH2 ] 

["(N-H)NH +/o NH2 + !(C=N)anillo]guanazol  +   

[!(C=N)anillo + !(C=C)anillo]phen,bipy 
! (anion) 

    

Hdatrz 
3398 m; 3371 sh;             
3309 m; 3235 w 

1626 vs; 1584, 1563 d, s; 1487 s; 1354 w  

9 a 3318 m 1640 s; 1585 w; 1519 m; 1496 w; 1427 sh 
!(NO2)asym: 1385 vs 

!(NO2)sym: 1312 s 

10 b 3386 b, s 1656 sh; 1618 m; 1561 m; 1509-1449 d, m; 1447 m 
!3+!4(ClO4): 1121-1090 d, vs 

!5(ClO4): 769 w 
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III.C.3.4 Propiedades magnéticas de 9 y 10 

La figura III.23 muestra la dependencia con la temperatura de los 
valores de !MT y !M para los compuestos 9 y 10. Los detalles de las 
medidas se indican en la sección experimental de este Capítulo. 

 

 

 

 

 

 

 

Figuras III.23. Curvas de !MT/!M vs T para 9 (izquierda) y 10 (derecha) (!M es la 
susceptibilidad magnética por unidad dinuclear) (����!M, ����!MT y línea continua 
= calculado). 

A temperatura ambiente ambos compuestos presentan valores de 
!MT próximos a los esperados para dos iones Cu(II) aislados. Los 
valores de !M aumentan conforme la temperatura disminuye hasta 
alcanzar un máximo próximo a 50 K (9) / 100 K (10) y luego caen a 
temperaturas más bajas. Este máximo en !M es característico de 
compuestos dinucleares de Cu(II) con acoplamiento 
antiferromagnético moderado-débil. Las dos curvas !MT exhiben 
primero un descenso suave y después un descenso más pronunciado, 
tal y como se espera de un acoplamiento antiferromagnético con 
estado fundamental S = 0. Por debajo de 15 K (9) / 25 K (10) se 
observa una “cola”, atribuible a la presencia de una pequeña cantidad 
de impurezas paramagnéticas. Los datos magnéticos de 9 y 10 se 
ajustaron con la ecuación teórica derivada del Hamiltoniano 
isotrópico (ecuación III.1): 

 H = – JS1S2   (ec. III.1) 

Asumiendo que los factores g para ambos Cu(II) son idénticos, el 
mejor ajuste se obtuvo con los parámetros J y g que se indican en la 
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tabla III.6. Para 9 la pureza paramagnética se consideró despreciable; 
para 10 se calculó un valor de " = 0,35%. 

Tabla III.6. Parámetros magnéticos para los compuestos 9 y 10. 

 

 

 

 

 

Las propiedades magnéticas de 9 presentan un interés evidente 
debido a la ausencia de datos magnéticos para dímeros Cu!!!Cu’ 
“discretos” (no poliméricos) con un puente NCN-triazol (N2,N4-
triazol). Como se ha indicado anteriormente, en 9 los iones Cu(II) 
exhiben una coordinación octaédrica distorsionada tetragonalmente 
(4+2), con el orbital magnético dx2-y2 dirigido hacia los átomos de 
nitrógeno del triazol (Ntriazol) y de la fenantrolina (Nphen). En primera 
aproximación, la vía ! de superintercambio depende de los ángulos de 
enlace formados por los átomos de nitrógeno del puente triazol ("1 = 
Cu1–Ntrz–Ctrz y "2 = Cu2–Ntrz–Ctrz) (esquema III.5).132 

 

           
Esquema III.5. Sistemas puente triazol en los compuestos 9 (a) y 10 (b). 

A diferencia de la ausencia de complejos dinucleares de cobre(II) 
con puente NCN-triazol, la biblografía contiene abundantes ejemplos 
con puente NCN-imidazol124,125,132–137 y unos pocos con puente NCN-
tetrazol,138 para los que se ha determinado el parámetro de 

Compuesto J (cm–1) g 

   

[Cu2(!-Hdatrz)(phen)2(H2O)2(NO3)4] (9) – 52,1 2,10 

[Cu2(!-datrz)2(!-OH2)(bipy)2](ClO4)2 (10) – 115,0 2,09 
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intercambio magnético, J. Diferentes autores han intentado encontrar 
una correlación magneto-estructural para cada tipo de puente. En el 
caso de los sistemas tetrazol, Colacio y col. establecieron que un factor 
determinante del acoplamiento antiferromagnético es el valor del 
ángulo Cu–Ntetraz–Ctetraz ("), esto es, cuanto mayor es el ángulo Cu–
N–C, mayor es la interacción antiferromagnética.138 Por otra lado, 
Plass y col.,132 y más recientemente García-España y col.,139 después 
de analizar una extensa familia de compuestos con ligandos puente 
imidazol, concluyeron que no existe una relación magneto-estructural 
sencilla entre los parámetros geométricos y J, dado que J depende del 
ligando puente pero también de los otros co-ligandos, con valores de 
–J que oscilan entre 34 y 88 cm–1.132–137,139,140 En concreto, García-
España y col. indicaron que, además del ángulo ", diversos 
parámetros como las distancias de enlace Cu–Nimidazol, los átomos 
dadores de los ligandos periféricos y el valor del parámetro de 
distorsión # (en el caso de centros de cobre pentacoordinados) pueden 
influir en el intercambio magnético y contribuir a la interacción 
global. 

Con objeto de proporcionar contexto al compuesto 9, la tabla III.7 
recoge los valores de J y " para una serie de complejos estrechamente 
relacionados (a-e). La lista evidencia que los ángulos Cu–N–C no 
explican por sí solos la magnitud del intecambio magnético, pero 
sugiere que el valor de J del compuesto 9 puede ser considerado como 
medio en el contexto de los compuestos con puentes NCN.  

Como conclusión, resulta evidente que se necesitan más datos 
cristalográficos y magnéticos para entender de forma correcta el 
mecanismo del superintercambio magnético en este tipo de dímeros, y 
poder así clarificar la influencia de las propiedades electrónicas de 
cada tipo de puente (NCN–tetrazol, imidazol o triazol) en el valor del 
acoplamiento antiferromagnético. 
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Tabla III.7. Ángulos del puente y constante de acoplamiento antiferromagnético para 
dímeros de Cu(II) con puentes NCN (ver esquema III.5). 

atetrz = ligando tetrazol; tren = tris(2-aminoetill)amina; mim, im, bim e imi 
corresponden a ligandos imidazol; dien = dietilentriamina; phen = 1,10-fenantrolina, 
t.w. = esta Tesis. 

Las propiedades magnéticas del compuesto 10, [Cu2(µ-datrz)2(µ-
OH2)(bipy)2](ClO4)2], son diferentes a las del compuesto 9 porque los 
dos átomos de Cu(II) están unidos por tres puentes, dos N!N y uno 
µ-OH2 (esquema III.5). A partir de la estructura del cristal se puede 
considerar que, como en el compuesto 9, el intercambio magnético 
ocurre a través de los orbitales dx2-y2 de los iones Cu(II), que se 
solapan con los orbitales $ de los átomos de nitrógeno triazol, 
situados en posiciones ecuatoriales. Se puede esperar también que la 
interacción de intercambio a través del enlace axial (es decir, del 
puente µ-OH2) tenga una contribución pequeña debido a la baja 
densidad electrónica de los átomos de cobre sobre el orbital dz2. 

Desde el punto de vista magnético, el compuesto 10 se podría 
comparar con los complejos de cobre(II) con puente doble µ-N1,N2-
triazol. No obstante, en la mayoría de esos complejos la unidad 
[Cu2L2] es planar y, como ya se ha comentado en la discusión de su 
estructura cristalina, el compuesto 10 es un dímero de cobre(II) 
plegado. 

 

Compuesto a 

! = Cu!Nring!Cring 
(°) 

!J 

(cm!1) 
Ref. 

[Cu2(µ-tetrz)(tren)2](ClO4)3 (a) 131, 131 31 134 

    

[Cu2(µ-mim)(dien)2](ClO4)3 (b) 132, 133 75 128 

[Cu2(µ-im)(dien)2](ClO4)3 (c) 125, 126 64 128 

[Cu2(µ-bim)(dien)2](ClO4)3 (d) 123, 124 37 128 

[Cu2(µ-imi)(phen)4](NO3)3 (e) 124, 126 24 121 

    

[Cu2(µ-Hdatrz)(phen)2(H2O)2(NO3)4] (9) 129, 136 52 t. w. 
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La tabla III.8 incluye los parámetros estructurales implicados en el 
sistema puente y los valores de J para los únicos dos compuestos 
descritos con anillo [Cu(N-N)2Cu’] doblado: el compuesto 10 y el 
compuesto A de la bibliografía.126 En ambos casos el acoplamiento 
antiferromagnético es menor que en los compuestos análogos con 
sistemas [Cu2L2] planares simétricos (ca. –200 cm–1),126–128 
probablemente debido a que el plegamiento del sistema puente 
provoca un menor solapamiento entre los orbitales magnéticos de los 
centros metálicos y los orbitales $ del ligando. Aún así, el intercambio 
magnético de 10 es algo más intenso que el del compuesto de la 
bibliografía. Esta diferencia podría explicarse por la desprotonación 
del guanazol en 10, lo que conduce a unas distancias de enlace Cu!N 
más cortas y, con ello, a un mayor solapamiento de los orbitales 
magnéticos. 

La figura III.24 muestra los espectros EPR (banda X) sobre muestras 
policristalinas de 9 (a) y 10 (b) registrados a varias temperaturas (ver 
detalles de las medidas en la sección experimental de este Capítulo). 

A temperatura ambiente los espectros muestran una señal axial-
quasi isotrópica cuya intensidad va disminuyendo con la 
temperatura, como cabe esperar para dímeros de Cu(II) con 
acoplamiento antiferromagnético [g medio ~ 2,10 a 100 K (9) y g medio ~ 
2,11 a 100 K (10)]. En ambos casos, a bajas temperaturas (T " 15K en 9; 
T " 50 K en 10) aparece otra señal, débil, correspondiente a las 
impurezas paramagnéticas.  

Los espectros EPR están de acuerdo, por tanto, con las 
propiedades magnéticas. 
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Tabla III.8. Parámetros magnéticos y estructurales para compuestos dinucleares de Cu(II) con puente bis(N1,N2-triazol) y anillo 
{Cu!N!N}2 plegado (para etiquetado ver esquema III.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

a Hdatrz = guanazol; bipy = bipiridina, bpt = 3,5-bis(piridin-2-il)-1,2,4-triazolato, av.= valores promedio, t.w. = esta Tesis. 
b Este compuesto tiene un anillo {Cu!N!N}2 planar y presenta uno de los valores de J más altos; se incluye aquí para proporcionar 
datos de  referencia. 

 

Compuesto a ! = N!Cu!N 
(av.) (°) 

"1 = Cu1!N1!N2 
(av.) (°) 

"2 = Cu2!N2!N1 
(av.) (°) 

Cu!!!Cu’ 
(Å) 

! J 
(cm!1) 

Ref. 

       
[Cu2(µ-Hdatrz)2(µ-OH2)(H2O)4(SO4)](SO4) (A) 92,4 122,2 120,8 3,495 94 122 

       

[Cu2(µ-datrz)2(µ-OH2)(bipy)2](ClO4)2 (10) 
 

88,7 
 

 
119,9 

 

 
118,1 

 
3,317 115 t. w. 

       
[Cu(µ-bpt)(CF3SO3)(H2O)]2 b 90,2 134,7 135,0 4,085 236 137 
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Figura III.24a 

 
 

                    
Figura III.24b 

Figura III.24a,b. Espectro EPR (banda X) para los complejos 9 (arriba) y 10 (abajo) a 
diferentes temperaturas. 
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III.C.4 Estudio de interacción con el ADN de 9 y 10 

Una vez completado la caracterización inorgánica, se procedió a 
comparar la interacción con el ADN de 9, 10 y el complejo de 
referencia [Cu(phen)2]2+. 

Como paso previo a los ensayos de interacción, se estudió la 
estabilidad de los compuestos 9 y 10 en disolución mediante el 
análisis por espectrometría de masas utilizando la técnica de 
electrospray (modo positivo). El procedimiento experimental se 
detalla en la sección experimental de este Capítulo. 

El espectro de masas del complejo 9 muestra un pico a m/z = 708 
asignable  a la especie {[Cu2(µ-Hdatrz)(phen)2(NO3)2]!H}+, lo que 
indica que el complejo está presente en disolución como catión 
dinuclear. Además, la envolvente isotópica del pico, analizada de 
forma inequívoca debido a la existencia de los isótopos 63/65Cu, está 
de acuerdo con la presencia de dos átomos de cobre y la fórmula 
empírica correspondiente, C26H20Cu2N11O6. 

Para el compuesto 10, el pico a m/z = 652, que presenta también la 
envolvente isotópica esperada para dos átomos de cobre, puede ser 
atribuido a la especie {[Cu2(µ-datrz)2(µ-H2O)(bipy)2]!H}+ 
(C24H25Cu2N14O1), confirmando así la existencia del catión  dinuclear 
en disolución. 

El estudio de interacción se realizó mediante las tres técnicas 
habituales: fluorescencia, viscosimetría y temperatura de 
desnaturalización térmica del ADN por espectrofotometría. Los 
resultados, resumidos en la tabla III.8, se discuten en los próximos 
apartados. 
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Tabla III.8. Parámetros experimentales de los estudios de interacción con el CT-ADN 
(viscosimetría, desnaturalización térmica y fluorescencia) para los compuestos 9, 10 y 
[Cu(phen)2Cl2]. 
 

a CT-DNA, valor de (!/!0)1/3 para: [compuesto] / [CT!DNA] = 0.1. 
b [CT-DNA]/[complejo] = 4. 
c C50 = concentración necesaria para reducir la fluorescencia al 50%. 
d Valor obtenido de la ecuación: KEB [EB] = [C50] Kapp. 

III.C.4.1 Temperatura de fusión del ADN 

Como se ha explicado en el Capítulo II, la interacción de complejos 
metálicos con el ADN puede producir una establización en la doble y 
por tanto aumentar el valor de Tm del ADN. El estudio consiste en 
registrar la absorbancia a 260 nm de una disolución ADN-compuesto 
que contiene una concentración fija de ADN y una concentración 
variable de compuesto, en el rango de temperaturas 25-90 ºC, tal y 
como se detalla en el apartado 1.3.1.2 de la Introducción general y en 
la sección experimental de este Capítulo. 

La figura III.25 muestra los desplazamientos de la temperaratura 
de fusión (Tm) como resultado de la asociación de cada uno de los tres 
compuestos con al CT ADN. En todos los casos se ha restado la 
absorbancia del complejo a 260 nm (por ello se representan 
absorbancias normalizadas). 

El "Tm producido por 9 es muy alto; es, incluso, notablemente 
superior al producido por la [Cu(phen)2]2+ (20 ºC frente a 9 ºC). Esta 
observación implica que la estabilización de la doble hélice producida 
por 9 es más pronunciada. Para el compuesto 10 se observa un "Tm de 
sólo 5 ºC, valor muy bajo en relación a los valores habituales de la 
bibliografía,112,141 lo que sugiere una interacción complejo-CT ADN 
débil. 

Compuesto 
Viscosimetríaa 

(!/!0)1/3 

!Tm 
(ºC)b 

C50 

(!M)c 

Kapp 

(M–1)d 

[Cu(phen)2Cl2] 1,20 9 17,5 6,5!106 

9 1,23 20 41,0 2,8!106 

10 1,00 5 111,3 1,0!106 
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Figura III.25. Estudio de temperatura de fusión del CT-ADN (100 µM): (línea negra) 
en ausencia de complejo; (línea roja) con complejo 10 (25 µM); (línea azul) con 
[Cu(phen)2]2+ (25 µM); (línea verde) con complejo 9 (25 µM) [1 mM tampón fosfato, I = 
2 mM NaCl (pH = 7,2)]. 

La literatura muestra que intercaladores clásicos como el bromuro 
de etidio aumentan de forma moderada el valor de Tm de la doble 
hebra (7,2 ºC);142,143 también que, agentes de unión a los surcos clásicos, 
como el Hoechst 33258 o la distamicina (o los heterociclos aromáticos 
relacionados), cargados positivamente, interaccionan de forma 
electrostática con los surcos, estabilizando así secuencias de ADN y 
produciendo un aumento considerable del Tm (>25 o 21 ºC, 
respectivamente).142,143 El gran "Tm  observado para 9 sugiere que 
ambos procesos de interacción, intercalación y unión al surco podrían 
tener lugar en este caso de forma simultánea. 
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III.C.4.2 Viscosimetría 

La bibliografía enseña que los intercalarores, pero no los agentes 
de unión a los surcos, producen un aumento en la viscosidad del 
ADN, por lo que se investigó a continuación el cambio de viscosidad 
producido por los tres compuestos. El estudio de viscosimetría se 
realizó según se detalla en el apartado 1.3.1.3 de la Introducción 
general y en la sección experimental de este Capítulo. 

Los resultados se muestran como una representación gráfica de 
(!/!0)1/3, donde ! es la viscosidad de la disolución tampón-ADN-
complejo y !0 es la viscosidad de la disolución tampón-ADN, frente a 
relaciones [complejo]/[ADN] crecientes. Los efectos producidos en el 
ADN por diferentes concentraciones de los complejos 9, 10 y 
[Cu(phen)2]2+  se recogen en la figura III.26. 

El estudio de viscosimetría (figura III.26) muestra que el 
compuesto 9 y la [Cu(phen)2]2+ se comportan de forma similar: ambos 
provocan un aumento comparable en la viscosidad del CT-ADN 
conforme aumenta la relación complejo:ADN, tanto en magnitud 
como en tendencia. En cambio, el compuesto 10 no produce variación  
de la viscosidad. Por tanto, las medidas de viscosidad indican que 9 
actúa como intercalante (en un grado parecido al de la [Cu(phen)2]2+) 
y que 10 no intercala.  

Considerando los resultados de los dos ensayos de forma conjunta 
se puede concluir que la asociación de 9 con el ADN combina 
intercalación y unión a los surcos a través de interacciones 
electrostáticas y/o enlaces de hidrógeno. 
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Figura III.26. Ensayo de viscosimetría para los complejos 9, 10 y [Cu(phen)2]2+. 
Condiciones: CT-ADN 50 µM, en presencia de 1, 3, 5, 7 and 10 µM de complejo [0,1 M 
tampón cacodilato, pH = 6,0]. 

III.C.4.3 Espectroscopia de fluorescencia 

La interacción de los tres compuestos con el CT-ADN se investigó 
también mediante ensayos de fluorescencia evaluando la intensidad 
de la emisión de fluorescencia del sistema EB-ADN con la adición de 
los compuestos. Como ya se ha venido indicando, si el complejo es 
capaz de desplazar al EB intercalado, la intensidad de emisión a 595 
nm se reduce. Se realizaron dos estudios diferentes, siguiendo el 
procedimiento que se describe en el apartado 1.3.1.1 de la 
Introducción general y en la sección experimental de este Capítulo: 

(i)  En el primero de ellos, cantidades variables del complejo se 
añaden a una disolución de ADN tratada previamente con bromuro 
de etidio (EB) (concentraciones fija). La figura III.27 muestra los 
resultados para cada uno de los compuestos. 
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Complejo 9  

Ksv = 5.9!103 M!1  

 

[Cu(phen)2]2+ 

      
Figura III.27a 

 

 
Figura III.27b 
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Complejo 10  

Ksv = 2.9!103 M!1  

 

 
Figura III.27c 

Figura III.27a,b,c. Espectro de emisión del EB unido al CT-ADN en ausencia (línea 
discontinua) y en presencia (línea continua) de: (a) complejo 9, (b) [Cu(phen)2]2+ y (c) 
complejo 10. Interior: Gráfica de Stern-Volmer. Condiciones: [CT-DNA] = [EB] = 50 
µM [0,1 M tampón cacodilato, pH = 6,0]. 

Los tres compuestos producen un desplazamiento parcial del EB 
del ADN. En el caso de 9 y 10 la disminución de fluorescencia 
respecto a la concentración de complejo sigue la ecuación de Stern-
Volmer #I0/I = 1 + Ksv [Q]$, lo que ha permitido determinar la 
correspondiente constante de quenching (o inhibición) Ksv a partir de 
la pendiente. Los valores obtenidos, Ksv = 5,9!103 M!1 para 9 y 2,9!103 
M!1 para 10, confirman que 9 tiene mayor afinidad que 10 por el 
ADN. En el caso de la [Cu(phen)2]2+ el comportamiento no es lineal 
(ver gráfica interior), y no se ha determinado la constante. 

(ii)  En el segundo experimento se realiza una valoración 
consistente en determinar la concentración de complejo necesaria 
para reducir al 50% (C50) la fluorescencia de emisión de una 
disolución de EB-ADN (figura III.28). Como ya se indicó en el la 
Introducción de esta Tesis Doctoral este parámetro permite calcular la 
constante de unión aparente, Kapp, mediante la expresión #KEB x [EB] 
= Kapp x [complejo]$:142–144 
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Figura III.28. Estudio de desplazamiento competitivo del EB del sistema EB-ADN por 
los complejos 9 , [Cu(phen)2]2+ y 10. Condiciones: CT-DNA 3 µM, EB = 3.78 µM [0,1 M 
tampón cacodilato, pH = 6,0]. 

En la figura se aprecia que los valores de C50  del compuesto 9 y de 
la [Cu(phen)2]2+ son claramente inferiores a los del compuesto 10 y, 
por tanto, las constantes de unión de 9 y [Cu(phen)2]2+ 
significativamente mayores que la de 10 (tabla III.8). Este experimento 
confirma una vez más la mayor afinidad de los dos compuestos de 
fenantrolina por el ADN. 
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III.C.4.4 Conclusiones de los estudios de interacción 

En base a los estudios realizados (datos recogidos en la tabla III.8), 
se puede concluir que el compuesto 9 y la [Cu(phen)2]2+ presentan 
mayor afinidad hacia el ADN que el compuesto 10. 

El compuesto 9 intercala de un modo similar a la [Cu(phen)2]2+ 
(ambos provocan un aumento comparable en la viscosidad del CT-
ADN). Los ensayos de actividad nucleasa con agentes específicos de 
los surcos (ver más adelante) indican que ambos compuestos 
interaccionan por el surco menor. Sin embargo, 9 produce un 
incremento en el Tm mucho mayor (20 ºC para 9 frente a 9 ºC para 
[Cu(phen)2]2+). Por tanto, la interacción de los dos compuestos con el 
ADN es diferente. En el compuesto 9, las atracciones electrostáticas 
con el esqueleto de azúcar-fosfato deben estar más favorecidas que en 
el caso de la [Cu(phen)2]2+ como resultado de la existencia de dos 
centros metálicos. Además, no se debe descartar la posible formación 
de enlaces de hidrógeno entre los grupos amino del µ-guanazol y los 
átomos aceptores de los surcos del ADN.145 

El compuesto 10 pese a no intercalar (no provoca aumento en la 
viscosidad del CT-ADN) produce una ligera estabilización de la doble 
hebra (5 ºC) y posee una Kapp media-alta.146 Esto implica que la 
interacción con el ADN se produce por otros mecanismos distintos a 
la intercalación tales como interacciones electrostáticas y/o enlaces de 
hidrógeno a través de los surcos, ya que se trata de un compuesto 
dinuclear y posee dos ligandos µ-guanazol capaces de establecer 
enlaces de hidrógeno con los surcos del ADN. 
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III.C.5 Estudio de actividad nucleasa convencional 

III.C.5.1 Actividad nucleasa en ausencia y en presencia de 
agentes reductores 

A continuación se estudió la actividad nucleasa de los compuestos 
9, 10 y [Cu(phen)2Cl2] mediante electroforesis en gel de agarosa a 
diferentes temperaturas de relevancia biológica.147–150 El corte del ADN 
se siguió mediante la transformación de pUC18 superenrollado 
(Forma I) a circular (Forma II) y lineal (Forma III), tal y como se 
detalla en el apartado 1.3.2 de la Introducción general. Las figuras 
III.29 y III.30 recogen los resultados obtenidos. 

a) En ausencia de agente activante (y en condiciones aeróbicas), 
a 35 ºC, ninguno de los tres compuestos estudiados produce corte 
significativo (figura III.29). Sin embargo, al aumentar la temperatura 
el compuesto 9 presenta ya cierta actividad nucleasa (comparar 

carreras a 35 y 50 ºC).* 

 

 

 

 

 

 

 

Figura III.29. Ensayo representativo de corte del plásmido pUC18 ADN (37,5 "M) 
tratado con CuCl2, [Cu(phen)2]2+, complejo 9 y complejo 10 a diferentes temperaturas 
(35, 40 and 50 ºC) [tampón 50 mM Tris-HCl, pH = 7.2, 2 h]. C1 corresponde al ADN 
control. 

 

                                                 
*El hecho de que la actividad de 9 aumente sustancialmente cuando la 
temperatura aumenta de 35 a 50 ºC sugiere que, como otros compuestos de 
Cu(II), este complejo puede ser capaz de cortar el ADN por mecanismo 
hidrolítico. 

   C1      CuCl2      [Cu(phen)2]2+                 9                          10          " 
                 40                 20                      20                         20             (µM) 
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b) En presencia de una pequeña cantidad de MPA (ácido 
mercaptopropiónico) como agente reductor (0,5x en exceso = 10 µM) 
(figura III.30), el compuesto 9 y la [Cu(phen)2]2+ cortan 
apreciablemente. Nótese que el compuesto 9 produce mayor 
conversión de la forma I a forma II que la [Cu(phen)2]2+ en las mismas 
condiciones de reacción. Esta actividad nucleolítica promovida por 
activación química es también dependiente de la temperatura, ya que 
a 50 ºC el compuesto 9 origina aproximadamente un 60% de forma 
circular (la [Cu(phen)2]2+, sólo un 35%).  

El compuesto 10 no produce corte significativo del pUC18 ni con 
MPA ni con H2O2 en todo el rango de temperaturas ensayado. Este 
comportamiento es similar al de otros compuestos ternarios de 
bipiridina de la bibliografía,146 que también carecen de actividad 
nucleasa. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figure III.30. Ensayo representativo de corte del plásmido pUC18 ADN (37,5 "M) 
tratado con CuCl2, [Cu(phen)2]2+ y los complejos 9 y 10, a diferentes temperaturas (35, 
40 and 50 ºC) en presencia de MPA (0,5x de exceso) [tampón 50 mMTris-HCl, pH = 
7.2, 2 h]. C1 corresponde al ADN control. 

III.C.5.2 Mecanismo de acción 

Seguidamente se realizó una aproximación al mecanismo de 
acción del compuesto 9 y la [Cu(phen)2]2+ mediante estudio de la 
actividad nucleasa en presencia de agentes captadores de ROS. El 
procedimiento experimental se explica en el apartado 1.3.2 de la 
Introducción general y en la sección experimental de este Capítulo.  

 

  C1     CuCl2    [Cu(phen)2]2+                 9                        10            " 
               40                20                     20                        20             (µM) 
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Los resultados sugieren (ensayo no mostrado) que para ambos 
compuestos al menos una especie ROS (" OH, O2

! y/o 1O2) está 
implicada en el proceso de escisión. En un ensayo adicional con 
neocuproína se confirmó la participación del Cu(I) en el proceso. Por 
tanto, el mecanismo de corte debe ser fundamentalmente oxidativo.  

En relación a la posible interacción de la nucleasa con los surcos del 
ADN, la bibliografía indica que en la [Cu(phen)2]2+ una unidad de 
phen intercala mientras que la segunda se aloja en el surco menor; el 
surco menor, por tanto, constituiría el sitio de unión y ataque de esta 
nucleasa química. El compuesto 9 y la [Cu(phen)2]2+ se incubaron 
aquí en presencia de Hoechst 33258 (agente del surco menor) y de 
verde de metilo (agente del surco mayor). La figura III.31 muestra que 
el corte no se ve alterado por el verde de metilo pero que el agente del 
surco menor Hoechst 33258 inhibe el corte de los dos complejos, 
aunque en menor grado el del compuesto 9. Esta experiencia apunta 
que el surco menor es el sitio de unión del ADN para ambas 
nucleasas, aunque con menor especificidad para 9. Probablemente, el 
compuesto 9 establece interacciones electrostáticas inespecíficas con 
los fosfatos externos (y tal vez también interacciones por enlaces de 
hidrógeno) cuando el surco menor se encuentra unido al agente. 

 

 

 

 

 
 
 

Figure III.31. Efecto de los agentes de unión a los surcos:  Hoechst 33258 (H, 40 "M) o 
verde de metilo (VM, 20 "M)] en el corte del ADN superenrollado por el complejo 9 y 
[Cu(phen)2]2+, donde [pUC18 DNA] = 37,5 "M, [MPA] = 20 "M durante 120 min a 35 
ºC [tampón 50 mM Tris-HCl buffer pH = 7,2]. C1 corresponde al ADN control. C2 
corresponde al corte del [Cu(phen)2]2+ en ausencia de agente inhibidor. C3 
corresponde al corte del complejo 9 en ausencia de agente inhibidor. (MPA: ácido 
mercaptopropiónico). 

    C1        C2         C3     [Cu(phen)2]2+           9             ## 
                                            H       VM        H      VM       Agente de unión 
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III.C.6 Estudio actividad nucleasa en presencia de QD 

III.C.6.1 Actividad nucleasa 

En una segunda fase, se investigó la posible sinergia/activación de 
los compuestos 9 y 10 por el mismo tipo de QDs previamente 
ensayados con la [Cu(phen)2]2+ (apartado III.B) 44,75,76,95. Los QDs 
usados en este experimento fueron sintetizados como se ha descrito 
anteriormente (apartado III.B.2.1) y consisten en nanopartículas 
hidrofóbicas del tipo corazón /coraza (CdSe / ZnS) encapsulados en 
micelas solubles de fosfolípidos (esquema III.2). 

El estudio se hizo incubando el compuesto problema más el QD a 
diferentes temperaturas (20-50 ºC) con el pUC18 durante 2 h. La 
degradación del ADN se evaluó a continuación mediante 
electroforesis en gel de agarosa, según el procedimiento experimental 
descrito en el apartado 1.3.2 de la Introducción general. 

La electroforesis de la figura III.32 muestra los resultados 
obtenidos para el compuesto 9, [Cu2(µ-Hdatrz)(phen)2(H2O)2(NO3)4]. 
Se observa que el compuesto 9 se activa fuertemente en presencia de 
QD (comparar figuras III.30 y III.32): cantidades 20 µM de compuesto 
9 combinadas con cantidades extremadamente pequeñas de QD (15 
nM) son capaces de generar ADN lineal a temperaturas bajas (20 ºC). 
Además, el ADN lineal es gradualmente degradado en fragmentos de 
tamaño cada vez más bajo, originando estelas en el gel de agarosa a 
temperaturas fisiológicamente relevantes. El grado de corte de 9 en 
presencia de QD es mayor que el producido por la misma cantidad de  
[Cu(phen)2]2+ en presencia de QD; es más, las diferencias entre la 
actividad de 9 y de la [Cu(phen)2]2+ son más acusadas en presencia de 
QD que en presencia de activante químico. De nuevo, la activación 
por QD es dependiente de la temperatura. 

El resultado más sorprendente de este ensayo, sin embargo, es que 
el compuesto 10, [Cu2(µ-datrz)2(µ-OH2)(bipy)2](ClO4)2, inactivo sin y 
con activantes químicos incluso a temperaturas altas, en presencia de 
cantidades 15 nM de QD exhibe actividad nucleasa (comparar 
figuras III.30 y III.32). Como ocurre para el compuesto 9, la activación 
es dependiente de la temperatura. Así, por ejemplo, a 40 ºC el 
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compuesto 10 ha convertido completamente el ADN superenrollado 
en circular y lineal. Bajo esas condiciones el QD no produce corte 
significativo del ADN y, a concentraciones más altas de la 
nanopartícula, la migración del ADN no se observa por la formación 
de aductos QD – ADN, que son retenidos en los pocillos. 

Concluyendo, el QD es capaz no sólo de potenciar una 
metalonucleasa {la [Cu(phen)2]2+ y el compuesto 9} sino también de 
transformar en activo un compuesto de Cu(II) que no corta per se ni 
con activación convencional (compuesto 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure III.32. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 ADN (37,5 "M) 
tratado con [Cu(phen)2]2+ y los complejos 9 y 10, a diferentes temperaturas (20, 30, 35, 
40 and 50 ºC) en presencia de QD (15 nM) durante 2 h [tampón 50 mM Tris-HCl, pH = 
7.2]. C1 : control ADN, C2: control ADN + QD.  

III.C.6.2 Mecanismo de corte y función del QD 

El estudio del mecanismo de ruptura e influencia de los QD en el 
mismo se realizó según el protocolo descrito en la sección 
experimental de este Capítulo. La figura III.33 recoge el resultado del 
mismo. 

En presencia de QD (figura III.33), los estudios de actividad 
nucleasa con agentes captadores de especies reactivas de oxígeno 
(ROS) muestran un efecto claramente inhibidor de la especie Tiron 
(captador de iones O2

!), indicando así que el corte producido en estas 
condiciones se produce por un mecanismo oxidativo. Además, la 
neocuproína inhibe la degradación del ADN, lo que apunta al Cu(I) 
como especie intermedia en el proceso de rotura oxidativa del ADN. 

 C1  C2    [Cu(phen)2]2+  + QD                          9  + QD                             10 + QD            " 
                                20                                   20                                        20                     (µM) 
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Figure III.33. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) 
producido por la [Cu(phen)2]2+ o el complejo 9 (20 µM) y 15 nM QD, en presencia de 
inhibidores, incubado en tampón Tris-HCl (50 mM, pH = 7,2) durante 2 h a 37 ºC. U = 
urea; Bu = t-BuOH; T = Tiron; P =  2,2,6,6-tetrametil-4-piperidona; N = neocuproína. 

III.C.6.3 Estudio de la actividad nucleasa de otros sistemas 
[M(phen)2]n+ en presencia de QD 

Con objeto de profundizar en el mecanismo de activación del QD 
se llevó a cabo un último ensayo complementario. 

Diversos autores afirman que la actividad del [Cu(phen)2]2+ 

depende del Cu(II).97 Con este precedente, en una última experiencia 
se incubaron mezclas de una disolución de phen con una disolución 
de M(II,III) [M = Cu(II), Co(II), Ni(II), Zn(II) o Fe(III)] en una 
proporción phen / Mn+ igual a 2:1, en diferentes condiciones: (i) sin 
agente activante, (ii) con MPA (ácido mercaptopropiónico), (iii) con 
ascorbato, y (iv) con QD. Los detalles de esta experiencia se recogen 
en la sección experimental de este Capítulo. La figura III.34 recoge los 
resultados.  

La figura muestra que el QD únicamente activa el sistema 
[Cu(phen)2]2+. En resumen, el QD es capaz de inducir la ruptura del 
ADN en presencia del compuesto de Cu(II) inactivo 10, pero no en 
presencia de especies [M(phen)2]2+ si Mn+ no es Cu(II). 

[Cu(phen)2]2+ (20 µM)  +  QD (15 nM)                   9  (20 µM)    +    QD (15 nM)       # 
  (-)       U       Bu        T        P          N           (-)       U      Bu        T        P         N    Inhibidor 
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Figure III.34. Ensayo representativo de corte del pUC18 ADN (37,5 "M) tratado con 
diferentes complejos [M(phen)2]n+(Mn+ = Cu(II), Fe(III) or Co(II)), a 35 ºC en ausencia 
de un agente activante, o en presencia de MPA (0,5x en exceso), ascorbato (0,5x en 
exceso) y/o QD (15 nM) durante 2 h [tampón 50 mM Tris-Hcl=  7.2]. C1: ADN control, 
C2: DNA + phen (40 "M) y C3 a DNA + QD (15 nM). MPA = ácido 
mercaptopropiónico, asc = ácido ascórbico. 

Una primera hipótesis sobre la función de los QDs en estos 
sistemas es que, las nanopartículas, como las histonas, en contacto con 
el ADN producen un cambio conformacional que aumenta las 
posiciones de unión ofrecidas a las nucleasas (esto es, el número de 
unidades nucleasa que entrarían en contacto con la doble hélice sería 
mayor).81–83,151 Las imágenes AFM del plásmido pUC18 tras la adición 
de QD (ver apartado III.B.3) muestran claramente la unión de los QDs 
a la doble hélice. El análisis de la sección del aducto QD – ADN 
sugiere que el ADN se enrolla alrededor de las nanopartículas 
proporcionando así evidencia experimental a la idea de que los QDs 
actúan como las mencionadas proteínas. De esta manera, el 
compuesto 10, con baja afinidad por el ADN, en presencia de QDs 
ubicaría sus centros Cu(II) en posición idónea para producir el corte 
oxidativo. Además, los ensayos con inhibidores sugieren también que 
el QD puede participar como agente reductor favoreciendo la 
generación de especies reactivas de oxígeno y de especies intermedias 
de Cu(I). Se pretenden realizar ensayos adicionales que confirmen la 
implicación del QD en la catálisis redox. 

En definitiva, con estos resultados proponemos que el papel del 
QD a la hora de promover la ruptura del ADN por las 
metalonucleasas de Cu(II) es múltiple y combina efectos estructurales y 
redox. Comparado con otros agentes activantes como el MPA o el 
H2O2, que se necesitan en concentraciones micromolares y sólo 
contribuyen a la generación de ROS, el QD parece ser más eficiente y 
versátil, requiriendo sólo concentraciones nanomolares. 

  C1     C2      C3              [Cu(phen)2]2+                       [Fe(phen)2]3+                    [Co(phen)2]2+        # 
                                       (-)   +MPA  +Asc   +QD       (-)    +MPA  +Asc   +QD      (-)    +MPA  +Asc    +QD 
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III.C.7 Conclusiones - Discusión 

Los resultados de este Capítulo pueden resumirse como sigue: 

1. Se han preparado y caracterizado estructuralmente dos 
compuestos ternarios de Cu(II) con guanazol y aminas aromáticas: el 
compuesto [Cu2(µ-Hdatrz)(phen)2(H2O)2(NO3)4] (9) y el compuesto 
[Cu2(µ-datrz)2(µ-OH2)(bipy)2](ClO4)2 (10), ambos dinucleares, con uno 
y dos puentes guanazol/ato, respectivamente. 

2. El compuesto 9, con dos centros Cu(II) unidos por un único 
puente, representa el primer ejemplo de un complejo discreto 
Cu!(NCN-triazol)!Cu’. Esta característica ha permitido calcular por 
primera vez la constante de acoplamiento antiferromagnético para 
este tipo de puente: J(µ2,4-trz) = —52 cm—1. El compuesto 10, con un 
sistema puente Cu!(N!N)2!Cu’ no planar, exhibe una constante de 
intercambio antiferromagnético alta: J(µ1,2-trz) = —115 cm—1. 

3. Se han evaluado las propiedades de interacción y corte con el 
ADN de ambos compuestos y se han comparado con las de la 
nucleasa [Cu(phen)2]2+: 

3.1 La actividad nucleasa del compuesto dicobre-bis(phen) (9) es 
ligeramente mayor que la del sistema [Cu(phen)2]2+. La intercalación 
en 9 es comparable a la observada para la [Cu(phen)2]2+ pero, 
probablemente, la posibilidad de formar enlaces de hidrógeno y la 
presencia de dos centros positivos en 9 permite una mejor interacción 
con el ADN. 

Estos resultados muestran que dos unidades de {Cu(phen)} conectadas 
adecuadamente pueden ser tan eficientes como una de 

{Cu(phen)2}.70,71,96,99,100 

3.2 El compuesto dicobre-bis(bipy) (10) muestra una débil 
interacción con el ADN y, subsecuentemente, escasa actividad 
nucleasa, con y sin agentes activantes convencionales. 
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4. Se ha evaluado la actividad nucleasa de los tres compuestos en 
presencia de QD. En los tres casos la presencia de QD produce un 
aumento dramático en las propiedades nucleolíticas. Esta activación 
es especialmente llamativa en el caso del compuesto 10, con poca 
afinidad por el ADN e inactivo, que se convierte en una nucleasa 
eficiente. 

El QD actuaría como una plataforma inorgánica a la que se une el ADN 
de forma no específica, de tal manera que la doble hebra se enrolla sobre la 
superficie curva de la nanopartícula, quedando así más expuesta al ataque de 
la nucleasa (ver figura III.35).82,83 El QD debe participarar también en la 
generación de especies redox activas actuando como un agente reductor. 

 

 
Figura III.35. Hipotética forma de interacción QD – ADN. 
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SECCIÓN EXPERIMENTAL 

Materiales y Reactivos 

Las sales de cobre, guanazol, 1,10-fenantrolina, óxido de cadmio, óxido de tri-n-
octil-fosfina, tri-n-butilfosfina, hexadecilamina, dietilzinc (1M en hexano), 
hexametildisilazano, cloruro de níquel(II), N-hidroxisuccinimida y N-N-
bis(carboximetil)-L-lisina fueron suministrados por Sigma. 1-Etil-3-[3’-
(dimetilamino)propil]carbodiimida fue suministrado por Ademtech. Ácido esteárico 
fue comprado de Fluka. Selenio en polvo fue suministrado por Alfa Aesar. 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenglicol)-2000] 
(PEG(2000)PE) y 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[amino(polietilen 
glicol)-2000] (DSPE-PEG(2000)Amine) fueron comprados a Avanti Lipids, Inc. 

El resto de reactivos químicos utilizados eran de alto grado de pureza, y fueron 
comprados de casas comerciales y usados tal y como se recibieron. Reactivos biológicos: 
Plásmido pUC18 (0,5 µg/µL, 750 µM en nucleótidos) en TE (Tris 10 mM and EDTA 1 
mM, pH = 8,0) fue comprado a Fermentas. Calf Thymus (CT-DNA), tipo XV, fue 
obtenido de Sigma.  

Instrumentos y Métodos 

El porcentaje de C, H y N fue determinado con un analizador elemental CE 
Instrument EA modelo 1110 CHNS del S.C.S.I.E de la Universitad de València. Los 
espectros infrarrojos se obtuvieron en un espectrofotómetro Mattson Satellite FTIR en 
la region enre 4.000 y 400 cm-1. Como diluyente para preparar las muestras, en forma 
de pastilla, se ha utilizado KBr. Los espectros de masas del complejo mediante la 
técnica de Electrospray en modo positivo (ESI+) se realizaron en el S.C.S.I.E de la 
Universitad de València. Para los espectros de baja resolución ESI-MS se utilizó un 
equipo Bruker Esquire 3000 plus LC-MS, mientras que para los espectros de alta 
resolución ESI-MS un equipo ABS Giex Triple TOF 5600. Las medidas de 
susceptibilidad magnética con variación de temperatura se realizaron sobre 
monocristales triturados usando un susceptómetro Quantum Interference Design 
(SQUID) en el rango de temperatura 1,9-300 K. Las correciones diamagnéticas de los 
átomos se estimaron a partir de las constantes de Pascal. Los espectros de resonancia 
paramagnética electronica se realizaron en un espectrómetro Bruker ELEXSYS 
operando en la banda-X (frecuencia: 9,5 GHz, longitud de onda: 3,2 cm, campo H0: 
3.400 Gauss) en el rango de temperaturas de 10-300 K. Los estudios de microscopía de 
transmisión electrónica (TEM en inglés) fueron realizados en un microscopio 
electrónico del tipo JEOL JEM-2011 a 200 kV. Las muestras fueron preparadas 
mediante la deposición de una gota de la disolución de nanocristal en un grid de cobre 
recubierto con una película ultrafina de carbon. Tras la completa evaporación del 
disolvente se procedió a la medida. Los monocristales de los complejos 9 y 10 han sido 
medidos con un difractómetro Bruker X8 KappaAPEXII, en la Universidad de 
Santiago de Compostela. Los detalles de la toma de datos y refinamiento de las 
estructuras se indican en el Anexo. 
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Técnicas para el estudio de la interacción de QDs con el ADN 

Fluorescencia 

Los espectros de fluorescencia se registraron con un espectrofluorímetro JASCO 
FP-6200 a temperatura ambiente. El experimento consistió en la adición de alícuotas 
de una disolución de CT-ADN sobre una disolución de trabajo de QD (600 nM) en 
tampón cacodilato (0,1 M, pH 6,0). Después de cada adición, se registró la emisión de 
fluorescencia del QD en el intervalo 580-700 nm mediante la excitación de la 
disolución a 400 nm. 

Electroforesis en gel de agarosa 

El estudio se basó en la incubación de muestras pUC18 ADN – QD a 
concentraciones fijas de ADN (37,5 µM) y concentraciones variables de QD (0-250 nM) 
en tampón cacodilato (0,1 M, pH = 6,0). Paralelamente se prepararon las mismas 
muestras en presencia de NaCl (50 mM). A continuación se añadió a cada muestra una 
disolución (tampón de carga, 4 µL) compuesta de azul de bromofenol (0,25%), 
xilenecianol (0,25%), glicerol (30%), y EDTA (250 mM). A continuación, las muestras se 
cargaron en un gel de agarosa (0,8 %) en tampón TBE 0,5x (0,045 M Tris, 0,045 M ácido 
bórico y 1 mM EDTA) que contenía una concentración de 2 µL/100 mL de una 
disolución madre de bromuro de etidio de (10 mg/mL). Las muestras se separaron en 
el gel tras aplicar una corriente de 120 V durante 2 h. Las bandas se fotografiaron 
mediante una cámara UVIdoc HD2 (UVItec Cambridge). 

Para el estudio de recuperación se preparó una muestra pUC18 ADN – QD a una 
concentración de 37,5 µM de ADN y de 200 nM de QD. Tras la incubación, la muestra 
se dividió en dos: una se cargó directamente en el gel de agarosa tras previa adición 
del tampón de carga (0,8 %) y la otra se pasó por un kit de purificación de ADN (High 
Pure PCR Product Purification Kit, Roche Diagnostics, Germany) y posteriormente se 
trató igual que la primera muestra. 

Microscopía de Fuerza Atómica (AFM en inglés) 

Las medidas de AFM fueron realizadas en un microscopio JPK Nanowizard II 
AFM y se utilizaron cantílavos Nanoworld FM. Los aductos ADN – QD fueron 
preparados mediante la mezcla de 1 μL de pUC18 DNA (0,25 μg/μL), 2 μL de una 
disolución 600 nM de QD, y 237 μL de tampón (50 mM HEPES, pH 7,2), obteniendo 
un volumen final de 240 μL. Los aductos ADN – QD – complejo fueron preparados 
mediante la mezcla de 1 μL de pUC18 DNA (0,25 μg/μL), 2 μL de QD (600 nM), 4 μL 
del compuesto 9 (0,25 mM disolución stock), y 233 μL de tampón (50 mM HEPES, pH 
7,2), obteniendo un volumen final de 240 μL. El control de ADN consistió en 1 μL of 
pUC18 DNA (0,25 μg/μL) y 239 μL de tampón HEPES, y el control de QD consistió en 
2 μL de QD (600 nM) y 238 μL de tampón HEPES. A continuación, todas las muestras 
fueron incubadas a 37 ºC durante 2 h mediante el uso de un Termociclador. Para la 
inmovilización de la muestra, 30 μL de las disoluciones descritas anteriormentes se 
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añadieron a una superficie de mica funcionalizada previamente con una disolución 0,5 
μM de (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) durante 30 min con el fin de aumentar la 
afinidad de la muestra por la superficie de mica. Las muestras fueron incubadas 
durante 5 min en la superficie de mica, y posteriormente se lavó dicha superficie con 
300 μL de agua nanopura por triplicado (sin llegar a secar la superficie). 
Posteriormente, las muestras se dejaron en agua nanopura durante 30 min y a 
continuación se quitó toda el agua nanopura con una pipeta y se secó la superficie con 
una corriente de Ar. La adquisición de las medidas se realizó en aire y se utilizó el 
modo de contacto intermitente con una velocidad de medida de 0,5–1 Hz. 

Técnicas para el estudio de la interacción de los complejos con el 
ADN 

Fluorescencia 

Los espectros de fluorescencia se registraron con un espectrofluorímetro JASCO 
FP-6200 a temperatura ambiente. Se utilizó bromuro de etidio (EB) como referencia 
para determinar las propiedades de unión al DNA (Calf-Thymus DNA Tipo XV, CT-
DNA) de los complejos 9, 10 y [Cu(phen)2]2+. Se prepararon distintas disoluciones 
DNA-Complejo-EB (volumen final de 3 mL), que contenían distintas concentraciones 
de complejo (0, 10, 20, 30, 40 y 50 "M) y donde la concentración de EB y de CT DNA 
era de 50 "M en tampón cacodilato (0,1 M, pH= 6,0). Los espectros de emisión se 
registraron entre 530-670 nm y la longitud de onda de excitación se estableció en 500 
nm. Los resultados se presentan en forma de gráficos de Stern-Volmer, donde se 
representa el cociente de I0/IF frente a la concentración de complejo (donde I0 es el 
máximo de intensidad de emisión en ausencia de complejo e IF es el máximo de 
intensidad de emisión para cada una de las disoluciones que contienen complejo). 

Para los estudios de desplazamiento competitivos, los experimentos se realizaron 
mediante la adición de alicuotas de los diferentes complejos en una disolución 3 µM 
CT-DNA ("260= 13,200 M(bp)!1 cm!1) y 3,78 µM EB en tampón cacodilato (0,1 M, pH = 
6,0) hasta que la fluorescencia inicial disminuyó al 50 %. Las disoluciones stock de los 
complejos 9, 10 y [Cu(phen)2]2+ fueron preparados en el mismo tampón a una 
concentración 0,5 mM. Las longitudes de onda de excitación y emisión se fijaron a 500 
y 595 nm, respectivamente. Las constantes de unión aparentes se calcularon a partir de 
la ecuación: 

Kapp = KEB ! (3.78/C50) 

En donde KEB = 3!107 M!1. Este valor de KEB (a pH = 6,0) se calculó mediante el 
procedimiento descrito en la bibliografía.30 
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Temperatura de fusión del DNA 

Los experimentos para determinar la temperatura de fusión del DNA 
(temperatura a la cual el 50% de la molécula de DNA está desnaturalizada, Tm), se 
realizaron utilizando un espectrofotómetro UV-vis Agilent 8453 equipado con un 
regulador de temperatura Peltier Agilent 89090A. 

Para determinar la temperatura de fusión del DNA se registraron los espectros de 
absorción entre 210 y 1000 nm de muestras que contenían CT-DNA (100 "M) en 
ausencia o presencia de los compuestos 9, 10 y [Cu(phen)2]2+ (se usaron proporciones 
[CT-DNA]/[complejo] = 4) en tampón fosfato 1mM, NaCl 2 mM (pH = 7,2). Los 
parámetros se programaron para obtener una medida de absorbancia tras el aumento 
de 1˚ C en el intervalo de temperatura de 25-90˚ C.  

Los resultados aparecen en forma de gráfico que representa la absorbancia relativa 
(260 nm) frente a la temperatura. El valor de Tm es calculado por el software del 
ordenador. 

Viscosimetría 

Las medidas de viscosidad se realizaron a 25 ºC utilizando un viscosímetro 
Ubbelodhe semi-micro sumergido en un baño termostatizado Julabo ME16G. 

Se prepararon disoluciones de 4 mL que contenían distintas concentraciones de los 
complejos 9, 10 y [Cu(phen)2]2+ (0, 1, 3, 5, 7 y 10 "M) y una concentración de CT DNA 
fijada a 50 "M en tampón cacodilato (0,1 M, pH= 6,0). Los tiempos de elución se 
tomaron por triplicado para cada una de las disoluciones preparadas. Los valores de 
viscosidad se calcularon a partir de la expresión # = t – tb, donde t es el tiempo de 
elución para cada una de las disoluciones preparadas y tb es el tiempo de elución del 
tampón. Los resultados se representan en una gráfica de (#/#0)1/3 frente al cociente de 
la concentración de complejo y la concentración de CT DNA (# es son la viscosidad de 
la disolución de CT DNA- complejo, y #0 es la viscosidad de la disolución de CT DNA, 
en ausencia de complejo). 

Técnicas para el estudio de la actividad nucleasa 

Electroforesis en gel de agarosa 

En el apartado III.B de este Capítulo se ha recogido el estudio de actividad 
nucleasa del compuesto [Cu(phen)2]2+ y QD en ausencia y presencia de luz. En ambos 
casos, la habilidad de corte de los complejos se examinó mediante la conversión de 
pUC18 ADN superenrollado (Forma I) en las formas circular (Forma II) y lineal 
(Forma III) usando la técnica de electroforesis en gel de agarosa para separar los 
diferentes productos de corte. Las disoluciones del complejo de cobre(II) fueron 
preparadas antes de cada ensayo y mediante la disolución del producto cristalino en el 
tampón biológico empleado. 
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Para estudiar la activación de las nanopartículas a la [Cu(phen)2]2+ en ausencia de 
luz, las reacciones se realizaron mediante la mezcla de volúmenes adecuados de una 
disolución stock de 200 μM de [Cu(phen)2]2+, 0,5 μL de una disolución de pUC18 DNA 
(0,5 μg/μl, 1500 μM en nucleótidos), y cantidades adecuadas de tampón cacodilato 
(0,1 M, pH = 6,0) para completar un volumen de 18 μL. Después de 5 minutos de 
incubación, una disolución de micelas QDs fue añadida para conseguir la 
concentración deseada de complejo y QD (volumen total 20 μL). A continuación, las 
muestras fueron incubadas a 20 ºC y en ausencia de luz. 

Para los estudios en presencia de luz, las reacciones se prepararon de la misma 
manera y a continuación se introdujeron en un fotoreactor de tipo CCP-4V (Luzchem 
Research) provisto de 10 lámaparas LZC-vis con filtros rojos (impiden que pase la luz 
por debajo de 600 nm). 

La reacción en cada uno de los experimentos (ausencia y/o presencia de luz) se 
detuvo mediante la adición de una disolución (tampón de carga, 4 µL) compuesta de 
azul de bromofenol (0,25%), xilenecianol (0,25%), glicerol (30%), y EDTA (250 mM). A 
continuación, las muestras se cargaron en un gel de agarosa (0,8 %) en tampón TBE 
0,5x (0,045 M Tris, 0,045 M ácido bórico y 1 mM EDTA) que contenía una 
concentración de 2 µL/100 mL de una disolución madre de bromuro de etidio de (10 
mg/mL). Las muestras se separaron en el gel tras aplicar una corriente de 120 V 
durante 2 h. Las bandas se fotografiaron mediante una cámara UVIdoc HD2 (UVItec 
Cambridge). 

Las proporciones relativas de las diferentes formas del plásmido fueron 
cuantificadas mediante el programa ImageJ 1.34s (Wayne Rasband, National Institutes 
of Health, Bethesda, MD, USA). Un factor de correción de 1,31 fue utilizado para 
compensar la menor afinidad de la forma I por el bromuro de etidio.152 La proporción 
de cada ADN fue calculada dividiendo la intensidad de cada banda por el total de las 
intensidades de todas las bandas en una misma carrera. 

Para el estudio cinético del corte de ADN por el complejo [Cu(phen)2]2+ y el QD 
(concentraciones 10 µM y 75 nM respectivamente) las muestras de reacción fueron 
incubadas según se ha detallado anteriormente y detenidas a cada uno de los tiempos 
deseados mediante la adición de tampón de carga y posterior incubación en hielo. Los 
datos fueron ajustados a una reacción de primer orden definida por la ecuación que se 
presenta a continuación, donde S corresponde a la concentración de la forma 
superenrollada a un t determinado, S0 corresponde a la concentración inicial y kobs 
corresponde a la constante observada de primer orden de la ruptura de ADN de la 
forma I a la forma II. La constante observada fue expresada en min-1. 

S = S0 exp (-kobs t) 

En el apartado III.C de este Capítulo se ha recogido el estudio de actividad 
nucleasa de los compuestos 9, 10 y [Cu(phen)2]2+ en tres diferentes condiciones. De 
nuevo, la habilidad de corte de los complejos se examinó mediante la conversion de 
pUC18 ADN superenrollado (Forma I) en las formas circular (Forma II) y lineal 
(Forma III) usando la técnica de electroforesis en gel de agarosa para separar los 
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diferentes productos de corte. Las disoluciones de los complejos de cobre(II) fueron 
preparados antes de cada ensayo y mediante la disolución de producto cristalino en el 
tampón biológico empleado en cada ensayo. 

(i) Para comparar la actividad nucleasa de los complejos en ausencia de un agente 
activante, las reacciones se realizaron mediante la mezcla de 6 µL de una disolución de 
complejo (o CuCl2 como control), 0,5 µL de pUC18 DNA (0,5 µg/µl, 1500 µM pares de 
bases) y 13,5 µL de tampón (50 mM Tris-HCl, pH = 7,2), obteniendo un volumen total 
de 20 µL (concentraciones finales: 20 µM para 9, 10 y [Cu(phen)2]2+, 40 µM para CuCl2). 
A continuación, las muestras se incubaron a tres temperaturas diferentes (35, 40 y 50 
ºC) durante 2 h mediante el uso de un Termociclador. 

(ii) Para comparar la actividad nucleasa de los complejos en presencia de un 
agente activante, las reacciones se realizaron mediante la mezcla de 6 µL de una 
disolución de complejo (o CuCl2 como control), 0,5 µL de pUC18 DNA (0,5 µg/µl, 1500 
µM pares de bases), 6 µL de MPA (ácido mercaptopropiónico) en una concentración 
0,5 veces relativa a la concentración de cobre, y 7,5 µL de tampón (50 mM Tris-HCl, 
pH 7,2), obteniendo un volumen total de 20 µL (concentraciones finales: 20 µM para 9, 
10 y [Cu(phen)2]2+, 40 µM para CuCl2). A continuación, las muestras se incubaron a 
tres temperaturas diferentes (35, 40 y 50 ºC) durante 2 h mediante el uso de un 
Termociclador. 

 (iii) Para comparar la posible sinergía entre los QDs y los complejos de cobre, las 
reacciones se realizaron mediante la mezcla de 6 µL de una disolución de complejo, 0,5 
µL de pUC18 DNA (0,5 µg/µl, 1500 µM pares de bases), y 11,5 µL de tampón (50 mM 
Tris-HCl, pH 7,2). Después de 5 minutos, una disolución de QD fue añadida para 
alcanzar la concentración deseada de QD, obteniendo un volumen total de 20 µL 
(concentraciones finales: 20 µM para 9, 10 y [Cu(phen)2]2+). A continuación, las 
muestras se incubaron en un rango de temperaturas (desde 20 a 50 ºC) durante 2 h 
mediante el uso de un Termociclador. 

A continuación se procedió para cada tipo de experimento como se ha detallado 
anteriormente en el caso de las muestras del apartado III.B. 

Para estudiar el posible efecto del ion metálico en la activación del sistema 
complejo–QD, algunos derivados metal-bis-fenantrolina se formaron in situ y se 
ensayaron. Las reacciones se realizaron mediante la mezcla de 6 µL de una disolución 
de la sal metálica correspondiente [Cu(NO3)2#3H2O, Fe(NO3)2#9H2O o Co(NO3)2#6H2O] 
y 6 µL de fenantrolina en una proporción metal a ligando de 1:2. Tras 10 minutos, 0,5 
µL de una disolución de pUC18 DNA (0,5 µg/µl, 1500 µM pares de bases) y cantidades 
apropiadas de tampón (50 mM Tris-HCl, pH 7,2) fueron añadidas. A continuación, 
una disolución de agente activante (MPA, ascorbato o QD) fue añadida para alcanzar 
las concentraciones finales de metal y agente activante, alcanzando un volumen final 
de 20 µL (concentraciones finales: 20 µM para [M(phen)2]n+, 10 µM para MPA, 10 µM 
para ascorbato, y 15 nM para QD). Las muestras fueron incubadas a 37 ºC durante 2 
horas en un Termociclador y tratadas como se ha descrito previamente. 

Con el fin de investigar la presencia de especies reactivas de oxígeno (ROS en 
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inglés) en los productos de corte generados en presencia de MPA y por los posibles 
sitios de interacción entre los complejos y el ADN, diferentes agentes captadores de 
especies ROS y agentes de unión a los surcos se añadieron a las mezclas de reacción. 
Los agentes captadores utilizados fueron KI (0,4 M), Tiron (10 mM), y DABCO (0,4 M). 
Además, se empleó un agente quelante de cobre(I), neocuproína (100 µM), junto a los 
agentes de unión a los surcos Hoechst 33258 (40 µM) y Verde de metilo (20 µM). Las 
muestras se trataron tal y como se describe anteriormente en presencia de MPA. 

Con el fin de investigar la presencia de agentes ROS durante el proceso de corte 
del ADN en presencia de QD, diversos agentes captadores de ROS fueron añadidos a 
las mezclas de reacción. Los agentes captadores utilizados fueron urea (0,5 mM), t-
BuOH (4 µL), Tiron (10 mM) y 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidona (0,5 mM). Además, se 
ensayó la adición de neocuproína (100 µM). Las muestras fueron tratadas tal y como se 
describe en presencia de QD. 

Todos los resultados presentados en este Capítulo han sido realizados como 
mínimo por triplicado. 
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ANEXOS 
Anexo I. Figuras de Rayos-X 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S1. Compuesto 9 con etiquetado completo de los átomos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura S2. Compuesto 10 con etiquetado completo de los átomos. 
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Anexo II. Espectros infrarrojos (KBr) 

 

[Cu2(µ-Hdatrz)(phen)2(H2O)2(NO3)4] (9)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
[Cu2(µ-datrz)2(µ-OH2)(bipy)2](ClO4)2 (10) 
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Anexo III. Estudio de Rayos-X de los compuestos 9 y 10 

Detalles experimentales cristalográficos de los monocristales 
[Cu2(µ-Hdatrz)(phen)2(H2O)2(NO3)4] (9) y                                   
[Cu2(µ-datrz)2(µ-OH2)(bipy)2](ClO4)2 (10) 

   
Compound 9 10 
Empirical formula  C26 H25 Cu2 N13 O14 C24 H26 Cl2 Cu2 N14 O9 

Formula weight 870.67 852.57 
Temperature (K) 293(2) 293(2) 
Wavelength (Å) 0.71069 0.71073 
Crystal system, space group Triclinic, P-1 Monoclinic, P 2 1/c 
Unit cell dimensions   a(Å) 10.725(5) 16.2221(7) 
                                       b(Å) 12.310(5) 13.9144(7) 
                                       c(Å) 14.278(5) 15.4530(5) 
                                       $(°) 103.673(5) 90 
                                       %(°) 102.037(5) 109.799(2) 
                                       &(°) 108.806(5) 90 
Volume (Å3)  1648.7(12) 3281.9 
Z, Calculated density 
(mg/m3) 

2, 1.754 4, 1.726 

Absorption coefficient (mm-

1)  
1.381 1.533 

F(000) 884 1728 
Crystal size (mm) 0.32 x 0.25 x 0.20 0.05 x 0.03 x 0.03 
' range for data collection 
(deg) 

1.54 to 25.98 1.33 to 27.44 

Limiting indices -12<=h<=13 
-15<=k<=15 
-17<=l<=17 

-21<=h<=21 
-17<=k<=16 
-20<=l<=20 

Reflections 
collected/unique 

9696/6476 12830/7425 

Refinement method Full-matrix least-squares on F2 
Data / restraints / 
parameters 

6476/0/496 7425 / 0 / 479 

Goodness-of-fit on F2 1.078 1.083 
Final R indices [I>2((I)] (R1 , 
%R2) 

0.0603, 0.1631 0.0500, 0.1347 

R indices (all data) (R1 , %R2) 0.0921, 0.2029 0.0801, 0.1618 
Largest diff. peak and hole 
(e.A-3)  

0.642 and -0.825 0.878 and -0.625 
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Toma de datos. Resolución y refinamiento de las estructuras 
[Cu2(µ-Hdatrz)(phen)2(H2O)2(NO3)4] (9) y                                       
[Cu2(µ-datrz)2(µ-OH2)(bipy)2](ClO4)2 (10) 

A green prismatic crystal of 1 and dark-green crystal of 2 were mounted on a glass 
fiber and used for data collection. Crystal data were collected at 293(2) K, using a 
Bruker X8 Kappa APEXII diffractometer. Graphite monochromated MoK(alpha) 
radiation (&= 0.71073 Å) was used throughout. The data were processed with APEX2 
[I]. The structure was solved by direct methods using the program SHELXS-97 [II] and 
refined by full-matrix least-squares techniques againts F^2 using SHELXL-97 [II]. 

Positional and anisotropic atomic displacement parameters were refined for all 
nonhydrogen atoms. Hydrogen atoms attached to carbon and nitrogen atoms were 
placed in geometrically idealized positions and refined using a riding model. 
Hydrogen atoms on water molecules were located from difference Fourier maps and 
were also refined using a riding model. Some problem of disorder in the NO3 (1) /ClO4 
(2) groups gave rise to rather high Ueq. Criteria of a satisfactory complete analysis 
were the ratios of "rms" shift to standard deviation less than 0.001 and no significant 
features in final difference maps. Atomic scattering factors from "International Tables 
for Crystallography" [III]. Molecular graphics from DIAMOND [IV]. The details of 
crystallographic data and structure refinements parameters for complexes 1 and 2 are 
summarized in Table 1. Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) File No. 
901545 (1) and File No. 912352 (2) contain the supplementary crystallographic data for 
this paper. These data can be obtained free of charge from The CCDC at 
www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif. Crystallographic literature revision was 
performed with the help of CSD-Conquest [V]. 
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Durante los últimos años los químicos han mostrado un gran interés 
en el diseño de las denominadas “nucleasas hidrolíticas sintéticas”. El 
término se aplica a sistemas capaces de degradar ésteres fosfato y, de 
esta forma, emular la actividad de las enzimas hidrolasas o “nucleasas 
hidrolíticas naturales”. 

En este Capítulo se pretende profundizar en torno a este modo de 
corte del ADN. En la Introducción de este Capítulo IV (apartado 
IV.A) se detallan los factores claves que controlan la eficiencia 
catalítica del mecanismo de ruptura hidrolítico así como las estrategias 
abordadas en la bibliografía para el diseño de sistemas activos. 

A continuación, en el apartado IV.B se estudia el corte producido 
por un compuesto de un ligando dinucleante a un plásmido de ADN. 
El ligando se ha escogido por la probada actividad hidrolítica de sus 
complejos frente a sustratos modelo de ésteres fosfato. 
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Scheme 1. Depiction of the associative mechanism for nucleophilic cleavage of a phosphate diester.

1.4. Enzymes involved in hydrolytic cleavage of phosphate esters

Whilst the stability of phosphate ester bonds is critical to life, so
too is the capacity for cells to be able to efficiently manipulate these
bonds. As alluded to above, there are many fundamental processes
that are underpinned by the cleavage of phosphate esters and/or
the transfer of phosphoryl groups from one molecule to another.
In addition to intracellular signalling, facile P O bond cleavage is a
requisite for DNA repair, the degradation of foreign DNA and host
cell DNA following infection, RNA maturation, and energy storage
and production. Nature has managed to achieve this remarkable
feat through the evolution of a diverse range of enzymes that
are able to accelerate the rates of specific P O hydrolysis reac-
tions by factors of >1015 relative to their uncatalysed versions
in some instances [10]. Enzymes that catalyse the hydrolysis of
P OR bonds are broadly categorised according to the type of phos-
phate ester linkage they cleave. Phosphodiesterases promote the
cleavage of phosphodiester bonds, phosphotriesterases the cleavage
of phosphotriester linkages, and phosphatases the dephosphory-
lation of phosphate monoesters to produce inorganic phosphate
and alcohols—the reverse of the reaction catalysed by phosphory-
lases or kinases (although the latter use ATP as phosphate source,
not PO4

3−). In addition to these protein-based enzymes, there
are ribonucleic acid enzymes (ribozymes) that catalyse either the
hydrolysis of one of their own phosphodiester bonds (self-cleaving
ribozymes), or bonds in other RNAs.

Usually, the term phosphodiesterase is taken to refer to the clin-
ically significant cyclic nucleotide phosphodiesterases, however,
there are many other phosphodiesterase families, including phos-
pholipases C and D, sphingomyelin phosphodiesterase, autotaxin,
and, of particular relevance to this review, nucleases, which pro-
mote the cleavage of phosphodiester linkages in DNA and RNA. Of
the nucleases, those that cleave DNA are more specifically referred
to as deoxyribonucleases (DNases), whilst those that cleave RNA are
termed ribonucleases (RNases). The former plays a key role in the
repair of DNA, whose structural maintenance is critical for correct
cellular activity and the transmission of the genome from a cell
to its progeny. The degradation of RNA into smaller components
by RNases is likewise crucial for cell activity, since RNA levels are
linked to protein production.

The active sites of most nucleases contain divalent cations, such
as Mg2+, Ca2+, Mn2+ or Zn2+, which are essential for catalytic activ-
ity. However, the exact requirements in terms of the type and

number of metal ions vary considerably from one nuclease to
another [11].

Nucleases can also be subdivided on the basis of the posi-
tion at which they cleave their substrates. Exonucleases cleave one
nucleotide at a time from the 3′ or 5′ end of a substrate oligonu-
cleotide, whilst endonucleases cleave polynucleotides within their
chains. Restriction enzymes are endonucleases that cleave double-
stranded or single stranded DNA at specific recognition sequences
known as restriction sites. These can be further classified into three
groups, called Type I, II and III. Type I and Type III endonucleases
have complicated structures and require Mg2+ and ATP to func-
tion, in addition to S-adenosyl methionine in the case of the Type
I enzymes [12]. Type II endonucleases have simpler structures and
require only Mg2+ to function [12]. Amongst Type II endonucle-
ases, some contain a single metal binding site per subunit (e.g.,
BglII, EcoRI), whilst others have two binding sites per subunit (e.g.,
BamHI, BglI). One or more metal ions may participate in the catalytic
mechanism of Type II endonucleases [13,14].

EcoRI, which is isolated from strains of Escherichia coli, is proba-
bly the most extensively used nuclease in molecular biology. EcoRI
is a dimer, with each !" subunit consisting of a five-stranded "
sheet, ! helices, and an extension, called the “arm”, which wraps
around the DNA [15]. It specifically recognises the hexanucleotide
GAATTC due to 12 hydrogen bonds formed between the protein
and the bases, and employs a single Mg(II) centre to assist with
hydrolysis (Fig. 1). Another well studied nuclease is RNase H, which
cleaves the 3′-O P bond of RNA in DNA/RNA duplexes via a gen-
eral acid–base mechanism, assisted by a Mg(II) centre, to produce
3′-hydroxyl and 5′-phosphate terminated products (Fig. 2) [16].
Members of the RNase H family can be found in nearly all organ-
isms, and they are used widely in molecular biology laboratories,
e.g., to destroy the RNA template after first-strand complementary
DNA (cDNA) synthesis by reverse transcription.

Phosphotriesterases (PTEs) have no known natural substrates but
have evolved in bacteria to hydrolyse the P O bonds of various
synthetic organophosphates, including a number of agricultural
pesticides (e.g., paraoxon) [17]. There is considerable interest in
PTEs because of their potential to be used for detoxification of
chemical warfare agents, such as sarin and soman, which inter-
fere with the nervous system. PTE from Pseudomonas diminuta,
a Zn-containing metalloenzyme, is a noteworthy member of this
enzyme class because its structure has been solved (PDB 1HZY)
and its mechanism of action is relatively well understood [18,19].

Scheme 2. Cleavage of RNA via general base-catalysed intramolecular transesterification (A) followed by general acid-catalysed hydrolysis of the 2′ ,3′-cyclic phosphodiester
product (B).

IV.A INTRODUCCIÓN 

IV.A.1 La reacción de hidrólisis del ADN 

Los ésteres fosfato, en particular los mono y diésteres, son ubicuos 
en la Naturaleza y pueden encontrarse en el material genético, en 
coenzimas, en las reservas de energía y como intermedios en multitud 
de transformaciones Bioquímicas.1 Una característica importante de 
estos compuestos, y fundamental para su papel biológico, es su baja 
reactividad en condiciones fisiológicas.2 

Debido a ello, la constante de velocidad de hidrólisis del diéster 
fosfato del ADN no se ha podido medir de forma directa; la 
estimación más real sobre la reactividad del enlace fosfato del ADN 
hacia la hidrólisis espontánea (ataque de una molécula de agua al 
átomo de fósforo) corresponde a una vida media de 31 millones de 
años.3 

La hidrólisis de un éster fosfato del ADN es, en esencia, una 
reacción de sustitución sobre el átomo de fósforo: un nucleófilo (i.e. un 
grupo hidroxilo) ataca el átomo de fósforo del enlace fosfodiéster y, 
tras la formación de un estado de transición pentacoordinado y 
posterior salida del grupo saliente, se produce un corte en la hebra 
(Esquema IV.1). 

 

 

 

Esquema IV.1. Mecanismo propuesto para el corte nucleofílico de un diéster fosfato 
(Nu = Nucleófilo). 

Esta hidrólisis se caracteriza por un incremento de la carga 
negativa del grupo fosfato y, por tanto, la reacción puede beneficiarse 
de una catálisis electrofílica. De hecho, es de sobra conocido el efecto de 
aceleración inducido por los iones metálicos en el corte hidrolítico de 
ésteres fosfato,4–6 así como el papel esencial que juegan los iones 
metálicos o las cadenas de aminoácidos cargadas positivamente en el 
proceso de catálisis de los centros activos de las nucleasas.7–12 
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A modo general, los iones metálicos pueden facilitar el corte 
hidrolítico del enlace P-O fosfodiéster mediante (esquema IV.2): 

(i) Activación electrostática del grupo fosfato para el ataque 
nucleofílico. Esto incluye la estabilización del estado de transición. 

(ii) Activación intramolecular del nucleófilo (una molécula de agua 
unida a un metal es más ácida, y asegura una mayor concentración de 
anión hidróxido a pH neutro). 

(iii) Activación del grupo saliente (la coordinación con el oxígeno 
del alcohol disminuye el pKa del grupo saliente). 

 

 

 

 
 
 
 
 

Esquema IV.2. Formas de activación de la hidrólisis por iones metálicos. 

IV.A.2 Hidrólisis catalizada por nucleasas químicas 

IV.A.2.1 Rotura hidrolítica versus oxidativa 

El ADN es un sustrato resistente a la hidrólisis pero relativamente 
sensible al corte oxidativo. Por esta razón se hace necesario un estudio 
detallado del mecanismo de acción de las nucleasas artificiales 
cuando contienen iones metálicos de conocida actividad redox. Es el 
caso de los iones Cu(II) y Fe(III) que, bajo condiciones adecuadas, 
pueden cortar el ADN mediante un mecanismo oxidativo.13–15 Este 
proceso es generalmente tan eficiente que siempre compite con el 
corte hidrolítico. 

Como se detalló en el Capítulo II, una nucleasa oxidativa necesita 
la activación previa de un cofactor (reductor/oxidante) y oxígeno 
molecular para generar especies reactivas de oxígeno, que son las 
responsables de promover el corte de la doble hebra. Por ello, de 
forma general, las pruebas para evidenciar un mecanismo hidrolítico 
son:16 
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(i) El sistema muestra actividad nucleasa en ausencia de un 
agente activante. 

(ii) La actividad nucleasa del sistema no se inhibe en presencia de 
agentes captadores de radicales oxígeno. 

(iii) La actividad nucleasa del sistema no se inhibe en condiciones 
anaeróbicas. 

Estas evidencias se pueden reforzar mediante dos ensayos 
complementarios:  

(iv) Ensayo de ligación de los productos de corte mediante la 
enzima ligasa T4 (ver la introducción general de esta Tesis). 

(v) Identificación química de los productos generados mediante 
las correspondientes técnicas analíticas. 

IV.A.2.2 Hidrólisis por complejos bimetálicos “sencillos” 

El papel catalítico de los iones metálicos según el esquema IV.2 no 
requiere, en principio, ningún ligando o agente acomplejante. De 
hecho, si tenemos en cuenta que las dos propiedades más importantes 
ejercidas por un ión metálico en el mecanismo de corte son su acidez 
de Lewis y la estabilización de la carga negativa, en principio, los 
ligandos (especialmente aquellos cargados negativamente) deberían 
disminuir la actividad de los iones metálicos.  

Sin embargo, los iones libres no son sistemas catalíticos adecuados 
debido a que presentan actividades moderadas/bajas, problemas de 
toxicidad y solubilidad y, además, no son específicos en el corte. 

Por tanto, el diseño de complejos metálicos que potencien la 
actividad del metal resulta esencial. Las estrategias adoptadas en la 
bibliografía para aumentar dicha actividad se han centrado tanto en la 
mejora de su afinidad por el ADN como de su capacidad hidrolítica.  

Los mejores resultados se han obtenido con sistemas dinucleares. 
En la bibliografía se ha descrito que algunos de los sistemas 
bimetálicos más activos contienen ligandos capaces de permitir 
interacciones cooperativas entre los iones metálicos y el sustrato 
mediante activaciones de tipo ácido de Lewis.  
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Cooperativity in a bimetallic catalyst can be exploited also
to control nuclease activity, as recently reported by S. Hirota
and co-workers.46a The authors have connected two Zn(II)
complexes through an azobenzene photoswitch obtaining a
bimetallic catalyst that can be photoisomerized between the
trans and cis forms (Fig. 8). Both the trans and the cis form
bind with similar affinity to DNA (4.6 and 4.9 ! 104 M"1,
respectively) but only the cis isomer is able to cleave plasmid
DNA in a moderately efficient process. The switching on of
nuclease activity on going from the trans to the cis isomer has
been explained on the basis of a cooperation between the two
metal centers which is possible for geometrical reasons only in
the cis isomer. In the trans isomer the distance between the two
benzylic carbon atoms of the azobenzene chromophore is about
12 Å which is reduced to about 8 Å in the cis form thus allowing
a closer positioning of the two metal centers. The same concept
has been also demonstrated with a photoswitchable dicopper
complex.46b

A different design of a dimetallic catalyst is based on the
self-assembly of dimeric m-complexes made by kinetically
labile metal ions (at difference with the di-Co(III) complexes
described above). Fig. 9 illustrates two recent examples of this
class of compounds. The first one is a bis-phenanthroline

dicopper(II) bridged by a water molecule, an hydroxide, and
an acetate ion which has been independently described by the
groups of M. Kandaswamy47 and of A. R. Chakravarty.48

Complex 7 cleaves plasmid DNA hydrolytically (the T4 ligase
test is positive) with a good efficiency (kobs = 5.2 ! 10"4 s"1,
at 80 mM concentration, pH 7.2, 37 1C). One possible concern
is the stability of this m-bridged complex which may affect the
nature of the active catalyst. Indeed, in the presence of BNPP
the complex crystallizes in a monomeric form with the phosphate
bound to the metal ion.48 The second example is a di-Zn(II)
complex bridged by an oxalate anion.49 Complex 8 is moderately
active at high concentration (kobs = 8.9 ! 10"5 s"1, at 1.75 mM
concentration, pH 7.4, 37 1C) but shows an interesting tendency
toward double strand cleavage. The comparison with the
monomeric complex shows, however, that under saturation
conditions the kinetic benefit brought by the dimetallic complex
is only two-fold. Similar complexes based on Mn(II),50 Co(II)51

and Gd(III)52 have been also reported.
In many other cases bimetallic systems are not so efficient, in

particular when the reactivity is compared with the monomeric
model complex.53 Apparently, there are strict structural
requirements for dinuclear catalysts that still need to be
investigated. These requirements may be at least partly overcome
using a self-assembling approach in which the metal complexes are
free to find themselves the proper orientation. One example of such
systems involves the cooperation of metal complexes assembled on
the surface of nanoparticles (Fig. 10). A bis-(2-amino-pyridinyl-6-
methyl)amine (BAPA) functionalized thiol was assembled on the
surface of 2 nm diameter gold nanoparticles.54 The resulting
Zn(II) nanoparticles proved to be active in the cleavage of plasmid
DNA. Although the reactivity was not very high (rate constant
of 2 ! 10"6 s"1 at 37 1C, pH 7 and 15 mM complex
concentration) the nanoparticles were found to promote
double strand cleavage with direct conversion of the super-
coiled to the linear form.
Such behavior is typical of enzymes and can be ascribed to

the multivalent nature of the nanoparticle-based catalyst. In
fact, in the contact area between DNA and the nanoparticle
surface, several reactive sites are present so that simultaneous
attack on both strands is possible.

Fig. 7 Bimetallic ligands reported by Que (HXTA) and Liu (DTPB).

Fig. 8 Photoisomerization of the dimetallic complex 6.

Fig. 9 Examples of di-metallic m-complexes.
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Entre estos sistemas destaca un complejo de Fe(III) y un derivado 
“dinucleante”: el 1,1,4,7,7-penta(2!-benzimidazol-2-il-metil)-
triazaheptano (DTPB), sintetizado por Liu y col. en 2002 (figura 
IV.1).17 El complejo, para el que se ha propuesto la estructura 
Fe2(DTPB)(!-O)(!-Ac)Cl(BF4)2, a concentraciones de 100 µM corta el 
plásmido pBR322 ADN a una kcat = 2,1x10-3 s-1 (37 ºC y pH = 7,0). Este 
valor corresponde a una vida media de 5 minutos, lo que le sitúa 
entre los sistemas hidrolíticos más eficientes hasta el momento.18 
Además, el complejo muestra una constante de afinidad por el ADN 
importante (1x105 M–1), presumiblemente debido a las cargas 
positivas aportadas por los dos centros metálicos de la estructura. La 
comparación con otros complejos dinucleares indica que el puente µ-
oxo y la presencia del ligando lábil BF4– juegan un papel importante 
en su reactividad: el primer factor asegura la distancia intermetálica 
adecuada, mientras que el segundo genera posiciones libres de 
coordinación que permiten la interacción con el sustrato. 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

Figura IV.1. Ligando “dinucleante” DTPB, diseñado por Liu y col.17 

Una estrategia diferente para obtener sistemas dinucleares se basa 
en la formación de complejos con ligandos puente. La figura IV.2 
muestra un ejemplo reciente de esta clase de compuestos. Se trata de 
un complejo dinuclear de Cu(II), descrito de forma independiente por 
los grupos de Kandaswamy19 y Chakravarty,20 constituido por dos 
fenantrolinas, dos iones Cu(II) y tres ligandos puente: una molécula 
de agua, un anión hidróxido, y un anión acetato. 
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Cooperativity in a bimetallic catalyst can be exploited also
to control nuclease activity, as recently reported by S. Hirota
and co-workers.46a The authors have connected two Zn(II)
complexes through an azobenzene photoswitch obtaining a
bimetallic catalyst that can be photoisomerized between the
trans and cis forms (Fig. 8). Both the trans and the cis form
bind with similar affinity to DNA (4.6 and 4.9 ! 104 M"1,
respectively) but only the cis isomer is able to cleave plasmid
DNA in a moderately efficient process. The switching on of
nuclease activity on going from the trans to the cis isomer has
been explained on the basis of a cooperation between the two
metal centers which is possible for geometrical reasons only in
the cis isomer. In the trans isomer the distance between the two
benzylic carbon atoms of the azobenzene chromophore is about
12 Å which is reduced to about 8 Å in the cis form thus allowing
a closer positioning of the two metal centers. The same concept
has been also demonstrated with a photoswitchable dicopper
complex.46b

A different design of a dimetallic catalyst is based on the
self-assembly of dimeric m-complexes made by kinetically
labile metal ions (at difference with the di-Co(III) complexes
described above). Fig. 9 illustrates two recent examples of this
class of compounds. The first one is a bis-phenanthroline

dicopper(II) bridged by a water molecule, an hydroxide, and
an acetate ion which has been independently described by the
groups of M. Kandaswamy47 and of A. R. Chakravarty.48

Complex 7 cleaves plasmid DNA hydrolytically (the T4 ligase
test is positive) with a good efficiency (kobs = 5.2 ! 10"4 s"1,
at 80 mM concentration, pH 7.2, 37 1C). One possible concern
is the stability of this m-bridged complex which may affect the
nature of the active catalyst. Indeed, in the presence of BNPP
the complex crystallizes in a monomeric form with the phosphate
bound to the metal ion.48 The second example is a di-Zn(II)
complex bridged by an oxalate anion.49 Complex 8 is moderately
active at high concentration (kobs = 8.9 ! 10"5 s"1, at 1.75 mM
concentration, pH 7.4, 37 1C) but shows an interesting tendency
toward double strand cleavage. The comparison with the
monomeric complex shows, however, that under saturation
conditions the kinetic benefit brought by the dimetallic complex
is only two-fold. Similar complexes based on Mn(II),50 Co(II)51

and Gd(III)52 have been also reported.
In many other cases bimetallic systems are not so efficient, in

particular when the reactivity is compared with the monomeric
model complex.53 Apparently, there are strict structural
requirements for dinuclear catalysts that still need to be
investigated. These requirements may be at least partly overcome
using a self-assembling approach in which the metal complexes are
free to find themselves the proper orientation. One example of such
systems involves the cooperation of metal complexes assembled on
the surface of nanoparticles (Fig. 10). A bis-(2-amino-pyridinyl-6-
methyl)amine (BAPA) functionalized thiol was assembled on the
surface of 2 nm diameter gold nanoparticles.54 The resulting
Zn(II) nanoparticles proved to be active in the cleavage of plasmid
DNA. Although the reactivity was not very high (rate constant
of 2 ! 10"6 s"1 at 37 1C, pH 7 and 15 mM complex
concentration) the nanoparticles were found to promote
double strand cleavage with direct conversion of the super-
coiled to the linear form.
Such behavior is typical of enzymes and can be ascribed to

the multivalent nature of the nanoparticle-based catalyst. In
fact, in the contact area between DNA and the nanoparticle
surface, several reactive sites are present so that simultaneous
attack on both strands is possible.

Fig. 7 Bimetallic ligands reported by Que (HXTA) and Liu (DTPB).

Fig. 8 Photoisomerization of the dimetallic complex 6.

Fig. 9 Examples of di-metallic m-complexes.
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Figura IV.2. Complejo dinuclear de Cu(II) con actividad nucleasa hidrolítica, descrito 
por Kandaswamy19 y Chakravarty.20 

El compuesto corta el plásmido pUC19 ADN de forma hidrolítica 
(el test de la ligasa T4 es positivo) a una concentración 80 µM con una 
gran eficiencia (kcat = 5,2x10-4 s-1, pH 7,2 y 37 ºC). Un problema de 
estos sistemas con centros metálicos unidos por ligandos puente es su 
posible disociación en disolución; de hecho, en presencia de un 
sustrato modelo de fosfato [BNPP, bis(4-nitrofenil)fosfato] este 
compuesto cristaliza en su forma monómera con el fosfato unido al 
ión metálico.20 

IV.A.2.3 Hidrólisis por complejos conjugados con agentes de 
interacción del ADN 

La segunda estrategia para aumentar la actividad de corte de un 
agente hidrolítico consiste en la incorporación de un ligando con 
conocida afinidad hacia la doble hebra. De esta forma se mejora el 
factor limitante de este tipo de sistemas: la interacción nucleasa-
ADN.21 Resumiremos a continuación los tres grupos de compuestos 
más destacados. 

IV.A.2.3.1 Con agentes intercaladores 

La estrategia más obvia consiste en la inclusión de grupos con 
capacidad intercalante en la estructura del ADN. Sin embargo, el 
diseño de estos sistemas no es trivial y, en muchos casos, la 
conjugación con un intercalador no produce una mejora en la 
actividad del sistema.  

Así, Tonellato y col.22 han estudiado la actividad de una serie de 
complejos Zn(II)-tach-antraquinona (tach = cis-1,3,5-
triaminociclohexano) en los que el tach está enlazado a la 
antraquinona con distintos espaciadores alquilo de diferente longitud 
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A second very recent example of this approach has been
provided by B. König and co-workers.55 They investigated the
reactivity of the mono and dimeric lipophilic Zn(II) complexes,
illustrated in Fig. 11, embedded in micellar and vesicular
aggregates. Both the complexes are very active in the cleavage
of BNPP and moderately reactive toward plasmid DNA and
also single stranded DNA. In the case of plasmid DNA the
vesicular dimetallic catalyst (1 ! 10"4 M Zn(II)) at pH 7.4 and
40 1C is able to cleave completely form I in 38 h, giving forms
II/III but also smaller fragments. The observed high activity of
the self-assembled catalysts is explained on the basis of the
high local concentration of coordinated Zn(II) ions either in
the metallomicelles or in tightly packed domains of metal
complexes embedded in the bilayer membranes of the vesicles,
together with the decreased polarity at the vesicle bilayer–water
interface, which facilitates the nucleophilic attack on the phospho-
diester substrate compared to bulk water. Interestingly, in the
cleavage of BNPP, the kinetic benefit on going from the mono-
meric to the dimeric Zn(II) complex is much lower in micellar and
vesicular aggregates (about 10 times) than in non-aggregate
complexes (2000 times). Apparently, in the aggregate the high
local concentration of catalyst promotes the cooperation
between two monomeric complexes which behave almost as
a preformed dimeric one.

Metal complexes–DNA binders conjugates

A second strategy to increase the affinity of a hydrolytic agent
for DNA is to increase the affinity through conjugation with
DNA binding units. The most obvious approach is the use of
intercalators. Indeed, the first example of an artificial system
with DNA hydrolytic cleavage activity already used this
strategy. The system was reported in 1987 by J. K. Barton
and co-workers56 and was based on a ruthenium intercalator

with two arms having the role of metal binding moieties
(Fig. 12a). The Zn(II) and the Cd(II) binuclear complexes of
this ligand cleaved plasmid DNA with high efficiency. After
5 hours of incubation at 37 1C and pH 8.5, 40% of the
supercoiled form is degraded in the presence of 7 mM catalyst with
a rate constant that can be roughly estimated to be 3 ! 10"5 s"1,
which is still remarkably high for a Zn(II) complex. Such an
activity calls for a positive role of the intercalator even though
no direct evidence was reported.
Subsequent examples showed however that the design of

these systems is not trivial. In several cases the conjugation with an
intercalator led to unaltered or even decreased reactivity. An
instructive example was reported byU. Tonellato and co-workers.57

The authors studied the reactivity of a series of cis–cis-
triaminocyclohexane Zn(II) complex–anthraquinone inter-
calator conjugates, linked by alkyl spacers of different length
(Fig. 12b). The complex of the derivative with a C8 alkyl
spacer cleaves supercoiled DNA 15-fold more efficiently than
the Zn–triaminocyclohexane complex lacking the anthraquinone
moiety (but the rate constant, measured at a 5 mM complex
concentration, is only 4.6 ! 10"6 s"1 at pH 7 and 37 1C).
Saturation kinetics have been observed with a binding constant
(Ka) of about 1 ! 10"4 M"1, in agreement with the reported
DNA affinity for anthraquinone. Comparison of the reactivity of
the different complexes showed a remarkable dependence of
DNA cleaving efficiency on the increase of the spacer length.
In the case of the shortest spacer (C4) no cleavage was observed,
indicating that the advantage derived by the increased DNA
affinity is cancelled out by the incorrect positioning of the
reactive group. A strong dependence of nuclease activity on the
length of the spacer was also recently reported by I. O. Kady and
co-workers in a family of cyclen–acridine conjugates.58

The nature of the intercalator is also important. Using
Zn(II)-binding-peptide-tethered intercalators, J. K. Barton
et al. reported substantial differences in reactivity.59 Likely,
their binding mode results in an incorrect positioning of the
reactive group in the complex with DNA. On the other hand,
Burstyn and co-workers compared the reactivity of Cu–TACN
complexes conjugated or not with intercalating moieties and
proposed that conjugation with intercalators may reduce the

Fig. 10 Cooperative catalyst self-assembled on gold nanoparticles.

Fig. 11 Mono- and dimetallic complexes investigated in micellar and

vesicular aggregates by König.

Fig. 12 Artificial nucleases exploiting the conjugation with interca-

lators reported by Barton (11) and Tonellato (12).
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complex reactivity at low concentrations by preventing productive
cooperation between mononuclear complexes when bound to
DNA.60

A different approach, which does not involve spacers, has
been described by Yang and co-workers who studied the
reactivity of the Zn[(phen)(dione)Cl]ClO4 complex (Fig. 13)
toward pBR322 plasmid DNA.61 In this case the ligand itself is
able to intercalate DNAwith a binding constant of 2.4! 104M"1

and the cleavage proceeds with a rate constant of 5.8! 10"5 s"1 at
pH 8.1, 37 1C, although at very high (3.0 mM) complex concen-
tration. Due to the nature of the ligand a direct comparison with a
non-binding complex is not possible but the authors report that
other complexes made by Zn2+ and phenanthroline are not active.
Similar results and a generally low reactivity were also reported by
A. Kumbhar and co-workers who investigated Cu(II) mixed
complexes with maltol and a family of ligands able to intercalate
DNA.62 A more reactive example is the Zn(quercetin)2 complex63

(Fig. 13), which at pH 7.2, 37 1C, and 100 mM concentration
cleaves supercoiled plasmid DNA with a rate constant of
1.7 ! 10"4 s"1, which corresponds to a half-life of about 1 hour.
Linearized DNA could be religated with the enzyme T4 ligase,
ruling out the possibility of oxidative mechanisms involving
phenoxyl radicals and confirming a pure hydrolytic cleavage.
Subsequent studies have demonstrated that Zn(quercetin)2 inter-
calates DNA and that it is biologically active against several cancer
cell lines.64 Remarkably, also the similar complexes of quercetin
withMn(II)65 andNi(II)66 show a hydrolytic activity comparable to
that of the Zn(II) complex.

Intercalation with DNA and metal ion complexation is
probably on the basis of the cleavage activity recently reported
for graphene oxide in the presence of metal ions.67 Nanosized
graphene oxide sheets are constituted by a single layer of
carbon atoms arranged in a hexagonal lattice with oxygen
containing functional groups. They are able to intercalate to
DNA thanks to the planar structure and to recruit metal ions
thanks to the presence of several carboxylic acid residues. In
the presence of millimolar concentration of Zn(II), Ni(II) and
Cu(II) a remarkable activity is observed, with the last metal ion
being the most active probably due to concurrent oxidative
processes. The mechanistic aspects have not been clarified yet
but the system is interesting for the use of this new and
versatile material.

In theory, the simultaneous use of the bimetallic and inter-
calator approaches should lead to highly reactive systems.
Surprisingly, such an approach has been rarely explored68

until recently, when X. Peng and J. Wang et al. investigated a
di-iron(III) complex bearing two acridine intercalators (Fig. 14).69

At pH 7, 37 1C, and 56 mM concentration, the complex produces
a cleavage rate of 6.6 ! 10"3 s"1. This corresponds to a half-life
of less than two minutes and merits a podium position in the
contest for the most reactive artificial agents. The two acridine
moieties are responsible of a 400-fold rate increase due to the
strong DNA binding (Ka = 7.6 ! 105). Enzymatic religation of
the produced fragments demonstrated the occurrence of a
hydrolytic process. Interestingly the same di-iron(III) complex
bearing a single acridine connected to the central phenol produces
only a 14-fold rate acceleration suggesting a more than additive
cooperation between the two acridine intercalators.70

Intercalators are not the only units suitable to increase the
affinity of the complex to DNA. The literature presents many
mono- and bimetallic complexes conjugated to several functional
groups that may increase DNA binding. Among them there
are positively charged groups that increase the affinity of the
hydrolytic agent due to the polyanionic character of DNA.
This approach was pioneered by Schneider and co-workers,
who studied the reactivity of cyclen–Co(III) complexes bearing
side chains terminating with a trimethyl ammonium group.71

At 37 1C and pH 7.0, they observed saturation kinetics.
Interestingly, while the maximum reactivity remains constant
within the series (kcat ca. 2 ! 10"4 s"1), the binding constant
increases with the length of the spacer (from 1.0 ! 103 M"1 in
the case of Co(cyclen)3+ to 5.5 ! 103 M"1 for the complex
with a C6 spacer). Further increments of the activity could be
obtained by adding a second alkylammonium and Co(III)–cyclen
groups.
Again peralkylammonium groups were recently employed

as elements to enhance affinity by Mao and co-workers.72

They synthesized two Zn(II) complexes of bipyridyl ligands
bearing ethylammonium or butylammonium groups in the 5,50

positions. The Zn(II) complex of the ethylammonium derivative
cleaves DNA at pH 7.2, 37 1C and 50 mM concentration with a
rate constant of 3.8 ! 10"5 s"1. The pH-reactivity profile shows
a maximum at pH 7.5. On the basis of the crystal structure of

Fig. 13 Zn-complexes which intercalate and cleave DNA.

Fig. 14 Dimetallic iron complex conjugates with two acridine inter-

calators reported by Peng and Wang.
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(figura IV.3). De todos ellos, sólo el sistema conjugado con un 
espaciador C8 muestra una actividad superior (15 veces) al sistema 
Zn(II)-tach, sin agente intercalante. Este resultado indica que la 
ventaja obtenida por el aumento de afinidad al ADN puede 
cancelarse, a su vez, por la posición incorrecta del centro catalítico a la 
hora de producir el corte sobre el ADN. 

 

 

 

 

 

Figura IV.3. Nucleasa artificial que aprovecha la incorporación de un intercalador, 
descrita por Tonellato y col.22 

En teoría, el uso de un agente bimetálico que, además, contenga 
ligandos intercaladores debería conducir a sistemas muy activos.23 
Recientemente, Peng, Wang y col. han diseñado un complejo 
dinuclear de Fe(III) con dos moléculas de acridina (figura IV.4).24  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura IV.4. Complejo bis-Fe(III) conjugado con dos intercaladores acridina, 
sintetizado por Peng y Wang.24 
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the complex, the authors suggest that the quaternary ammonium
groups (Fig. 15) are placed in the right position to interact with the
two negatively charged phosphate groups next to the one which
interacts with the metal ion. The same group has systematically
varied the substitution pattern of the bipyridyl Zn(II) complex using
trimethylammonium,73a protonable dimethylamine,73b guanidinium
moieties73c or Cu(II) as a metal ion.73d–f The overall picture
emerging from these studies confirms in terms of reactivity and
mechanism the picture described above. A similar reactivity
(estimated rate constant of 4 ! 10"5 s"1 at pH 7, 50 1C, 3 mM
complex concentration) is shown by the Zn(II) complex of
N,N0-bis(benzylhistidyl)diethylenetriamine featuring two amino
groups that are likely protonated at physiological pH.74

Part of the reactivity of the most remarkable mononuclear
Cu(II) complexes reported so far, such as the TACH–Cu(II)
complex75 and the neamine–Cu(II) complex,76 may be ascribed
to increased affinity. Both can reduce the half-life of supercoiled
DNA cleavage close to few minutes and show very high affinities
for the substrate that has been explained by assuming hydrogen
bonding or electrostatic interaction.

Another class of high affinity units for DNA is minor-groove
binders. Two new classes of conjugates between hydrolytic
metal complexes and such affinity units have been recently
described. The first one is based on hairpin polyamides, a wide
class of DNA ligands derived from non-proteinogenic amino
acids, such as N-methylpyrrole (Py), that can bind in a hairpin
conformation to the minor groove of double-stranded DNA.77

Conjugation of the polypyrrole subunit with the Zn(II) complex
of a bis(2-benzimidazolylmethyl)amine (IDB) ligand resulted in
a system (Fig. 16, 14) with improved DNA affinity and higher
hydrolytic activity with respect to the IDB–Zn(II) complex.78

However, although a kinetic analysis was not reported,
the system appears active only at high concentrations (above
0.6 mM). A higher activity and an interesting double strand
cleavage propensity were subsequently reported with a related
conjugate bearing a bis-cyclen–Zn(II)2 complex.79

The second type of conjugate is obtained by coupling metal
complexes and DNA or RNA nucleobases. An example is
the uracil–Zn(II)–cyclen conjugate reported by Lin, Yu and
co-workers (Fig. 16, 15).80 The system cleaves efficiently
plasmid DNA at very low concentration (4 mM) while the

Zn(II)–cyclen complex alone is completely inactive. A second
example is the copper(II)–bipyridine complex decorated with
nucleobases reported by Z.-W. Mao and co-workers (Fig. 16,
16).81 The most active in the family is the derivative functionalized
with thymine (16b) which cleaves plasmid DNA at 37 1C and
pH 7.5 with kcat = 1.1 ! 10"2 s"1 (KM = 1.27 ! 10"5 M).
This corresponds to an 80-fold rate acceleration with respect
to the simple analogue Cu(bpy)Cl2 and to a rate constant of
8.5! 10"3 s"1 at 10 mMcomplex concentration, which is currently
the new world record for hydrolytic cleavage. Control experiments
with radical scavengers and T4 ligase show that the cleavage is
authentically hydrolytic. Data obtained from CD studies, from
competition experiments with other DNA binders, and from
molecular modeling suggest that the conjugate binds to the minor
groove of DNA with the nucleobases inserted deeply into the
groove and the metal ion pointing outside toward the phosphate
backbone. This orientation, which allows a close interaction
between the metal ion and the phosphate, is probably on the basis
of the high reactivity observed.
More sophisticated and biologically minded systems have

been reported by the group of Franklin. They designed a 33-mer
peptide incorporating a DNA recognition sequence and a metal
ion binding site.82 The peptide folds in a helix–turn–helix (HTH)
motif where the two helices have been derived from the DNA
binding engrailed homeodomain while the turn reproduces the
sequence of the calcium binding site of calmodulin. Addition of
Ce(IV) or Eu(III) leads to the formation of a peptide–lanthanide ion
complex which retains the HTH tertiary structure. The Ce(IV)
complex (and to a minor extent also the Eu(III) complex) promotes
the cleavage of plasmid and linear double stranded DNA and the
reactivity of the complex is similar to that of the free ion. However,
while the uncomplexed ion cleaves randomly both the P–O30 and
P–O50 bonds, the peptide complex is regioselective for the P–O30

bond. Furthermore, modest sequence selectivity for T/C rich
sequences was also observed.
In a similar approach, Sugiura and co-workers have succeeded

in the preparation of zinc finger peptides with hydrolytic ability
toward phosphate esters by mutating some amino acid residues
involved in the coordination of the zinc ion (Fig. 17).83a

Fig. 15 Proposed structure and mode of action of the active form of

the Zn(II) complex studied by Mao.

Fig. 16 Metal complex conjugates with minor groove binders.
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El compuesto corta a una concentración de 54 µM con una 
constante de velocidad de 6,6x10-3 s-1 (37 ºC, pH 7). Este valor 
corresponde a una vida media de menos de dos minutos. Por tanto, 
este sistema es otro de los agentes artificiales más reactivos descritos 
hasta la fecha. El compuesto presenta una actividad 400 veces mayor 
que la del análogo sin los dos grupos acridina, y 14 veces mayor que 
la del análogo con un grupo acridina.25 La gran actividad es atribuida 
a su gran afinidad por el ADN, ya que presenta una constante de 
unión de 7,6x105 M-1. 

IV.A.2.3.2 Con agentes que presentan carga positiva 

La presencia de cargas positivas en la metalonucleasa aumenta la 
afinidad hacia el ADN, que es un polianión. 

Recientemente, Mao y col.26 han estudiado el efecto de incluir un 
grupo alquilamonio (carga positiva) sobre las posiciones 5 y 5’ de un 
complejo de Zn(II)-bipiridina (figura IV.5). Se han ensayado sistemas 
con grupos etilamonio y con grupos butilamonio. El derivado con 
grupos etilamonio muestra una mayor actividad nucleasa, y es capaz 
de degradar plásmido de ADN con una constante de velocidad de 
3,8x10-5 s-1 (50 µM complejo, 37 ºC y pH 7,2). 

En base a la estructura cristalina del compuesto, los autores 
sugieren que la disposición de los dos grupos amonio cuaternario 
permite la interacción con los grupos fosfato contiguos al grupo 
fosfato que interacciona con el centro metálico (figura IV.5). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura IV.5. Modo de interacción propuesto para el sistema Zn(II)-bipy-Et3N+, descrito 
por Mao y col.26 
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IV.A.2.3.3 Con agentes que contienen grupos que se unen al 
surco menor y/o a las nucleobases 

Otro enfoque consiste en conjugar el ligando con moléculas que 
presenten conocida afinidad por el surco menor. En este sentido, Mao 
y col. han desarrollado un complejo de cobre(II)-bipiridina decorado 
con diferentes nucleobases (Figura IV.6).27 El derivado con la 
nucleobase timidina es el más activo; es capaz de cortar el plásmido 
de ADN con una constante de velocidad de 1,1x10-2 s-1 (37 ºC y pH 
7.5). Este valor supone una velocidad 80 superior a la del derivado sin 
nucleobase [Cu(bipy)Cl2]. El compuesto de la figura IV.6 ostenta el 
récord actual de actividad de corte hidrolítico. La naturaleza hidrolítca 
del corte se ha confirmado con experimentos con agentes captadores 
de radicales y con el ensayo de la ligasa T4. 

Los datos obtenidos de estudios de dicroísmo cirular, de ensayos 
competitivos con otros agentes de unión al ADN, y de modelaje 
molecular sugieren que los complejos se unen al surco menor del 
ADN. Las nucleobases se insertan en el interior del surco, y el ión 
metálico queda posicionado hacia fuera del esqueleto de fosfato. Esta 
orientación, que permite la correcta interacción entre el ión metálico y 
el fosfato, debe ser la clave de la gran reactividad observada. 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.6. Complejos de Cu(II) derivados de la bipiridina, diseñados por Mao y col.27 
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IV.B UN LIGANDO DINUCLEANTE QUE 
CORTA EL ADN CON UN SOLO Mn+ O SIN 
NINGÚN Mn+ (M = METAL DE TRANSICIÓN)* 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV.B.1 Antecedentes y objetivos 

Entre los sistemas bimetálicos más activos a que nos hemos 
referido en el apartado IV.A.2.2. de la introducción destacan aquellos 
construidos con dos unidades quelantes unidas por un grupo 2-
propanol.28–31 Entre estos últimos se encuentran los formados con los 
ligandos L {L = 1,3-bis[bis(piridin-2-ilmetil)amino]propan-2-ol} y L—
NH2 , su análogo con grupos amino (Esquema IV.3). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Esquema IV.3. Ligandos L y L—NH2. L es el ligando con el que se ha realizado el 
estudio descrito en este capítulo. 

                                                 
*Los resultados que se presentan a continuación han sido objeto de la siguiente 
publicación: J. Hernández-Gil, S. Ferrer, E. Salvador, J. Calvo, E. Garcia-España, J. 
C. Mareque-Rivas, Chem. Comm. 2013, 49, 3655-57. 
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En base a la clasificación realizada anteriormente, L se encuentra 
situado en el grupo de ligandos “dinucleantes” con un grupo funcional 
actuando como conector entre dos centros metálicos. Además, L 
posee cuatro grupos piridina que pueden aportar una funcionalidad 
adicional al ligando a la hora de promover la hidrólisis de los ésteres  
fosfato. 

La actividad nucleasa del compuesto dinuclear Zn2-L y del 
análogo Zn2-L—NH2 ha sido ampliamente estudiada con sustratos 
modelo del ARN [bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (BNPP), dinucleótidos de 
ARN (NpN)  o con el 2-hidroxipropil-4-nitrofenilfosfato (HPNPP)].32–

38 Ambos compuestos de Zn(II) han mostrado una elevada capacidad 
hidrolítica. Se ha comprobado también que L—NH2 es capaz de 
promover el corte de estos sustratos combinado con otros iones 
metálicos tales como Cu(II), Ni(II) y Co(II).37 El corte hidrolítico de 
estos compuestos modelo libera el anion 4-nitrofenol, el cual, debido a 
su intensa absorbancia a 400 nm ("480 = 18.700 M−1 ! cm−1) permite 
fácilmente el seguimiento de la actividad nucleolítica mediante 
espectroscopia UV-visible.39 

No existen, sin embargo, estudios de esta actividad frente a 
plásmidos de ADN. De hecho, una revision cuidadosa revela que la 
mayoría de los estudios de la bibliografía sobre nucleasas hidrolíticas 
se basan en el corte de sustratos modelo.18,28 Por otro lado, se han 
descrito ejemplos para los que el compuesto, activo frente a modelos, 
no lo es frente al plásmido;27,40–43 este hecho estaría relacionado con la 
imposibilidad de interaccionar adecuadamente con el ADN o el ARN. 

Por todo esto, y basándonos en nuestra experiencia, hemos 
abordado en este capítulo el estudio de la actividad nucleasa de los 
complejos del ligando L frente a plásmido pUC18 ADN, mediante la 
técnica de electroforesis en gel de agarosa. Además, hemos 
completado el estudio con ensayos de interacción con un sustrato real, CT 
ADN, mediante fluorescencia. Finalmente, y dada la influencia de la 
naturaleza del metal en las propiedades catalíticas,13 se ha testado la 
actividad con varios cationes metálicos: Co(II), Fe(III), Cu(II), Zn(II) y 
Ni(II). 
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IV.B.2 Caracterización de las disoluciones M+L 

Los ligandos estudiados L y L’ (ver más adelante) fueron 
sintetizados en el laboratorio del profesor Mareque-Rivas, según 
métodos descritos en la bibliografía.36,44 

Los sistemas ensayados se prepararon mezclando cantidades 
adecuadas de M(NO3)n (n = 2,3) [M siendo Co(II), Fe(III), Cu(II), 
Zn(II) o Ni(II)] en agua, con disolución de L (o L’) en metanol, en 
proporciones molares 1:1 ó 2:1. El pH de la disolución se fijó mediante 
el uso de un tampón (50 mM HEPES, pH 7,0).  

En el estudio de interacción y corte con el ADN la primera 
cuestión que se nos plantea es qué especies están presentes en la 
disolución mezcla. 

En la bibliografía existen diversos trabajos que evidencian la 
naturaleza dinucleante de L. Por ejemplo, Yashiro y col.,32 basándose en 
estudios de 1H RMN, concluyen que una disolución acuosa de una 
mezcla 2:1 de Zn(NO3)2 y L conduce de forma prácticamente 
cuantitativa a un complejo dinuclear de zinc. Posteriormente 
Kinoshita y col.35 describen la estructura cristalina de  [Zn2L]!PNPP+ 

(HPNPP es un modelo de ésteres fosfato, esquema IV.4) y 
[Zn2L]!(OAc)2+, y confirman la estructura del complejo dinuclear, con 
los dos iones metálicos unidos a dos átomos de nitrógeno y a un 
átomo de oxígeno del grupo alcóxido del propio ligando, el cual actúa 
como un ligando puente. También se han descrito diferentes 
estructuras dinucleares con Cu(II) y Fe(II): [Cu2(L)(OAc)]2+, 
[Cu2L2(OAc)]2+ y [Cu2(L3)(OAc)(H2O)]2+, con L2 y L3 siendo ligandos 
dinucleares análogos a L, y [Fe2(L4(OOCAr)]2+ y [Fe2(L4(OOCAr)2]+ 
siendo L4 un derivado de L y OOCAr un carboxilato de un 
compuesto aromático.45 Por último, también existe una estructura 
dinuclear para el Co(II): [Co2L]!BNPP2+, en la que BNPP es otro 
modelo de éster fosfato.46 

 

 

 



Capítulo IV 

 426 

904 D. Desbouis et al. / Coordination Chemistry Reviews 256 (2012) 897–937

Fig. 6. Non-natural substrates commonly used to assess the ability of metal complexes to cleave phosphate esters.

that only a catalytic amount of the metal was needed, and postu-
lated that cleavage involved nucleophilic attack of a Pb(II)-bound
hydroxyl group on the phosphodiester bonds, with decomposition
observed to be many orders of magnitude faster at pH 7.4 than at pH
5.0. For some metal ions, it was hypothesised that cleavage is also
facilitated by electrophilic activation, whereby the metal binds to
a phosphate oxygen, rendering the phosphorus centre more elec-
tropositive through polarisation of the P O bond (although in the
case of Pb(II)-induced cleavage of RNA, this was later shown not
to be the case) [54]. Early observations such as these, inspired
researchers to prepare and test the cleavage activity of coordina-
tion complexes in a quest to understand the factors influencing
reactivity and to harness this reactivity for practical applications.

2.2. Complexes without ancillary groups

2.2.1. Mononuclear complexes
In 1983, Sargeson’s group reported a complex incorporat-

ing a phosphate monoester, cis-[(en)2Co(OH)(O3POC6H4NO2)]2+

(en = 1,2-diaminoethane, Fig. 4), and measured the rate of hydroly-
sis of the coordinated phosphate ester by 31P NMR spectroscopy
and 18O water-labelling experiments [50]. A major motivation

for this work was to gain insight into the mechanism by which
enzymes, such as AP, are able to accelerate the hydrolysis
of phosphate esters. The initial step was proposed to involve
intramolecular attack of the coordinated hydroxide on the phos-
phorus centre, leading to formation of a trigonal bipyramidal
phosphorane transition state or intermediate, which then collapses
to form 4-nitrophenol and [(en)2Co(O2PO2)]. The observed rate
constant (kobs) for formation of 6-nitrophenol was 7.8 × 10−4 s−1

at pH 9–11.6 and 25 ◦C. In a subsequent study, the correspond-
ing iridium(III) complex was shown to be 500-fold less reactive
(kobs ∼ 2 × 10−6 s−1 at pH 8 and 25 ◦C). However, the rate of
cleavage of the diester in cis-[(en)2Ir(OH)(OP(O)(OC6H4NO2)2)]+

(kobs = 2.51 × 10−4 s−1 at 25 ◦C) was similar to that observed for
cis-[(en)2Co(OH)(O3POC6H4NO2)]2+[55]. A similar Co(III) com-
plex cleaves adenosine monophosphate (AMP) [56]. In this case,
stirring of two equivalents of [(trpn)Co(OH2)2]3+ (trpn = tris(3-
aminopropyl)amine, Fig. 7) with the disodium salt of AMP in water
at 25 ◦C for about 6 h gave adenosine and [((trpn)Co)2PO4]3+ in
quantitative yield.

A limitation of these complexes was that catalytic turnover
could not be achieved because the kinetic inertness of Co(III) and
Ir(III) prevented dissociation of the phosphate-containing cleavage

Fig. 7. Simple chelating ligands employed in early enzyme mimetic studies.
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Esquema IV.4. Estructura de los sustratos modelo HPNPP y BNPP. 

Estos trabajos confirman la naturaleza dinucleante del ligando L. 
Sin embargo, la posibilidad de que se formen especies mononucleares 
a relaciones bajas M+L es un tema apenas explorado. 

Las pruebas que se describen a continuación tienen como objetivo 
demostrar que el ligando L a relaciones 1:1 de M+L forma especies 
mononucleares. 

IV.B.2.1 Espectrometría de masas mediante la técnica de 
electrospray 

Los espectros ESI-MS de las disoluciones M+L se obtuvieron según 
el procedimiento experimental descrito en la sección experimental de 
este Capítulo. En la tabla IV.1 se recopilan los valores teóricos y 
experimentales de los picos más significativos. 

Tabla IV.1. Análisis de ESI-MS (modo positivo) de mezclas M+L en proporción 1:1 *. 

  * Los datos del sistema Fe(III)+L no se incluyen aquí porque no son concluyentes. 

La tabla IV.1 pone de manifiesto que cuando se mezcla el metal 
con el ligando en proporción 1:1 se forma la especie mononuclear 
[ML]2+ aunque el ligando sea dinucleante. 

Complejo Asignación m/z calc. m/z exp. Precisión (ppm) 

Co+L (1:1) [CoL]2+ 259,5901 259,5909 3,12 

Zn+L (1:1) [ZnL]2+ 259,0881 259,0875 2,32 

Cu+L (1:1) [CuL]2+ 258,5883 258,5874 3,15 

Ni+L (1:1) [NiL]2+ 256,0912 256,0920 3,13 
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IV.B.2.2 Valoraciones potenciométricas 

Existe un precedente en la bibliografía para el sistema Zn+L. Así, 
Ciavatta y col., al realizar el estudio potenciométrico del sistema 
Zn+L con mezclas 1:1 y 2:1, demostraron la formación de especies 
mononucleares con mezclas 1:1 y de especies dinucleares con mezclas 
2:1.47 

En el presente trabajo se ha llevado a cabo un estudio análogo con 
el sistema Co+L con objeto de mostrar si la conclusión sobre el 
sistema Zn-L puede ser extrapolado a otros metales de transición y 
confirmar de este modo las conclusiones obtenidas en el estudio de 
masas anterior. 

El procedimiento experimental del estudio potenciométrico del 
sistema Co-L se detalla en la sección experimental de este Capítulo. 
Los resultados se recogen en la tabla IV.2 en forma de constantes de 
estabilidad. El correspondiente diagrama de distribución se 
representa en la figura IV.7.  

La figura IV.7 muestra que al mezclar Co(NO3)2 y L en proporción 
1:1 la especie predominante en disolución es la mononuclear (CoL), 
mientras que a proporciones 2:1 la especie predominante es la 
dinuclear. 

Tabla IV.2. Constantes de estabilidad (como log K) para el sistema Co-L, 
determinadas en Et4NClO4 0,15 M a 298,1 K.  

Reacción a log Ki 

M + L + 2H  =  MH2L 18,16(9) 

M + L + H  =  MHL 14,90(8) 

M + L  =  ML 10,37(9) 

M + L  = MH-1L + H 1,9(1) 

2M + L  = M2H-1L + H 10,0(1) 

2M + L  = M2H-2L + 2H 1,2(1) 

  

M = Co(II)  

a se omiten las cargas. 
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Figura IV.7. Diagrama de distribución para las especies Co-L basadas en las 
valoraciones pontenciométricas: mezclas 1:1 (izquierda), mezclas 2:1 (derecha). 

Este resultado estaría de acuerdo con el resultado previamente 
obtenido por Ciavatta y col.47 para el sistema Zn(II):L. 

Por tanto, tanto el estudio ESI como la valoración potenciométrica 
permiten concluir que con el presente ligando, y dependiendo de la 
proporción usada (1:1 ó 2:1), la mezcla contendrá la especie 
mononuclear (M-L) o la especie dinuclear (M2-L), respectivamente.  

Esta conclusión es importante para explicar los resultados que se 
describen en los siguientes apartados. 

IV.B.3 Estudio de la interacción de los sistemas M+L con 
CT-ADN 

Se estudió también la interacción de los complejos formados al 
mezclar disoluciones de M [siendo M = Co(II), Fe(III) y Zn(II)] y 
disoluciones de L, en proporciones M+L de 1:1 y 2:1, con CT-ADN, 
mediante la técnica de espectroscopia de fluorescencia. 

Los detalles del procedimiento se incluyen en la sección 
experimental. Las experiencias se realizaron a 25 ºC y pH = 7,0 
mantenido con tampón HEPES (50 mM). Cabe mencionar que, 
aunque los sistemas cortan el ADN sin activante (como veremos en el 
siguiente apartado), la velocidad de corte (en estas condiciones) es lo 
suficientemente baja para permitir este estudio. 
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La figura IV.8 muestra los resultados de los ensayos competitivos 
de desplazamiento del bromuro de etidio para L, M-L y M2-L. Se 
observa que, tanto el ligando como los complejos, disminuyen la 
intensidad del máximo de emisión del aducto CT-ADN-EB al 
aumentar la concentración de complejo (o de ligando). Este hallazgo 
implica que todos los sistemas interaccionan con el CT ADN.  

Como se ha visto en la Introducción general, esta técnica permite 
la determinación de la Kapp a partir del valor de C50. Los valores aquí 
calculados se resumen en la tabla IV.3. 

El ensayo de fluorescencia permite establecer dos conclusiones 
preliminares: 

- Las especies dinucleares M2-L presentan mayor afinidad que las 
respectivas mononucleares M-L.  

- Las especies de Fe(III) presentan mayor afinidad que las análogas 
de Co(II) y de Zn(II) y, todas las especies M-L y M2-L, mayor 
afinidad que el ligando. 
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Figura IV.8. Estudios competitivos con CT-ADN de desplazamiento de bromuro de 
etidio para L, M-L y M2-L. 
 

Tabla IV.3. Constantes de unión aparentes al ADN (Kapp) para el ligando L y sus 
correspondientes complejos metálicos (50 mM HEPES, pH=7,0). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los anteriores resultados estarían de acuerdo con un mecanismo 
de interacción electrostática con el ADN favorecido al aumentar la 
carga positiva del complejo. 

 

 

 

Compuesto C50 (µM) Kapp (M-1) 

Fe2-L 3,5 1,0x107 

Fe-L 4,0 9,0x106 

Co2-L 12,0 3,0x106 

Co-L 17,0 2,1x106 

Zn2-L 11,5 3,1x106 

Zn-L 15,5 2,3x106 

L 60,0 6,0x105 
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IV.B.4 Estudio de la actividad nucleasa de los sistemas 
M+L con pUC18 

Tras el estudio preliminar de especiación y de interacción con el 
ADN se procedió al estudio propiamente dicho de actividad nucleasa. 
Los ensayos se realizaron en diferentes condiciones (secciones IV.B.4.1 
a IV.B.4.7), tal como se describe en la sección experimental de este 
Capítulo. 

IV.B.4.1 Sistemas M+L 1:1, sin agente reductor 

En primer lugar se estudió la actividad nucleasa de los sistemas M-
L [M = Fe(III), Co(II), Cu(II), Zn(II) or Ni(II)] incubándolos con pUC18 
en medio tamponado (50 mM HEPES, pH 7,0) sin agente activante y 
en la oscuridad. Se realizó un estudio simultáneo con la [Cu(phen)2]2+ 
como metalonucleasa de referencia, y un control con la disolución del 
ligando. Los productos generados por el corte se examinaron 
mediante electroforesis en gel de agarosa (figura IV.9). 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.9. Ensayo de corte del pUC18 (37,5 µM) sin/con reductor (ascorbato = asc, 
40 µM), producido por el sistema M-L (40 µM:40 µM) incubado en tampón HEPES (50 
mM, pH = 7,0) durante 2 h a 37 ºC. 

 

   M       Controles       L           +CoII                +FeIII                     +NiII                   +CuII                  +ZnII            +Cu(OP)2  !   

                        +asc                         +asc              +asc              +asc              +asc               +asc                +asc 

    1        2        3        4       5        6        7       8        9      10      11     12      13      14      15        16 
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Las carreras 5 y 7 muestran que las mezclas Fe-L y Co-L, tras 2 h 
de incubación a 37 ºC, producen degradación prácticamente completa 
de la forma superenrollada del pUC18 a formas circular y lineal. En el 
mismo experimento, la nucleasa [Cu(phen)2]2+ sólo produce un ligero 
corte del SC ADN a forma circular. En contraste con los sistemas Fe-L 
y Co-L, en ausencia de agente activante los sistemas análogos con Cu, 
Zn y Ni no presentan actividad nucleasa apreciable. El ligando a pH 
7,0 (ver más adelante) tampoco produce escisión del pUC18. 

IV.B.4.2 Sistemas M+L 1:1, con agente reductor (ascorbato) 

Los sistemas anteriores se ensayaron también bajo las mismas 
condiciones pero con la adición de ascorbato (en la misma concentración 
que la mezcla M-L, esto es, 40 µM). Paralelamente se hicieron ensayos 
control con disoluciones que contenían sólo la sal metálica [(M(NO3)n 
(n = 2,3)], en la misma concentración (40 µM, 1x), con y sin ascorbato 
(ensayo no mostrado). Ninguna sal mostró propiedades nucleolíticas 
significativas en las condiciones del ensayo. 

Los resultados con las disoluciones M-L se muestran en la figura 
figura IV.9 (ver página anterior). En el caso del sistema Co-L la 
adición de ascorbato no produce un aumento apreciable del corte 
(carreras 5, 6). Para el sistema Fe-L se produce una casi completa 
degradación de la forma SC a forma lineal, pudiéndose incluso 
apreciar una  estela (smearing) en el gel (carreras 7, 8). El sistema Cu-L 
experimenta activación, con rotura parcial del SC ADN a ADN lineal 
(carreras 11, 12). En el caso de las especies Ni-L y Zn-L, el efecto del 
ascorbato es despreciable (carreras 9, 10 y 13, 14). Finalmente, el 
catión [Cu(phen)2]2+ en presencia de agente reductor produce la 
completa degradación del ADN (carreras 15, 16), como era de esperar 
por ser el prototipo de las nucleasas oxidativas. 

Con el sistema Co-L se llevaron a cabo ensayos similares con otros 
agentes activantes como H2O2 o glutatión, pero no se observaron 
diferencias significativas con respecto al ensayo con ascorbato. 

 

Resumiendo, los sistemas Co-L y Fe-L son nucleasas muy 
eficientes con y sin ascorbato; los sistemas Ni-L y Zn-L no producen 
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corte del ADN en ningún caso; el sistema Cu-L requiere un cofactor 
para ser activo. Por tanto, desde el punto de vista de la activación con 
ascorbato, se observan dos conductas diferenciadas: la del grupo M = 
Co(II), Ni(II) y Zn(II), sistemas que no son activados por el reductor, y 
la del grupo M = Fe(III) y Cu(II), sistemas que son claramente 
activados. Cualitativamente, los resultados del ensayo de actividad 
nucleasa de las disoluciones M-L se pueden esquematizar de la 
siguiente manera: 

 

- sin ascorbato:  
Fe(III) " Co(II)  >> [Cu(phen)2]2+  > Cu(II) " Zn(II) " Ni(II) " 0 
 

- con ascorbato (1x): 
[Cu(phen)2]2+  >  Fe(III) " Co(II)  >>  Cu(II) >  Zn(II) " Ni(II) " 0 

 

La necesidad de ascorbato para la actividad nucleolítica sugiere 
que el complejo Cu-L debe actuar por un mecanismo básicamente 
oxidativo. La naturaleza oxidativa/hidrolítica del sistema con Co(II) o 
Fe(III) se analizará con más profundidad en secciones posteriores. 

Por último, cabe destacar que la ausencia de corte que muestra el 
sistema Zn-L frente al pUC18 contrasta claramente con la actividad 
hidrolítica de los complejos Zn2-L y Zn2-L—NH2 frente a sustratos 
modelo de ARN descrita ampliamente en la bibliografía.32–34,36–38 Esta 
diferencia de actividad puede explicarse considerando que el ADN 
tiene unos requerimientos diferentes y es un sustrato generalmente 
más inerte a la hidrólisis que los modelos de ARN. 
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IV.B.4.3 Sistemas M+L 1:1 versus 2:1, sin agente reductor 

Los estudios potenciométricos y de ESI-MS indican que, 
dependiendo de la proporción M+L utilizada, 1:1 ó 2:1, la disolución 
mezcla resultante contiene predominantemente especies 
mononucleares (M-L) o dinucleares (M2-L), respectivamente. Con el 
fin de comparar la actividad del sistema dinuclear con la del 
mononuclear se realizaron dos tipos de ensayos de corte del pUC18. 

(i) En primer lugar se estudió la capacidad de corte de distintas 
mezclas Co+L, unas conteniendo proporciones Co+L 1:1 y otras 2:1. 
Concretamente, se ensayaron disoluciones Co+L de 5:5 a 80:80 (µM) y 
de 10:5 a 160:80 (µM) (equivalen a [CoL] = 5-80 y [Co2L] = 5-80, 
respectivamente). 

La figura IV.10a muestra la rotura del ADN por los sistemas Co-L 
(carreras 7-11) y Co2-L (carreras 12-16). El experimento revela que el 
corte aumenta con la concentración hasta alcanzar un máximo para 
1:1 [40 µM Co(II) + 40 µM L, carrera 10], y otro para 2:1 [80 µM Co(II) 
+ 40 µM L, carrera 15]. En la figura IV.10b se incluye el perfil del 
histograma con la cuantificación del corte. 

La conclusión del experimento es que, en principio, el sistema 
dinuclear no es más activo que el sistema mononuclear ya que, en 
ambos casos, el máximo de actividad corresponde a una 
concentración de complejo de 40 µM (M-L, M2-L). El resultado sugiere 
incluso que sólo se requiere un Mn+ por L para conseguir la máxima 
actividad. 
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Figura IV.10a. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) 
producido por CoL y Co2L a diferentes concentraciones, incubado en tampón HEPES 
(50 mM, pH = 7,0) durante 2 h a 37 ºC. C: ADN control. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura IV.10b. Histograma obtenido por cuantificación48 de la electroforesis de la 
figura IV.10a. 

(ii) Para confirmar la conclusión anterior se realizó un ensayo 
alternativo en el que se mantuvo fija la concentración de L (40 µM) y se 
mezcló con cantidades variables de Co(II). 

La figura IV.11a muestra que la actividad de corte del ADN del 
sistema Co-L aumenta al aumentar la concentración de metal hasta 
alcanzar un máximo para la proporción 1:1 (carrera 6), con quizá una 
ligera disminución de la actividad cuando se sigue aumentando la 
concentración del metal. En la figura IV.11b se muestra la “curva de 
saturación” obtenida por cuantificación de las bandas del ensayo 
electroforético. 
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Figura IV.11a. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) 
producido por L (40 µM) a diferentes concentraciones de Co(NO3)2, incubado en 
tampón HEPES (50 mM, pH=7,0) durante 2 h a 37 ºC. C: ADN control. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura IV.11b. Variación del corte de pUC18 con la concentración de Co(NO3)2, para 
una concentración constante de L (40 µM), referida a la experiencia de la figura IV.11a. 

Los mismos experimentos (i + ii) fueron realizados con Fe(III). El 
sistema Fe+L exhibe un patrón similar, también con saturación de la 
actividad para una proporción 1:1 (ver Anexo, figuras IV.A.1 y 
IV.A.2). 

Resumiendo, las experiencias de las secciones i y ii permiten 
afirmar que: 

Las especies mononucleares M-L son al menos tan activas como las 
análogas dinucleares M2-L respecto al corte del pUC18. 

La conclusión anterior indica también que no existe sinergia entre 
los dos centros metálicos del complejo M2-L. 

 

      M       C     [L]                          [CoII]                       !                

                         40     10      20      40     60      80    120   (µM) 
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IV.B.4.4 Sistemas M+L’ y M + 2L’ (L’ = análogo de L pero 
mononucleante), sin agente reductor 

Como se ha discutido previamente en la introducción, el uso de 
ligandos dinucleantes es una estrategia ampliamente utilizada para 
conseguir nucleasas eficientes. Sin embargo, en la bibliografía existen 
pocos estudios sobre la función de las posiciones de unión de un 
ligando cuando éstas no se encuentran implicadas en la coordinación 
directa a un centro metálico. En algunos casos estos sitios libres, sin 
metal, pueden permitir interacciones de segunda esfera de 
coordinación con el sustrato y/o una molécula de agua, y promover 
así la hidrólisis del enlace fosfato de forma más eficiente. En este 
sentido, algunos trabajos recientes han puesto en entredicho el 
mecanismo de corte promovido por dos centros metálicos en las 
metalonucleasas naturales,49,50 y defienden la importancia de las 
interacciones de segunda esfera de coordinación con determinados 
residuos del centro activo. 

Con estos precedentes, la ausencia de cooperatividad entre los dos 
centros metálicos, junto con la ligera disminución de actividad para 
relaciones M+L mayores de 1:1, llevan a plantearse el papel del 
segundo brazo coordinante del ligando L en la actividad nucleasa. 

(i) Para contestar esta cuestión se efectuó un ensayo con el ligando 
L’ {L’ = [bis(piridin-2-ilmetil)amino]-2-propanol}, constituido por una 
unidad bis(piridin-2-metil)amino (bpa) unida a un etanol, en vez de 
dos unidades bpa unidas a través del conector 2-propanol (esquema 
IV.5). 

 

 

 
 
 
 
 

Esquema IV.5. Ligandos L y L’ estudiados en este apartado. 
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La experiencia se realizó en las mismas condiciones y con las 
mismas concentraciones que el ensayo anterior (sección IV.B.4.3.ii). El 
análisis de la electroforesis con L’ (figura IV.12) y su comparación con 
la anterior electroforesis con L (figura IV.11a), revela que el sistema Co-
L es mucho más activo que el sistema Co-L’: la mezcla 40 µM Co + 40 µM 
L’ (carrera 6, figura IV.12) solo produce una transformación parcial de 
SC ADN a circular, mientras que la mezcla 40 µM Co + 40 µM L 
(carrera 6, figura IV.11a) degrada completamente el SC ADN a las 
formas circular y lineal.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure IV.12. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) 
producido por L’ (40 µM) a diferentes concentraciones de Co(NO3)2, incubado en 
tampón HEPES (50 mM, pH=7,0) durante 2 h a 37 ºC. C: ADN control. 

(ii) Se realizó además un ensayo complementario (resultados no 
mostrados) en el que se añadió un segundo equivalente de L’ a los 
sistemas M+L’. El corte del ADN producido por el sistema M+2L’ no 
aumenta con respecto al producido por el sistema M+L’. Por tanto, se 
puede concluir que la actividad nucleasa requiere que los dos sitios 
coordinantes estén unidos a través del adecuado espaciador (el grupo 
2-propanol). 

(iii) Finalmente, se llevó a cabo un tercer ensayo, esta vez de 
interacción, del sistema M+L´ [M = Co(II), Fe(III) y Zn(II)] con el CT 
ADN mediante la técnica de fluorescencia (ver Anexo, figuras IV.A.3 
y tabla IV.A.4). Los resultados del ensayo muestran que todos los 
sistemas M-L’ disminuyen la intensidad de fluorescencia del sistema 
CT-ADN-EB, pero los correspondientes valores de Kapp son inferiores 
a los obtenidos para los sistemas análogos M-L y M2-L. 

Los estudios anteriores indican que: 

   C    [CoII]   [L’]                      [CoII] (µM)                  !   

           120      40      10      20      40      60     80    120    (µM) 

  1        2        3        4        5        6        7       8        9 



   J. Hernández-Gil 
 

 439 

• Los complejos M-L son más activos como nucleasas que los 
análogos M-L’. 

• Los complejos M-L interaccionan con el ADN mejor que los 
análogos M-L’, aunque menos fuertemente que los correspondientes 
complejos M2-L. 

• Los complejos M-L son igual o ligeramente más activos que 
los correspondientes M2-L. 

Estos resultados nos llevan a formular la siguiente hipótesis: 

 

El segundo sitio de unión al centro metálico de L (segunda 
unidad bpa), vacante en las especies M-L, además de aumentar la 
afinidad del complejo por el ADN, debe participar en el 
mecanismo de escisión del ADN. 

IV.B.4.5 Cinética de corte del sistema Co-L, sin agente reductor 

La figura IV.10a (sección IV.B.4.3) muestra que la actividad 
nucleolítica del sistema Co-L aumenta al aumentar la concentración 
de complejo, y que este efecto se satura a una concentración cercana a 
40 µM. Tomando como referencia esta concentración, se realizó el 
estudio cinético de la degradación del pUC18. Los detalles 
experimentales se incluyen en la sección experimental de este 
Capítulo. 

La figura IV.13 (arriba) muestra el grado de corte producido por el 
sistema Co-L en función del tiempo de reacción. El paso de la forma 
superenrollada a las formas circular y lineal varía exponencialmente 
con el tiempo de reacción (figura IV.13, abajo), dando una cinética de 
pseudo-primer orden. La constante de velocidad calculada es: kobs = 
1,8x10-3 s-1 (cuadro insertado). 

Este valor de kobs es comparable al obtenido por Liu y col. para el 
sistema Fe(III)-DTPB (kobs = 2,1x10-3 s-1),17 y al referido a Mao y col. 
para dos complejos de Cu(II) con ligandos bipiridina conjugados con 
grupos guanidinio o amonio (kobs = 2,4 y 4,0x10-3 s-1),42,43 y supone un 
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aumento de la velocidad de la reacción sin catalizar del orden de 109 
veces más alta. 

La constante de velocidad del sistema Co-L (ausencia de activante), 
kobs = 1,8x10-3 s-1, es comparable a la de las nucleasas hidrolíticas más 
efectivas descritas hasta el momento.  

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura IV.13. Cinética de corte del pUC18 (37,5 µM) promovido por Co-L (40µM), 
incubado en tampón HEPES (50 mM, pH=7,0) durante 2 h a 37 ºC: (arriba) 
electroforesis en gel de agarosa (0,8%) de los productos de reacción a diferentes 
tiempos; carreras 1-3: controles de ADN (pUC18), Co(II) (40µM) y L (40µM); (abajo) 
variación de la concentración en función del tiempo de las formas superenrollada (�) 

y circular (�); (cuadro insertado) ajuste lineal de los datos según la ecuación 8 del 
apartado 3.5.2 de la Introducción general. 
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Fig. S8. Ionic strength dependence of supercoiled (SC) DNA cleavage promoted by Co-
L and Fe-L (40 !M) incubated in HEPES buffer (50 mM, pH 7.0) for 2 h at 37 ºC. Lane 
1: Marker. Lane 2: DNA control. Lane 3: 40 !M Co-L. Lane 4: 40 !M Co-L and 12.5 
mM NaCl. Lane 5: 40 !M Co-L and 25 mM NaCl. Lane 6: 40 !M Co-L and 50 mM 
NaCl. Lane 7: 40 !M Co-L and 100 mM NaCl. Lane 8: 40 !M Fe-L. Lane 9: 40 !M Fe-
L and 12.5 mM NaCl. Lane 10: 40 !M Fe-L and 25 mM NaCl. Lane 11: 40 !M Fe-L 
and 50 mM NaCl. Lane 12: 40 !M Fe-L and 100 mM NaCl. 
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IV.B.4.6 Mecanismo de corte del sistema M+L 

La aproximación al mecanismo de corte se ha realizado mediante 
los tres experimentos que se describen a continuación. El 
procedimiento experimental se efectuó como se detalla en el apartado 
3.2.4 de la Introducción general y en la sección experimental de este 
Capítulo. 

(i) Estudio del corte en función de la fuerza iónica (fijada con NaCl) 

Los ensayos de fluorescencia (ver sección IV.B.3) sugieren que en 
la unión de los sistemas M-L y M2-L al ADN hay una importante 
contribución electrostática. Para apoyar esta conclusión se realizó un 
estudio de la dependencia de la fuerza iónica de la actividad nucleasa de 
los sistemas Co-L y Fe-L mediante la adición de cantidades crecientes 
de NaCl a la mezcla de reacción. 

Los resultados del estudio muestran que la actividad de corte 
disminuye de hecho al aumentar la fuerza iónica del medio (figura 
IV.14), lo que implica que los complejos M-L, cargados positivamente, 
compiten con el NaCl por las posiciones aniónicas de los enlaces 
fosfodiéster, confirmándose así la importancia de las atracciones 
electrostáticas en la interacción del complejo con el ADN. La 
disminución de la actividad es menos acusada en el caso del 
compuesto Fe-L que en el del Co-L, probablemente por la mayor 
carga positiva del primero (comparar las carreras 3 con 4 y 8 con 9). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura IV.14. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) 
producido por los sistemas Co-L y Fe-L (40 µM) en presencia de fuerza iónica (NaCl), 
incubado en tampón HEPES (50 mM, pH=7,0) durante 2 h a 37 ºC. C: ADN control. 

          M         C                               Co-L                                                     Fe-L                           ! 
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absence of activating agents or photoactivation, with kcat of 1.8 !
0.1 " 10#3 s#1 and >109-fold rate of acceleration over the uncata-
lyzed reaction (see ESI†), places this complex among the most
powerful synthetic nucleases created to date without external acti-
vation.3e The corresponding Fe(III) complex of L is as efficient as the
Co(II) complex (see ESI†). Unlike Co–L, however, the Fe(III) complex
is strongly activated upon addition of ascorbate (see ESI†).

When the dinuclear Zn2–L complex was tested with simple
models of RNA such as NpN7 (a diribonucleoside monopho-
sphate diester) or 2-hydroxypropyl-4-nitrophenylphosphate
(HPNPP),9b these substrates were efficiently cleaved. Here, we
find that Zn2–L (data not shown) and Zn–L (Fig. 1(a)) are not
capable of promoting the cleavage of plasmid DNA. This is not
totally unexpected because DNA has different requirements and
generally it is a more challenging substrate than the RNA model
substrates. The Ni–L complex is also inactive and the Cu–L
complex requires a reducing agent to promote DNA cleavage.

Next, SC pUC18 DNA was incubated with mixtures of L and
Co(II) (and Fe(III), see ESI†) at different M : L ratios. Remarkably,
the conversion of Form I to Form III was inhibited when the
metal ion concentration exceeded that of the ligand (Fig. 2 and
ESI†). The presence of mononuclear complexes when the M : L
ratio is 1 : 1 was confirmed by high-resolution electrospray
ionization mass spectrometry studies (see ESI†). Moreover,
potentiometric pH titrations showed that at 1 : 1 ratio the pre-
dominant species are mononuclear, whereas at 2 : 1 they are
dinuclear (Fig. 2). Thus, in contrast to previous reports which
support two-metal ion mechanisms for phosphodiester bond
cleavage, in this case there is lack of cooperativity between the
two metallic centres and even one metal seems better than two.

To gain further insight into this unexpected result, we examined
the activity of the different metal ions bound to L0, which also has
the 2-propanol group but only one bpa unit (Scheme 1). The metal
complexes of L are far more active than those of L0 (Fig. 1(b)). To
investigate the necessity of linking the two bpa units through
2-propanol, a second equivalent of L0 was added to the M:L0

complexes, but the DNA cleavage was not enhanced (Fig. 1(c)). So
the linker must be critical to allow the second bpa site of L to
participate in the catalytic activity. When the second bpa of L is not
coordinated to a metal ion it has tertiary amino, pyridino and
hydroxyl groups which can provide interactions not only with the
nucleophile but also with the phosphate ester groups (Scheme 1).
In this way the bpa unit can become a second coordination sphere
feature of the metal ion, suggesting a new paradigm in cooperative
interactions arising from dinucleating ligands. A qualitative rank-
ing of the DNA binding strength of the ligands (L and L0) and their
complexes was obtained using ethidium bromide (EB) displace-
ment assays (see ESI†). M–L complexes bind DNA more strongly
than the M–L0 complexes, but less strongly than the corresponding
M2–L complexes (see ESI†). This result reveals not only that the
metal-free site enhances DNA binding of the catalyst, but also that
there are additional ways by which it promotes DNA cleavage.

Notably, metal-free L exhibits quite high nuclease activity below
pH 7 and theM–L (M = Co(II) and Fe(III)) complexes aremost efficient
catalysts at pH 5.5–7 (Fig. 3 and ESI†). From this pH dependence we
conclude that catalysis relies on a group in its protonated form, which
is feasible for theN atoms of L (pKa1 = 3.15, pKa2 = 3.80, pKa3 = 5.2 and
pKa4 = 6.32).12a Some natural nucleases cleave DNA at acidic pH, but
few artificial nucleases show optimum phosphodiester cleavage at
acidic pH.14 The ability of metal-free L to cleave DNA at pH 5.5
compares well with that of many metal complexes at more basic pH,
including M–L and M2–L complexes and the well-known nuclease
[Cu(OP)2]

2+ (OP = 1,3-phenanthroline)15 (Fig. 1 and 3). Only recently,

Fig. 1 Representative plasmid cleavage assays of pUC18 DNA (37.5 mM nucleotides)
promoted by L (40 mM) and L0 (40 mMand 80 mM) in the presence of addedmetal ions
(40 mM) incubated in HEPES buffer (50 mM, pH = 7.0) for 2 h at 37 1C; asc = ascorbate
(40 mM). The quantitation of the different bands with errors is provided in the ESI.†

Fig. 2 (A) Distribution diagrams for the Co–L species based on potentiometric pH
titrations at 1 : 1 and 2 : 1 Co : L molar ratios. (B) Cleavage of pUC18 DNA (37.5 mM
nucleotides) incubated with L (40 mM) and various concentrations of Co(II) ions in
HEPES buffer (50 mM, pH 7.0) for 2 h at 37 1C. The quantitation of the different
bands and the metal complex stability constants is provided in the ESI.†

Fig. 3 Representative plasmid cleavage assays of pUC18 (37.5 mM nucleotides)
promoted by L, Co–L and Co2–L (40 mM) at different pHs after an incubation
period of 2 h at 37 1C. C1 corresponds to DNA control and C2 corresponds to
incubation with [Cu(OP)2]2+ (OP = 1,3-phenanthroline, 40 mM) at pH 7. Buffers
used: pH 5.5 (50 mMMES), pH 6 (50 mM cacodylate), pH 7 and 8 (50 mM HEPES).
The quantitation of the different bands with errors is provided in the ESI.†
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(ii) Estudio del corte en función del pH 

La actividad de las nucleasas naturales y de las nucleasas 
hidrolíticas artificiales varía con el pH. Los ensayos anteriores se han 
realizado a pH 7,0. Con objeto de profundizar en el mecanismo del 
sistema se ensayó también la actividad del ligando y la de los 
sistemas más activos, Co-L y Co2-L, en el rango de pH 5,5-8,0. Los 
resultados se muestran en la figura IV.15. 

Inesperadamente, el ligando L per se, es decir, en ausencia de 
metal, y sin activante, exhibe actividad nucleasa importante por 
debajo de pH 7,0. Esta capacidad de L para cortar el ADN a pH 5,5 es 
incluso comparable a la que presentan muchos complejos metálicos a 
pH más altos, incluyendo la [Cu(phen)2]2+.  

También inesperadamente, los complejos M-L [M=Co(II), Fe(III); 
resultados para el Fe no mostrados aquí] muestran mayor eficiencia a 
pH = 5,5-7,0 que a pH = 8,0. Estos resultados contrastan con los 
descritos en la bibliografía, ya que, aunque algunas nucleasas 
naturales cortan a pH ácido, la mayoría de las nucleasas sintéticas son 
incapaces de hacerlo.51 

Por esta dependencia del pH concluimos que el poder catálitico de 
estos sistemas debe residir en la forma protonada de alguno de sus 
grupos. Esta hipótesis sería compatible con los valores de pKa de los 
protones unidos a los nitrógenos del ligando L: pKa1 = 3,15; pKa2 = 
3,80; pKa3 = 5,2 y pKa4 = 6,32.47 

 

 

 

 

 
 

 

Figura IV.15. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 ADN (37,5 µM) 
producido por L, CoL y Co2L (40 µM) a diferentes pHs, incubado durante 2 h a 37 ºC. 
C1 = control de ADN, C2 = ADN + [Cu(phen)2]2+ (40 µM) a pH 7. Tampones 
utilizados: pH 5.5 (50 mM MES), pH 6 (50 mM cacodilato), pH 7 y 8 (50 mM HEPES).  
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Fig. S7. Agarose gel showing the cleavage of 
nucleotides) promoted by Co-
and groove binders incubated 
1: Marker. Lane 2: DNA control. Lane 3: 
mM NaN3. Lane 5: 40 !M Co
and 0.5 mM L-Histidine. Lane 7: 
!M Co-L and 5 !M methyl green. 
mM NaN3. Lane 11: 40 !M Fe
and 0.5 mM L-Histidine. Lane 13: 
!M Fe-L and 5 !M methyl green. 

 

5       6       7        8        9       10      11     12      13      14

Agarose gel showing the cleavage of supercoiled (SC) pUC18 DNA (37.5 
-L and Fe-L (40 !M) in the presence of radical scavengers 

and groove binders incubated in HEPES buffer (50 mM, pH 7.0) for 2 h at 37 ºC. 
1: Marker. Lane 2: DNA control. Lane 3:  40 !M Co-L. Lane 4: 40 !M Co

M Co-L and 0.5 mM Sodium formiate. Lane 6: 40 
Histidine. Lane 7: 40 !M Co-L and 20 !M Hoechst 33258. Lane 8: 40 

methyl green. Lane 9:  40 !M Fe-L. Lane 10: 40 !M Fe
M Fe-L and 0.5 mM Sodium formiate. Lane 12: 40 

Histidine. Lane 13: 40 !M Fe-L and 20 !M Hoechst 33258. Lane 14: 40 
methyl green.  

 

"!

14 

 

NA (37.5 !M 
radical scavengers 

in HEPES buffer (50 mM, pH 7.0) for 2 h at 37 ºC. Lane 
M Co-L and 0.5 

40 !M Co-L 
. Lane 8: 40 

M Fe-L and 0.5 
40 !M Fe-L 

. Lane 14: 40 
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Finalmente, se han descrito muy pocos casos de ligandos capaces 
de cortar ésteres fosfato en agua por sí mismos. Entre ellos se 
encontrarían ciertos ligandos tripodales y dímeros de ciclodextrina 
capaces de cortar sustratos modelos de ADN, y ciertas poliaminas 
macrocíclicas que cortan el ADN pero sólo a concentraciones 
milimolares.52,53 

(iii) Estudio del corte en presencia de agentes captadores de ROS y de 
agentes de unión a los surcos, sin agente reductor 

En el apartado IV.D.1 se mostró que los complejos Co-L y Fe-L se 
comportan como nucleasas eficientes sin necesidad de activante. Este 
hecho, junto con los antecedentes a que nos hemos ido refiriendo, 
apunta que el proceso de corte es de naturaleza hidrolítica. 

Para establecer si, al menos parcialmente, también hay especies 
reactivas de oxígeno (ROS) implicadas en la actividad catalítica de los 
complejos Co-L y Fe-L, se llevaron a cabo ensayos de corte en 
presencia de agentes captadores de oxígeno singlete (NaN3) y de 
radicales hidroxilo (formiato sódico y L-Histidina). Los sistemas se 
incubaron asimismo en presencia de agentes de unión al surco menor 
(Hoechst 33258) y al surco mayor (verde de metilo). Las 
correspondientes electroforesis se muestran en la figura IV.16. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura IV.16. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) 
producido por Co-L y Fe-L (40 µM) en presencia de diferentes agentes, incubado en 
tampón HEPES (50 mM, pH=7,0) durante 2 h a 37 ºC. C = control pUC18; N3- = azida 
sódica (0,5 mM); F = formiato sódico (0,5 mM); His = L-Histidina (0,5 mM); H = 
Hoechst 33258 (20 µM); V = verde de metilo (5 µM). C: ADN control; carreras 3 y 9: 
control en ausencia de agente. 
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En relación al ensayo con las especies de unión a los surcos, los dos 
complejos se comportan de forma parecida. En presencia de verde de 
metilo la actividad nucleolítica no se inhibe apreciablemente 
(comparar carreras 3 con 8 y 9 con 14), mientras que en presencia de 
Hoechst el corte de plásmido se  reduce significativamente (comparar 
carreras 3 con 7 y 9 con 13). Estos resultados indican que para los dos 
sistemas M-L la aproximación que conduce a la rotura del ADN se 
produce preferentemente por el surco menor. La conclusión estaría de 
acuerdo con la naturaleza electrostática de la interacción, sugerida 
por los ensayos de fluorescencia y las electroforesis a distinta fuerza 
iónica descritos anteriormente. 

Con respecto a los agentes captadores de ROS, en el caso del 
complejo Co-L no se produce inhibición en ningún caso, lo que 
descarta la implicación de especies reactivas de oxígeno, al menos en 
su forma libre y difusible. Por tanto, el mecanismo de corte debe ser 
esencialmente hidrolítico, lo que explicaría que la adición de 
ascorbato no produzca activación en el sistema (sección IV.B.4.2). En 
el caso del complejo Fe-L se detecta en cambio una ligera activación 
en presencia de formiato sódico. La observación sugiere que el 
mecanismo de corte es predominantemente hidrolítico pero con cierta 
contribución oxidativa. Además, como se indicó anteriormente 
(sección IV.B.4.2), el sistema Fe-L se activa fuertemente en presencia 
de ascorbato; esto supondría que en estas condiciones el mecanismo 
oxidativo se vuelve importante. 
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IV.B.5 Conclusiones - Discusión 

En este Capítulo la experiencia adquirida en las técnicas de estudio 
de las nucleasas oxidativas se ha aplicado al estudio de un sistema 
hidrolítico. Así, se ha investigado por primera vez la actividad 
nucleasa del sistema M+L {L = 1,3-bis[bis(piridin-2-
ilmetil)amino]propan-2-ol} sobre plásmidos de ADN. L, un ligando 
dinucleante con un espaciador 2-propanol, se escogió por la probada 
capacidad hidrolítica de los complejos M2-L [M= Zn(II) y Co(II)] 
frente a sustratos modelo de los ácidos nucleicos. Los resultados más 
relevantes se resumen como sigue: 

1. El estudio con los cationes metálicos Co(II), Cu(II), Fe(III), Zn(II) y 
Ni(II) revela que los sistemas Co+L y Fe+L son nucleasas eficientes sin 
necesidad de ningún agente activante (químico y/o fotoactivación); el 
sistema Cu+L requiere un cofactor (ascorbato) para ser activo; los 
sistemas Ni+L y Zn+L no producen corte del ADN en ningún caso. 
Los sistemas más eficientes, Co+L y Fe+L, se han estudiado aquí en 
mayor profundidad.  

2. El estudio potenciométrico del sistema Co+L muestra que L forma 
especies dinucleares M2-L cuando la mezcla M+L se realiza en 
proporción 2:1, y complejos mononucleares M-L cuando la mezcla M+L 
se realiza en proporción 1:1. 

3. La eficiencia como nucleasas de los sistemas Co+L y Fe+L se ha 
ensayado en diferentes proporciones M:L. Los resultados de las 
electroforesis muestran que el sistema 1:1 (M-L) es igual o más activo 
que el sistema 2:1 (M2-L). Bajo las mismas condiciones se han 
estudiado también los complejos metálicos del ligando 
mononucleante análogo L’ {L’ = [bis(piridin-2-ilmetil)amino]-2-
propanol}, y se ha observado que las especies M-L’ son 
considerablemente menos activas que las análogas M-L. 

4. El estudio cinético del sistema Co-L ha permitido calcular el valor 
de la constante de velocidad, kobs = 1,8x10-3 s-1. Este valor, muy alto, 
permite incluir el sistema entre las nucleasas (sin activante) más 
efectivas descritas hasta el momento. 
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5. Los estudios del mecanismo de acción indican que el sistema Co-L 
es una nucleasa hidrolítica y que el sistema Fe-L es una nucleasa 
predominantemente hidrolítica con contribución oxidativa. Ambas 
nucleasas interaccionan de forma electrostática con el ADN, 
preferentemente por el surco menor. Los sistemas M2-L presentan 
mayor afinidad que los análogos M-L, lo que estaría de acuerdo con el 
carácter electrostático de la interacción. 

6. Sorprendentemente, el ligando L, en ausencia de metal y de 
activante, es capaz de cortar el pUC18 por debajo de pH 7. Son 
escasos (y muy recientes) los ejemplos de ligandos con esta capacidad 
descritos en la bibliografía. 

Las conclusiones de los puntos 2 y 3 sugieren que el segundo brazo 
coordinante de L debe jugar un papel fundamental en el mecanismo 
de catálisis de la metalonucleasa M-L (esquema IV.6). Cuando la 
segunda unidad bpa del L no está coordinada al ion metálico, el 
ligando posee una amina terciaria, dos piridinas y un grupo hidroxilo 
capaces de promover interacciones tanto con el nucleófilo (OH—?) 
como con los grupos ésteres fosfato del sustrato. De esta forma, la 
posición vacante de coordinación del ligando actuaría como segunda 
esfera de coordinación del metal. Estas conclusiones sugieren un 
nuevo paradigma de interacciones cooperativas en los ligandos 
dinucleantes. 
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The dinucleating ligand L (1,3-bis[bis(pyridin-2-
ylmethyl)amino]propan-2-ol) combined with metal ions 
efficiently cleaves DNA when M:L is 1:1 (M = Co(II) or 
Fe(III)) at pH 5.5-7.0, with free L being more active at acidic 10 

pH than bound to Zn(II), Cu(II) or Ni(II) at neutral pH. 

Phosphodiester linkages, in particular those that join the 
nucleotides of DNA, are extremely resistant to hydrolysis.1  
Because efficient cleave these bonds can ultimately lead to the 
development of new products and tools for the diagnosis and 15 

treatment of diseases, the study of DNA cleavage attracts 
considerable interest.2-5 Metal ions posses ideal properties to 
carry out this chemistry, therefore, they are important 
functional elements of  natural and artificial nucleases.1a,2-9  
 Since the active sites of many natural nucleases have more 20 

than one metal ion, two-metal ion mechanisms enjoy a lot of 
support.3 Inspired by the structures of dinuclear 
metallonucleases, many recent studies have focused on the 
synthesis of dinuclear (and polynuclear) metal complexes. It 
has been shown that by using certain ligands, the dinuclear 25 

complexes are more active than their mononuclear 
counterparts in both oxidative and hydrolytic DNA 
cleavages.3-9  Some of the most active bimetallic systems are 
those in which the ligand structure places the metal ions in a 
way that promotes cooperative interactions with the substrate 30 

(either via double Lewis acid activation, or Lewis acid 
activation coupled with provision of a metal-bound hydroxide 
nucleophile). The incorporation of a 2-propanol linker 
between two metal-binding units appears to be a particularly 
good strategy for achieving reactive systems.3f,6 Different 35 

authors7-9 have shown that the ligand L (1,3-bis[bis(pyridin-2-
ylmethyl)amino]propan-2-ol) (Scheme 1) can support 
effective cooperation of two metals towards  binding and 
hydrolysis of phosphate diesters. Although several M2-L 
complexes have been structurally characterised,8,10 by 40 

performing potentiometric pH titrations at a range of M:L 
ratios it has been found that, like other dinucleating ligands, L 
forms monuclear complexes when the M:L ratio is 1:1.11 Here 
we show that at this M:L ratio Co(II) and Fe(III) form very 
efficient catalysts for cleaving plasmid DNA through the 45 

participation of the metal-free bis(pyridin-2-ylmethyl)amino 
(bpa) site. This result provides a new paradigm for developing 
efficient biomimetic catalysts using dinucleating ligands. We 
also report the striking observation that metal-free L cleaves 
plasmid DNA at acidic pH with an efficiency which compares 50 

well with that of many metal complexes.  
 

 
Scheme 1. Metal complexes used and plausible cooperative 
interactions for DNA cleavage.  55 

 Previous studies have shown that the catalytic activity of 
transition metal ion complexes towards DNA scission 
generally depends on the identity of the metal ion, with 
complexes of Cu(II) usually being the most active catalysts, 
so we screened several late first-row transition metal ions for 60 

activity. Notably, of the M(II) complexes studied in this work, 
Co-L is the most efficient catalyst (Fig. 1(a)). Despite the fact 
that Co(II) can substitute for Zn(II) in many metalloenzyme 
catalyzed reactions in vitro and has a similar charge density 
and ionization potential,12 few reports exist on the efficiency 65 

of Co(II) complexes as metallonucleases. The capacity of Co-
L to promote conversion of supercoiled DNA (SC, Form I) to 
both circular relaxed (OC, Form II) and linear (L, Form III) 
DNA in the absence of activating agents or photoactivation, 
with kcat of 1.8 ± 0.1 ! 10–3 s–1 and 109-fold rate acceleration 70 

over the uncatalyzed reaction (see ESI), places this complex 
among the most powerful synthetic nucleases created to date 
without external activation.3f The corresponding Fe(III) 
complex of L is as efficient as the Co(II) complex (see ESI). 
Unlike Co-L, however, the Fe(III) complex is strongly 75 

activated upon addition of ascorbate (see ESI). 
 When the dinuclear Zn2-L complex was tested with simple 
models of RNA such as NpN7 (a diribonucleoside 
monophosphate diester) or 2-hydroxypropyl-4-
nitrophenylphosphate (HPNPP),9b these substrates were 80 

efficiently cleaved. Here, we find that Zn2-L (data not shown) 
and Zn-L (Fig. 1(a)) are not capable of promoting the 
cleavage of plasmid DNA. This is not totally unexpected 
because DNA has different requirements and generally it is a 
more challenging substrate than the RNA model substrates. 85 

The Ni-L complex is also inactive and the Cu-L complex 
requires a reducing agent to promote DNA cleavage.  
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Esquema IV.6. Complejos metálicos estudiados y posibles interacciones cooperativas 
en la ruptura del ADN, siendo L y L’ los ligandos mostrados en los esquemas IV.3 y 
IV.5. 

Durante los últimos años se han seguido diversas estrategias para 
inducir interacciones de segunda esfera de coordinación en 
catálisis.54–58 En este sentido, el presente estudio muestra que es 
posible aumentar la actividad catalítica de un L dinucleante 
manteniendo vacante el segundo sitio de unión al metal, que 
participaría como segunda esfera de coordinación. Estos resultados 
pueden ser de utilidad a la hora de diseñar catalizadores 
biomiméticos de otras transformaciones con importancia biológica y 
tecnológica. 

Por último, debe hacerse constar que la falta de actividad del 
sistema Zn+L frente al plásmido pUC18 observada en este trabajo 
constrasta con los resultados descritos por diversos autores sobre 
sustratos modelo. Resulta evidente que en la rotura del ADN 
intervienen más factores que en la rotura de un simple compuesto 
modelo y, por tanto, hay que tomar las extrapolaciones de modelo a 
sustrato real con precaución. 
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SECCIÓN EXPERIMENTAL 

Materiales y Métodos 

Materiales 

Todos los reactivos y disolventes que se han utilizado para la realización de este 
trabajo han sido productos puros suministrados por las casas comerciales Alfa Aesar, 
Panreac, Fermentas y Sigma-Aldrich. 

Las sales metálicas, los tampones HEPES, cacodilato, MES, azida sódica, L-
Histidina, formiato sódico y Hoechst 33258 fueron distribuidos por Sigma Aldrich. 
Cloruro sódico y yoduro potásico fueron suministrados por Panreac. Verde de metilo 
fue comprado a Alfa Aesar. Plásmido pUC18 ADN (0,5 µg/µL) en 10 mM Tris-HCl 
(pH = 7,6) y 1 mM EDTA fue suministrado por Fermentas. Los ligandos L {1,3-
bis[bis(piridin-2-ilmethil)amino]propan-2-ol} y L’ [bis(piridin-2-ilmethil)amino-
propan-2-ol] fueron suministrados por el prof. J. C. Mareque-Rivas y sintetizados por 
métodos descritos previamente. 

Métodos 

Estudios de corte del ADN mediante electroforesis en gel de 
agarosa 

La capacidad de corte de los diferentes complejos métalicos se ha evaluado 
siguiendo la degradación de la forma superenrollada de un plásmido de pUC18 
(forma I) a las formas circular abierto (Forma II) y lineal (Forma III) mediante la 
técnica de electroforesis en gel de agarosa. 

Las disoluciones de las sales metálicas fueron preparadas frescas antes de cada 
experimento. En un ensayo típico, las mezclas de reacción se prepararon mediante la 
adición de la cantidad adecuada de una disolución de la sal metálica (disuelta en 
agua) y de una disolución de ligando (disuelto en metanol). Después de 10 minutos, 
0,5 µL de pUC18 ADN (0,5 µg/µL, 1500 µM nucleótidos) y cantidades adecuadas de 
una disolución de tampón se añadieron para completar el volumen final de 20 µL. A 
continuación, las muestras se incubaron a 37 ºC durante 2 h en un Termociclador. El 
porcentaje final de MeOH fue inferior al 5 % y la concentración final de ADN fue de 
37,5 µM in nucleótidos en todos los casos. 

La reacción se detuvo mediante la adición de una disolución (tampón de carga, 4 
µL) compuesta de azul de bromofenol (0,25%), xilenecianol (0,25%), glicerol (30%), y 
EDTA (250 mM). A continuación, las muestras se cargaron en un gel de agarosa (0,8 
%) en tampón TBE 0,5x (0,045 M Tris, 0,045 M ácido bórico y 1 mM EDTA) que 
contenía una concentración de 2 µL/100 mL de una disolución madre de bromuro de 
etidio de (10 mg/mL). Las muestras se separaron en el gel tras aplicar una corriente de 
120 V durante 2 h. Las bandas se fotografiaron mediante una cámara UVIdoc HD2 
(UVItec Cambridge). 
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Las proporciones relativas de las diferentes formas del plásmido fueron 
cuantificadas mediante el programa ImageJ 1.34s (Wayne Rasband, National Institutes 
of Health, Bethesda, MD, USA). Un factor de correción de 1,31 fue utilizado para 
compensar la menor afinidad de la forma I por el bromuro de etidio.59 La proporción 
de cada ADN fue calculada dividiendo la intensidad de cada banda por el total de las 
intensidades de todas las bandas en una misma carrera. 

El procedimiento general para determinar el mecanismo de acción general de los 
complejos consistió en la adición de diferentes agentes inhibidores a la mezcla de 
reacción. Los agentes utilizados fueron: azida sódica (0,5 mM), formiato sódico (0,5 
mM), L-Histidina (0,5 mM), yoduro potásico (0,5 mM), verde de metilo (5 µM) y 
Hoechst 33258 (20 µM). Las muestras fueron tratados como se describió anteriormente. 

Para el estudio cinético del corte de ADN por el complejo CoL (40 µM) las 
muestras de reacción fueron detenidas a cada uno de los tiemps deseados mediante la 
adición de tampón de carga y posterior incubación en hielo. Los datos fueron 
ajustados a una reacción de primer orden definida por la ecuación 1, donde S 
corresponde a la concentración de la forma superenrollada a un t determinado, S0 
corresponde a la concentración inicial y kobs corresponde a la constante observada de 
primer orden de la ruptura de ADN de la forma I a la forma II. La constante observada 
fue expresada en min-1. 

S = S0 exp (-kobs t) 

Con el fin de investigar la contribución de las interacciones electrostáticas en el 
corte del plásmido de ADN por los complejos CoL y FeL, los ensayos de corte se 
realizaron de forma normal pero añadiendo a la disolución cantidades crecientes de 
fuerza iónica mediante la adición de NaCl (desde 0 hasta 100 mM). 

Los experimentos anaeróbicos se realizaron en una “bolsa inerte” (glove box en 
inglés) y bajo atmósfera de argon. A todas las disoluciones madre se les realizó cinco 
ciclos de Ar antes de introducirlas en la “bolsa inerte”. Las mezclas de reacción se 
prepararon mediante la adición de las cantidades adecuadas de las disoluciones 
madre en los tubos eppendorf, los cuales a continuación fueron sellados e incubados a 
37 ºC. El resto de condiciones fueron las mismas que los experimentos realizados en 
condiciones aeróbicas. 

Todos los resultados presentados fueron realizados al menos por triplicado. 

Estudios de interacción competitivos mediante fluorescencia 

Los estudios competitivos de desplazamiento de bromuro de etidio fueron 
realizados mediante la determinación de la intensidad de emisión de bromuro de 
etido (EB) en un fluorímetro JASCO FP-6200 a temperatura ambiente. Los 
experimentos se realizaron mediante la adición de alícuotas de los diferentes 
complejos en una disolución de EB (3,78 µM) y CT-DNA (3 µM CT-DNA ("260= 13.200 
M(bp)-1! cm-1) en tampón HEPES (50 mM, pH 7,0) hasta que la fluorescencia inicial 
disminuyó al 50 %. 
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Los diferentes complejos se prepararon previamente tras la mezcla de L (o L’) y 
M(NO3)2 (M= Co(II), Fe(III) o Zn(II)) en las proporciones molares de 2:1 (o 1:1) en agua 
Milli-Q durante 30 minutos a temperatura ambiente. Las longitudes de onda de 
excitación y emisión se fijaron a 500 y 595 nm respectivamente. La constantes de unión 
aparentes se calcularon mediante la ecuación 2, donde KEB = 9,5#106 M (bp)-1 y C50 es la 
concentración de complejo necesaria para disminuir al 50 % la fluorescencia inicial del 
aducto EB-CT ADN. Todos los valores de fluorescencia se normalizaron a una 
fluorescencia relativa del 100%. 

Kapp= KEB# (3,78/C50) 

Espectrometría de alta resolución ESI-MS 

Los espectros de masas mediante la técnica electrospray de alta resolución (HR-
ESI-MS) fueron realizados mediante un equipo Waters LCT Premier XE (Waters, 
Milford, MA, USA) con un modo de detección positivo W-optics. Los espectros de 
masas fueron obtenidos mediante la inyección directa de las muestras. Los parámetros 
se optimizaron para obtener la mejor relación señal/ruido (voltaje del capilar 1 kV, 
voltaje del cono 15 V, flujo del gas de desolvatación 600 L!h-1, flujo del gas en el cono 
50 L!h-1, temperatura de desolvatación 220 ºC, temperatura de la fuente 80 ºC y flujo 20 
µL! min-1). 30 espectros fueron adquiridos para obtener medidas representativas. El 
instrumento fue calibrado en el rango m/z de 200-1.000 antes de cada medida 
mediante el uso de una disolución patrón de NaI (1 µM). El análisis de los datos se 
realizó mediante el programa informático Masslynx versión 4.1 (Waters, Milford, MA, 
USA). 

Potenciometrías 

Las valoraciones potenciométricas fueron realizadas a 298,1 ± 0,1 K usando como 
electrolito NEt4ClO4 (0,15 M). El procedimiento experimental (bureta, celda, agitador, 
microcomputadora, etc.) ha sido descrito anteriormente . La adquisición de datos fue 
realizado con el programa PASAT.60 El electrodo de referencia fue un electrodo de 
Ag/Agl en una disolución saturada de KCl. La concentración de iones [H+] fue 
calculada mediante una valoración de una disolución de NaOH (y libre de CO2) con 
una disolución patrón de HCl y la determinación del punto de equivalencia se calculó 
mediante el método de Gran,61,62 el cual permite obtener el potencial standard (E0’) y la 
constante de protonación del agua [pKw = 13,73(1)]. 

Previamente a la determinación de las constantes de estabilidad de Co(II), se 
realizó una valoración para calcular los valores de las constantes de protonación de L. 
Los valores obtenidos estuvieron de acuerdo con los descritos en la bibliografía.47 Para 
obtener las constantes de estabilidad del sistema Co-L, se realizaron valoraciones de 
disoluciones de CoCl2!6H2O (10-3 M) y L en proporciones molares de 1:1 y 2:1, 
acidificadas con HCl con una disolución de NaOH. El programa HYPERQUAD63 fue 
utilizado para calcular las constantes de protonación y estabilidad. Los datos fueron 
unidos y tratados simultáneamente para dar las constantes de estabilidad finales. 
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Fig. S4. Comparison of the DNA cleavage activity of1:1 and 2:1 M:L species (M = 
Co(II)) at different L concentrations. Cleavage of pUC18 DNA (37.5 !M nucleotides) 
incubated in HEPES buffer (50 mM, pH = 7.0) for 2 h at 37 ºC. Lane 1: DNA control. 
Lane 2: 120 !M Co(NO3)2. Lane 3: 20 !M L. Lane 4: 40 !M L. Lane 5: 80 !M L. Lane 
6: 5 !M Co-L. Lane 7: 10 !M Co-L.Lane 8: 20 !M Co-L.Lane 9: 40 !M Co-L.Lane 10: 
80 !M Co-L.Lane 11: 5 !M Co2-L.Lane 12: 10 !M Co2-L.Lane 13: 20 !M Co2-L.Lane 
14: 40 !M Co2-L.Lane 15: 80 !M Co2-L. 
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Fig. S5. Comparison of the DNA cleavage activity of 1:1 and 2:1 M:L species (M = 
Fe(III)) at different L concentrations. Cleavage of pUC18 DNA (37.5 !M nucleotides) 
incubated in HEPES buffer (50 mM, pH = 7.0) for 2 h at 37 ºC. Lane 1: DNA control. 
Lane 2: 120 !M Fe(NO3)3. Lane 3: 20 !M L. Lane 4: 40 !M L. Lane 5: 80 !M L. Lane 
6: 5 !M Fe-L. Lane 7: 10 !M Fe-L.Lane 8: 20 !M Fe-L.Lane 9: 40 !M Fe-L.Lane 10: 
80 !M Fe-L.Lane 11: 5 !M Fe2-L.Lane 12: 10 !M Fe2-L.Lane 13: 20 !M Fe2-L.Lane 
14: 40 !M Fe2-L.Lane 15: 80 !M Fe2-L. 
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Figura IV.A1. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) 
producido por FeL y Fe2L a diferentes concentraciones, incubado en tampón HEPES 
(50 mM, pH = 7,0) durante 2 h a 37 ºC. C: control. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV.A2a. Ensayo representativo del corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) 
producido por L (40 µM) a diferentes concentraciones de Fe(NO3)3, incubado en 
tampón HEPES (50 mM, pH=7,0) durante 2 h a 37 ºC. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura IV.A2b. Variación del corte del pUC18 con la [Fe(NO3)3], para una 
concentración constante de L (40 µM), referida a la experiencia de la figura A2a. 
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Tablas IV.A1. Cuantificación de las bandas (basado en al menos tres estudios 
independientes) de los estudios de corte del pUC18 (37.5 !M nucleótidos) producido 
por M-L (40 !M) (arriba); M-L’ (40 !M) (medio) y M-L’ (40 !M M y 80 !M L’) (abajo), 
incubado en tampón HEPES (50 mM, pH = 7.0) durante 2 h y 37 ºC; asc = ascorbato (40 
!M).  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 % Formas ADN  
 superenrollado circular lineal 

L 95 ± 3 5 ± 1 0 ± 0 
CoL 5 ± 6 71 ± 8 24 ± 9 

CoL + asc 4 ± 5 68 ± 10 27 ± 9 
FeL 11 ± 6 62 ± 6 28 ± 9 

FeL + asc estela (degradación total) 
NiL 92 ± 3 8 ± 3 0 ± 0 

NiL + asc 82 ±10 16 ± 8 2 ± 4 
CuL 90 ± 8 10 ± 6 0 ± 0 

CuL + asc 49 ± 11 51 ± 12 0 ± 0 
ZnL 89 ± 3 10 ± 2 1 ± 1 

ZnL + asc 80 ± 15 20 ± 10 0 ± 0 
    

 % Formas ADN 
 superenrollado circular lineal 

L’ 94 ± 2 6 ± 3 0 ± 0 
CoL’ 88 ± 2 12 ±2 0 ± 0 

CoL’ + asc 69 ± 2 31 ± 3 0 ± 0 
FeL’ 66 ± 5 34 ± 6 0 ± 0 

FeL’ + asc 63 ± 8 37 ± 8 0 ± 0 
NiL’ 93 ± 2 7 ± 2 0 ± 0 

NiL’ + asc 92 ± 2 8 ± 2 0 ± 0 
CuL’ 87 ± 3 13 ± 3 0 ± 0 

CuL’ + asc 25 ± 2 74 ± 3 0 ± 0 
ZnL’ 91 ± 3 9 ± 3 0 ± 0 

ZnL’ + asc 65 ± 10 35 ± 11 0 ± 0 
    

 % Formas ADN 
 superenrollado circular lineal 

L’ 97 ± 2 3 ± 2 0 ± 0 
CoL’ 90 ± 3 10 ± 3 0 ± 0 

CoL’ + asc 68 ± 16 32 ± 16 0 ± 0 
FeL’ 94 ± 4 6 ± 4 0 ± 0 

FeL’ + asc 70 ± 10 30 ± 10 0 ± 0 
NiL’ 96 ± 3 4 ± 1 0 ± 0 

NiL’ + asc 96 ± 3 4 ±2 0 ± 0 
CuL’ 90 ± 4 10 ± 2 0 ± 0 

CuL’ + asc 27 ± 6 71 ±5 2 ± 1 
ZnL’ 95 ± 3 5 ± 1 0 ± 0 

ZnL’ + asc 75 ± 13 25 ± 15 0 ± 0 
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Tabla IV.A2. Cuantificación de las bandas (basado en al menos tres estudios 
independientes) de los estudios de corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) producido por 
L (40 µM) a diferentes concentraciones de M(NO3)n [M = Co(II), Fe(III), n = 2, 3], 
incubado en tampón HEPES (50 mM, pH=7,0) durante 2 h a 37 ºC. La figura IV.10a 
muestra un ejemplo característico para el ensayo con Co. 

 

  % Formas ADN 
  superenrollado circular lineal circular + lineal 

[Co]      
 10 50 ± 30 38 ± 7 12 ± 7 50 ± 11 
 20 16 ± 11 61 ± 6 14 ± 5 75 ± 10 
 40 5 ± 2 71 ± 4 24 ± 4 95 ± 4 
 60 5 ± 1 82 ± 4 13 ± 6 95 ± 5 
 80 4 ± 1 83 ± 3 13 ± 2 96 ± 3 
 120 7 ± 1 85 ± 5 8 ± 5 93 ± 5 

[Fe]      
 10 86 ± 1 14 ± 5 0 ± 0 14 ± 5 
 20 53 ± 4 28 ± 9 19 ± 5 47 ± 7 
 40 18 ± 4 44 ± 8 46 ± 8 90 ± 6 
 60 10 ± 6 45 ± 2 44 ± 3 89 ± 6 
 80 16 ± 10 54 ± 4 30 ± 6 84 ± 5 
 120 19 ± 4 56 ± 4 25 ± 5 81 ± 5 
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Tabla IV.A3. Cuantificación de las bandas (basado en al menos tres estudios 
independientes) de los estudios de corte del plásmido pUC18 (37,5 µM) producido por 
L, Co-L, Co2-L, Fe-L y Fe2-L (40 µM) a diferentes pHs, incubado durante 2 h a 37 ºC. 
Las tampones empleados fueron: pH 5,5 (50 mM MES), pH 6 (50 mM cacodilato), pH 7 
y 8 (50 mM HEPES). La figura IV.15 muestra un ejemplo característico. 

 
  % Formas ADN 
  superenrollado circular lineal 

L     
 pH = 5,5 40 ± 4 50 ± 7 10 ± 4 
 pH = 6,0 63 ± 4 35 ± 5 1 ± 1 
 pH = 7,0 90 ± 1 10 ± 1 0 ± 0 
 pH = 8,0 91 ± 1 9 ± 1 0 ± 0 
     

CoL     
 pH = 5,5 12 ± 4 74 ± 14 14 ± 10 
 pH = 6,0 33 ± 11 60 ± 14 8 ± 3 
 pH = 7,0 14 ± 3 68 ± 10 18 ± 6 
 pH = 8,0 69 ± 2 29 ± 1 2 ± 1 
     

Co2L     
 pH = 5,5 2 ± 1 80 ± 3 18 ± 4 
 pH = 6,0 2 ± 1 97 ± 1 2 ± 1 
 pH = 7,0 1 ± 0 86 ± 5 13 ± 4 
 pH = 8,0 48 ± 8 50 ± 8 2 ± 1 
     

FeL     
 pH = 5,5 0 ± 0 57 ± 11 43 ± 11 
 pH = 6,0 0 ± 0 46 ± 16 54 ± 16 
 pH = 7,0 0 ± 0 46 ± 4 54 ± 5 
 pH = 8,0 60 ± 10 38 ± 9 3 ± 1 
     

Fe2L     
 pH = 5,5 0 ± 0 71 ± 16 29 ± 16 
 pH = 6,0 0 ± 0 50 ± 3 50 ± 3 
 pH = 7,0 4 ± 5 73 ± 14 23 ± 19 
 pH = 8,0 49 ± 4 51 ± 4 0 ± 0 
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Figura IV.A.3. Estudios competitivos de desplazamiento de bromuro de etidio para L’ 
y M’-L con CT-DNA. 

 

 

Tabla IV.A.4. Constantes de unión aparentes al ADN (Kapp) para el ligando L’ y sus 
correspondientes complejos metálicos (50 mM HEPES, pH=7,0). 

 
 

Compuesto C50 (µM) Kapp (M-1) 

Fe-L’ 17,0 2,1 x 106 

Co-L’ 53,0 6,8 x 105 

Zn-L’ 46,0 7,8 x 105 

L’ 104,0 3,5 x 105 
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      The work presented in this manuscript summarises the efforts 
devoted, during this PhD period, to expand our group’s research on 
the chemistry of copper-triazole nucleases. In this sense, we have 
obtained and fully characterized a family of copper(II) compounds 
containing 3-mono/3,5-disubstituted-1,2,4-triazoles. The magnetic 
charateristics of multimeric compounds have also been studied. Then, 
the DNA binding and nuclease properties of the water-soluble 
compounds have been studied. Finally, the consequences both of the 
inclusion of the aromatic moiety and of the different nuclearity in the 
DNA affinity and cleavage properties have been discussed. 

Furthermore, we include the results obtained in two research areas 
previously unexplored in our group: nanoparticles and artificial 
hydrolases. On the one hand, nanomaterials potentially provide new 
opportunities for nucleic acid manipulation; however, there were 
very few studies on DNA cleaving nanoparticles when we decided to 
exploit quantum dots (QD) to activate Cu(II) complexes for DNA 
cleavage. On the other hand, we selected a well-known hydrolytic 
ligand L (L = 1,3-bis[bis(pyridin-2-ylmethyl)amino]propan-2-ol) to 
study in detail its cleavage capacity towards plasmid DNA instead of 
DNA/RNA substrate models.  

The conclusions obtained along this PhD thesis are included in 
their respective chapters and summarized below. 

New triazole ligands (Chapter I) 

We have designed a serie of new 1,2,4-triazole ligands derived 
from the corresponding precursor (3-amino/3,5-diamino-1,2,4-
triazole) with sulfonyl or acyl substituents, which contain aromatic 
rings in their structures, in order to obtain metal compounds able to 
interact with DNA. 

For the synthesis we have followed two approaches: (i) with the 
first one we have obtained two sulfonyl-triazole (N and M) and four 
acyl-triazole derivates (H2P, H2O, H3diQ and H3diO) by direct 
reaction of the triazole precursor with the corresponding 
sulfonyl/acyl chloride in acetonitrile; (ii) with the second approach, 
developed for the first time in this thesis, we have prepared two new 
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ligands (H2V and H3diV) by direct reaction of 3,5-diamino-1,2,4-
triazole with ethyl 2-picolinate (in different ratios), in the absence of 
solvent with the use of a glass oven. This new procedure enables to 
obtain 3,5-disubstituted-1,2,4-triazoles in a simpler and cleaner form. 

Scheme 1 shows the eight new triazole ligands synthetized in this 
work. They have been fully characterized by several analitical 
techniques (1H and 13C NMR, IR spectroscopy, mass spectrometry 
and elemental analysis). Furthemore, we have confirmed the structure 
of the H2V derivative by X-ray cristallography. In relation to the (i) 
methodology, we found that the acylation is produced on the 
exocyclic amino group(s), and the sulfonylation on the N1-triazole 
endocyclic atom. These results confirm that, depending on the 
reaction conditions, both positions, N1-ring and NH2 groups, can be 
reactive, as reported earlier in the literature. 

Among these ligands, H2V and H3diV share the basic triazole 
structure of H2Q/H2O or H3diQ/H3diO, but bearing the pyridine 
substituent instead of the phenyl or naphthyl one. This difference 
entails two important consequences: (a) H2V and H3diV are more 
soluble (both are reasonably soluble in methanol); (b) their 
coordinating possibilities are significantly enlarged; indeed, HV- 
offers six donor atoms and two chelating rings for metal coordination, 
and HdiV2- eight donor atoms and four chelating rings. This last 
feature has allowed us to obtain two unique polinuclear Cu(II) 
compounds (tetranuclear and hexanuclear), which are discussed 
below. 
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Scheme 1. Ligands obtained in this PhD thesis. 

Copper(II)-triazole compounds as oxidative nucleases (Chapter II) 

A series of new copper(II)-triazole coordination compounds, based 
on the ligands synthesized in the first chapter, have been isolated and 
fully characterized. 

As a demostration of the triazole versatility, they exhibit different 
nuclearities: two are mononuclear (1 and 4), three are dinuclear (2, 3 
and 5), two are tetranuclear (6 and 7) and one is hexanuclear (8). 
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Although the acyl ligands were expected to afford a family of Cu-
(N-N)2-Cu’ dimers, comparable to analogous previously reported 
compounds, this result was only achieved with the ligands H2diQ 
([Cu(H2diQ)(ClO4)]2·2CH3OH, compound 2) and H2diO 
([Cu(H3diO)(NO3)]2·2DMSO, compound 3). In both cases, the ligand 
coordinates through a bis-chelate bridging-mode. The main difference 
between both dinuclear compounds relies on the planarity: in 2, the 
two phenyl substituents are coplanar with respect to the triazol plane, 
whereas in 3 the two naphthalene groups are clearly bended. As for 
the ligand H2P, it led to the isolation of a mononuclear compound 
[Cu(H2P)2(ClO4)2] (1), in which the ligand acts as chelating bidentate 
through N4 and Ocarbonile atoms. 2 and 3 present antiferromagnetic 
exchange. The J parameter for 2 (J = -81,8 cm!1) and 3 (J = -83,6 cm!1) 
are in the normal range for compounds bearing a double-triazole 
bridge. 

The sylfonyl ligands, N and M, cannot bridge through the N1,N2-
binding mode due to the presence of a substituent on N1. This fact 
reduces drastically the coordination possibilities of the ligand to the 
monodentate way through the N4 atom, yielding the compounds 
[Cu(N)4(NO3)2]!4CH3OH (4) and [Cu(M)(!-acetato)2]2!2M (5). 
Compound 5, a dinuclear acetate compound of the paddle-wheel 
type, constitutes a MOF (metal–organic framework) as a result of 
strong stacking interactions and intense H-bonds. It also exhibits a 
very strong antiferromagnetic coupling (J = -324,0 cm-1). 

Our assays with the commercial, easy but little studied, H2atc 
ligand (5-amino-l,2,4-triazole-3-carboxylic acid), produced a novel 
tetranuclear compound [Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2!2H2O (6). 6 
represents the second example of a discrete “1 + 2 + 1” tetranuclear 
copper(II) µ3-triazolate compound. It contains two copper centres 
linked by a double diazinic bridge, each of which is further connected 
to a third and fourth copper centres through the triply bridging 
triazolato ring and the bidentate carboxilato group of the atc2- ligands. 
The magnetic study indicates that 6 exhibits an unusually (although 
predictable) weak antiferromagnetic coupling between the two 
central bis(N1,N2)-bridged coppers centres (J = -34,1 cm-1), and a very 
weak antiferromagnetic coupling, through the N2,C,N4-bridge, 
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between each peripherical copper and one of the two central copper 
centres (j = -5,5 cm-1). 

The high denticity of the ligands H2V and H3diV gave one 
tetranuclear {[Cu4(HV)2(picolinato)2(NO3)3(H2O)6] (NO3)}n (7) and one 
hexanuclear [Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14](ClO4)2!10H2O  (8) 
compound, respectively. 

The crystal structure of 7 consists of a polymer formed by chains of 
tetrameric units of copper(II) ions. The tetrameric units, which in turn 
can be described as pairs of coupled dimers, are linked in the chain by 
bridging nitrato ligands. Each tetrameric entity contains two HV- 
bis(chelating) ligands and two picolinato ligands. The magnetic study 
reveals a poor antiferromagnetic interaction between the copper(II) 
centres. 

The tetrachelating triazole H3diV ligand by reaction with an excess 
of copper(II) salt has afforded the novel hexanuclear compound 8, 
which contains a “1+1+2+1+1” almost planar Cu6 cluster never 
reported before, with two types of Cu(II) centers. It exhibits well-
defined magnetic behavior consisting of two different 
antiferromagnetic interactions (J1 = -113,2 cm-1 and J2 = -17,1 cm-1). 

From the bioinorganic point of view, table 1 summarizes the 
results obtained in this chapter. 

In relation to the DNA binding study, the above mentioned triazole 
ligands were designed to favour DNA interaction. Only compounds 2 
and 5 intercalate into the double strand polymer. The intercalation 
process in 5 can be reasoned by the presence of the naphthalene 
groups. The compound 4 also contains naphthalene substituents but 
their arrangement (it is a monomer with 4 ligands per copper) 
induces a sterical hindrance which avoids its intercalation. In the case 
of compound 2, which contains phenyl groups, the overall structure is 
almost planar and the compound does intercalate. Compound 3, 
structurally related to 3 but with naphthalene groups, is insoluble and 
the bioinorganic study could not be performed.  With respect to 7 and 
8, their heteroaromatic substituents are involved in metal 
coordination so intercalation is not possible; however, they are 
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reasonably soluble, and their DNA affinity is increased due to 
electrostatic interactions, as is also observed for 6. The hexanuclear 
compound 8 presents a high affinity towards DNA, similar to that of 
the well-known agent Hoechst 33258. 

Table 1 also reveals that there is not a direct correlation between 
!Tm and Kapp values, if compound 8 and Hoechst 33258 present high 
values for both parameters. 

As for the nuclease activity, all the compounds included in this 
chapter require external activation (reducing agent) to exhibit 
nuclease properties. So, they are metallonucleases of the oxidative 
type. In general, within this family of compounds: (a) intercalation 
does not guarantee a good nuclease activity; (b) the increase in the 
nuclearity enhances the DNA affinity and the DNA cleavage 
efficiency. 

Taking into account these results, future work will focus on: 

(a) Preparation, by the methodology set up in this PhD thesis, of 
new 1,2,4-triazole ligands related to the previous ones, which include 
the following modifications: (i) change of the pyridine ring by larger 
heteroaromatic units, to strengthen their DNA binding potential; and 
(ii) change of the N donor atom position in the heteroaromatic ring to 
modify the nucleating capabilities. 

(b) Synthesis of new polinuclear species based on those ligands.  

(c) Giving one step forward: study of the cytotoxicity activity of 
the most active, soluble, systems in different cancer cell lines. 
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Tabla 1. Summary of the DNA interaction and cleavage studies for compounds 1-8 (see chapter II). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a  CT ADN, (!/!0)1/3  value for: [compound] / [CT!ADN] = 0,1   d conditions to cleave 90% of SC ADN form 
b  CT ADN        e data no available due to solubility problems 

     c   obtained by means of equation: KEB [EB] = [C50] Kapp     

 

Compound Nuclearity 
Viscosimetrya 

(!/!0)1/3 

!Tmb 

(ºC)  
Kapp(M"1)c 

[C]90d 

(µM) 

[Cu(H2P)2(ClO4)2] (1) mononuclear 1.00 9.6 3.1!106 
40  

(25x, Asc/H2O2) 

[Cu(diQ)(ClO4)]2·2CH3OH (2) dinuclear 1.12 e 1.6!106  
30 

(300x,Asc/H2O2) 
[Cu(diO)(NO3)]2·2DMSO (3) dinuclear e e e e 

[Cu(N)4(NO3)2]"4CH3OH (4) mononuclear 1.02 "3 2.2!107 
25 

(300x,Asc/H2O2) 

[Cu(M)("-OAc)2]2·2(M) (5) dinuclear 1.16 16 2.5!107 
20 

(25x, Asc) 

[Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2"2H2O (6) tetranuclear 1.06 18 6.2!106 
20 

(2.5x, Asc) 

{[Cu4(HV)2(picolinato)2(NO3)3(H2O)6](NO3)}n (7) tetranuclear 1.05 8 6.4!107 
15 

(5x, Asc) 

[Cu6(HdiV)2(ClO4)6(H2O)14](ClO4)2"10H2O (8) hexanuclear 1.02 15 1.3!108 
10 

(12x, Asc) 
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Synergy between quantum dots (QDs) and copper(II) complexes 
towards DNA cleavage (Chapter III) 

In this chapter we have explored the effect of combining 
semiconductor nanoparticles (QDs) and Cu(II) complexes for DNA 
interaction/degradation. 

In the section III.B we firstly studied the interaction of QD to 
pUC18 by different techniques: fluorescence assays reveal that QD 
presents high affinity to nucleic acids (KSV = 1,2x107 M-1); AFM 
enables us to “direct” visualize the interaction and shows that DNA 
wraps around the QD core, leading to the formation of aggregates or 
“superstructures” between nucleic acids and nanoparticles; 
electrophoretic studies demonstrate that QD, acting alone, possesses 
negligible cleavage activity to DNA. However, when QD are 
combined with a well-know nuclease, [Cu(phen)2]2+, we found strong 
synergy between them towards effecting DNA cleavage in the dark 
and when irradiated with red light. 

The following section (III.C) is an extension of the previous results 
from our experience in copper(II)-triazole compounds and oxidative 
nucleases. Two novel ternary dicopper complexes with guanazole/ate 
bridges and aromatic amines were synthetized and characterized. The 
first one, [Cu2(µ-Hdatrz)(phen)2(H2O)2(NO3)4] (9), represents the first 
example of a genuine discrete N2,N4-triazole-dicopper complex. This 
has offered the possibility of calculating the magnetic exchange 
parameter, J(!2,4-triazole) = -52,1 cm-1, for a couple of Cu(II) centres 
antiferromagnetically linked through a NCN-triazol bridge. The 
second one, [Cu2(µ-datrz)2(µ-OH2)(bipy)2](ClO4)2 (10), is the second 
case of a folded [Cu-(N1-N2)2-Cu] bridging system and exhibits a 
higher antiferromagnetic coupling, J(!1,2-triazole) = -115,0 cm-1. 

Compound 9 binds via intercalation and shows higher affinity for 
DNA than 10, as expected. In the presence of conventional activating 
agents (micromolar concentrations), 9 produces significant oxidative 
DNA cleavage, whereas 10 is inactive. However, in the presence of 
nanomolar concentrations of water-soluble QDs-filled micelles, both 
systems are highly efficient at cleaving DNA. 
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Our studies suggest that there must be multiple roles of the QDs 
toward promoting DNA cleavage by the copper metallonucleases; 
they probably combine structural with redox effects. 

Overall, we have developed two compounds in which different 
strategies are successfully associated to yield efficient DNA cleavage 
by an oxidative mechanism: (1) a bimetallic framework, (2) hydrogen-
bonding features and (3) a redox-active protein-like curved 
nanostructure (QDs). Studies to clarify the redox function of QDs in 
this process are currently being undertaken. 

This new bionanotechnology approach to enhance the activity of 
coordination complexes for DNA cleavage is simple and potentially 
extendable to other redox-active metal complexes. 

Artificial hydrolases (Chapter IV) 

In this Chapter we have taken advantage of our experience on the 
study of oxidative nucleases to undertake a complete analysis of a 
hydrolytic system. Here, we have investigated for the first time the 
cleavage capacity of the system M+L {L = 1,3-bis[bis(pyridin-2-
ylmethyl)amino]propan-2-ol}, with L being a dinucleating ligand and 
M classical transition metal (II,III) cations, towards plasmid DNA. 

The present results show that the Co(II)-L and the Fe(III)-L 
systems are powerful nucleases with and without ascorbate; the 
Ni(II)-L and the Zn(II)-L systems do not produce DNA cleavage in 
any case, and the Cu(II)-L system requires co-reactant to be active. 
Kinetic data of DNA cleavage by Co-L at pH = 7 and 37 ºC fit to a 
saturation kinetic profile with a kobs of 1,8x10-3 s-1. This rate of 
acceleration over the uncatalyzed reaction (>109-fold) places this 
complex among the most powerful synthetic nucleases created 
without external activants. 

The electrophoretic results also indicate that the catalytic activity 
of the system 1:1 (M-L) is similar or even higher than that of the 
corresponding 2:1 (M2-L) system. The study probes that it is possible 
to enhance the activity of the metal complex in dinucleating ligands 
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by keeping the second metal binding site vacant as a second 
coordination sphere. 

Our future work in this field will focus, on the one hand, in 
understanding the mechanism (hydrolytic/oxidative) of the process 
by performing the experiment of T4 ligase; on the other, in designing 
new dinucleating ligands structurally related to L which incorporate 
additional hydrogen-bond donor groups. 

 



Abreviaturas 

Ligandos “nuevos” 

 

 

Otras abreviaturas 

N o anstrz 5-amino-N1-(naftalen-3-sulfonil)-1,2,4-triazol 

M o danstrz 3,5-diamino-N1-(naftalen-3-sulfonil)-1,2,4-
triazol 

H2O o Hanatrz 3-amino-5-naftalencarbonilamino-1,2,4-triazol 

H2P o Hbatrz 3-bencilamino-1,2,4-triazol 

H3diO o 
Hdnctrz 

3,5-di(naftalencarbonilamino)-1,2,4-triazol 

H3diQ o Hdbtrz 3,5-di(bencilamino)-1,2,4-triazol 

H2V o Hapitrz 3-amino-5-piridilamino-1,2,4-triazol 

H3diV o Hdpitrz 3,5-di(piridilamino)-1,2,4-triazol 

ADN Ácido desoxirribonucleico 
ARN Ácido ribonucleico 
Asc Ascorbato 

CT-ADN 
Ácido desoxirribonucleico del timo de la ternera (calf 
thymus) 

DABCO 1,4-diazabiciclo [2,2,2] octano 
Dien dietilentriamina o 1,4,7-triazaheptano 
DMF N-N’-Dimetilformamida 
DMSO Dimetilsulfóxido 
Dppz Dipirido[3,2-a:2’,3’-c]fenazina 
Dpq Dipirido[3,2-d:2’3’-f]quinoxalina 
EB Ethidium bromide 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 



 

 

 

 

EPR Resonancia paramagnética electrónica 
Esds Desviación estándar  
ESI Ionización por Electrospray 
FAB Bombardeo con átomos rápidos 
Hatrz 3-amino-1,2,4-triazol 
H2atc ácido 5-amino-1,2,4-triazol-3-carboxílico 
Hdaatrz 3,5-diacetilamino-1,2,4-triazol 
Hdatrz 3,5-diamino-1,2,4-triazol o guanazol 
HEPES Ácido piperazin-4-(2-hidroxietil)-1-etanosulfónico 
H2salen 2,2’[etano-1,2-diilbis(nitrilometilidino)]difenol 
IR Infrarrojo 
Mr Masa molecular 
OP o phen 1,10-fenantrolina 
PIPES Ácido piperazin-N,N!-bis(2-etanosulfónico) 
pUC18 Plásmido ADN tipo pUC18 
R Rendimiento 
RMOS Especies reactivas metal-oxígeno 
ROS Especies reactivas de oxígeno 
TMPyP meso-tetrakis-(1-metil-piridinio-4-il)porfirina 
Tris Tris(hidroximetil)-aminometano 
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We have found that the DNA cleaving activity of quantum
dots and 1,10-phenanthroline–Cu(II) complex is significantly
enhanced when they are combined.

DNA/RNA cleavage is a fundamental reaction in gene regula-
tion and in important processes like programmed cell death,
prevention of autoimmune disorders and gene therapy.1 Thus,
the development of synthetic nucleases attracts considerable
interest,2 both as model systems and as tools for manipulating
genetic material for biotechnological and medical applications.2,3

An important requirement is to control and increase the
activity of these catalysts under physiological conditions,
which continues to be challenging. For synthetic metallo-
nucleases this problem has been tackled mainly through
modifying the metal and its first coordination sphere or by
seeking cooperation of more than one metal ion2,3 or between
metals and functionally important groups.4,5 Although nano-
materials potentially provide new opportunities for nucleic
acid manipulation, so far there are very few examples of DNA
cleaving nanoparticles.6 Understandably, the effect that nano-
materials have on DNA is also important in assessing poten-
tial mechanisms for wanted and unwanted toxicity of
nanomaterials. In most cases nanoparticle-induced DNA cleavage
occurs only upon irradiation with UV light.7,8 A recent
study has reported that some of the commercially available
semiconductor nanocrystals (quantum dots, QDs) can cause
some DNA nicking even under dark conditions.9 Although
this discovery was important in highlighting a potential
source of QD toxicity, these QDs were poor DNA cleaving
agents. Here we report, however, that when QDs and a
common copper(II) complex with relatively low nucleo-
lytic efficiencies are combined, cleavage of DNA becomes
much higher.

Copper(II) complexes can induce cleavage of nucleic acids in
both oxidative and hydrolytic ways. Most oxidative DNA
cleavage reactions with Cu(II) complexes require addition of
reducing agents.10 However, it has been recently shown that
careful selection of ligands can lead to Cu(II) complexes
which oxidatively cleave DNA without reducing agents in
the presence of light.11 We reasoned that it would be possible
to exploit QDs to activate Cu(II) complexes for DNA cleavage.
Specifically, we considered that combining QDs and Cu(II)
complexes which would interact with the DNA non com-
petitively, would upon irradiation with light generate DNA
nicking Cu(I) complexes. Moreover, in the nucleosome core
particles histone–DNA complexes are stabilized by different
types of interactions with the phosphate backbone.12 The
spherical shape and protein-like size of QDs could enable
QD–DNA adducts to mimic this; in which case the surface
groups could be utilized also to activate the phosphodiester
bonds for hydrolytic attack.
To explore the feasibility of such an approach, we studied

the DNA cleavage ability of QDs micelles decorated with
amino and methoxy groups combined with the Cu(II) complex
of 1,10-phenanthroline (Cu : phen; 1 : 2; Fig. 1), a prototypical
artificial nuclease widely applied as footprinting reagent for
DNA, RNA, and important cellular processes.13,14

To synthesize water-soluble QDs we applied a method
which is based on encapsulation of hydrophobic CdSe–ZnS
QDs in the hydrophobic core of phospholipid micelles
(ESIw).15

To assess if the QD micelles cleave DNA, different con-
centrations of QD micelles were incubated with supercoiled
(SC) pUC18 DNA and the mixtures were studied by gel
electrophoresis (Fig. S1, ESIw). Incubation with QD at >50 nM
led to some smearing of the band due to SC DNA (form I).
The smearing is reduced in the presence of salt (e.g. 50 mM
NaCl). When the DNA was recovered from the QD :DNA
mixture using a DNA recovery kit and loaded onto a gel, the
band due to SC DNA was similar to that of the DNA control,
which suggests smearing is not due to DNA degradation
(Fig. S2, ESIw). The smearing most likely arises from a
dynamic equilibrium between free SC DNA and SC DNA:QD
adducts, which due to their larger size and charge
neutralization migrate less or remain in the gel wells; similar
observations have been reported when proteins bind DNA.

a EaStCHEM School of Chemistry, University of Edinburgh,
Edinburgh, United Kingdom EH9 3JJ.
E-mail: juan.mareque@ed.ac.uk; Fax: +44-131-650-4743;
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A Unique Discrete Tetranuclear Cu′−Cu(N-N)2Cu−Cu′ Copper(II)
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ABSTRACT: The title compound, characterized by means of an X-ray structure analysis, represents an easy example of a
noncatena “1 + 2 + 1” tetranuclear copper(II) μ3-triazolate compound. [Cu4(atc)2(dien)4(ClO4)2](ClO4)2·2H2O (1), where
H2atc = 5-amino-l,2,4-triazole-3-carboxylic acid and dien = diethylenetriamine = 1,4,7-triazaheptane, contains two copper atoms
linked by a double diazinic bridge, each of which is further connected to a third and fourth copper atom (Cu′) through the triply
bridging triazolato ring and the bidentate carboxylato group of the atc2− ligands. The copper−copper distances within the
tetranuclear unit are Cu−Cu = 4.059 Å, Cu−Cu′ = 5.686 and 6.370 Å, and Cu′−Cu′ = 11.373 Å. The compound self-assembles
into a tridimensional hydrogen-bonded network to generate a MOF. 1 exhibits antiferromagnetic behavior with g = 2.10(1), J =
−34.1(2) cm−1 and j = −5.50(3) cm−1, where J is the coupling constant of the central Cu−Cu pair and j the coupling constant of
the two Cu−Cu′ (Cucentral−Cupheripheral) pairs, as defined by H = −J S2S2a − j (S1S2 + S2aS1a). Complex 1 has been tested as
nuclease mimic. It shows good binding propensity to calf thymus DNA, with a binding constant value of 6.20 × 106 M−1 (Kapp)
and ΔTm = 18.3 °C. Moreover, the compound displays efficient oxidative cleavage of pUC18 DNA, even at low concentration, in
the presence of a mild reducing agent (ascorbate), with a rate constant for the conversion of supercoiled to nicked DNA (kobs) of
∼0.126 min−1. The good reactivity of 1 toward DNA is explained from the electrostatic interactions of the cationic species
produced in solution.

■ INTRODUCTION

The design of small compounds able of catalyzing DNA
scission at physiological conditions is of great interest for
biotechnological applications and the development of novel
therapeutic agents. Transition-metal complexes (especially of
essential iron and copper) in their reduced oxidation state can
promote the formation of free radicals through Haber−Weiss
or Fenton reactions that can oxidize several biomolecules.1−3

Based on this property, much effort has been undertaken by
different groups to prepare complexes of transition metals
capable of binding and breaking the DNA double helix. Several
well-known and best-characterized nucleolytic agents are
[Fe(EDTA)]2− (EDTA = ethylenediaminetetraacetic acid),4a

[Cu(OP)2]
+ (OP = 1,10-phenanthroline),4b Fe-BLM (BLM =

bleomycin),4c Ni-peptides,4d and metal-salen [salen = N,N′-
ethylene-bis(salicylideneaminato)].4e The intrinsic redox prop-
erties of Cu(II) have allowed the obtention of a series of copper
complexes that induce DNA cleavage through an oxidative
mechanism from a wide diversity of ligands including triazole
derivatives.1,5,6 Our group described the nuclease ability of two
copper-triazole compounds of the same ligand, [Cu(Hapt)]2+

and [Cu(Hapt)2]
2+ (Hapt = 5-amino-3-pyridyl-1,2,4-triazole),

which showed different activity and differences in the ROS
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Key indicators: single-crystal X-ray study; T = 293 K; mean !(C–C) = 0.004 Å;

R factor = 0.038; wR factor = 0.107; data-to-parameter ratio = 10.3.

The title compound, C8H8N6O, was obtained by the reaction
of 3,5-diamino-1,2,4-triazole with ethyl 2-picolinate in a glass
oven. The dihedral angles formed between the plane of the
amide group and the pyridine and triazole rings are 11.8 (3)
and 5.8 (3)!, respectively. In the crystal, an extensive system of
classical N—H" " "N and N—H" " "O hydrogen bonds generate
an infinite three-dimensional network.

Related literature

For background to triazole derivatives, see: Aromı́ et al.
(2011); Olguı́n et al. (2012). For related triazole structures, see:
Allouch et al. (2008); Ouakkaf et al. (2011). For structures of
metal complexes with related triazoles, see: Ferrer et al. (2004,
2012). For the synthesis of triazoles, see: Chernyshev et al.
(2005). For hydrogen-bond motifs, see: Bernstein et al. (1995).

Experimental

Crystal data

C8H8N6O
Mr = 204.20
Tetragonal, P41212
a = 9.5480 (5) Å
c = 21.9570 (9) Å
V = 2001.69 (17) Å3

Z = 8
Mo K" radiation
# = 0.10 mm#1

T = 293 K
0.15 $ 0.09 $ 0.05 mm

Data collection

Nonius KappaCCD diffractometer
4484 measured reflections
1407 independent reflections

915 reflections with I > 2!(I)
Rint = 0.048

Refinement

R[F 2 > 2!(F 2)] = 0.038
wR(F 2) = 0.107
S = 1.07
1407 reflections

137 parameters
H-atom parameters constrained
!$max = 0.12 e Å#3

!$min = #0.13 e Å#3

Table 1
Hydrogen-bond geometry (Å, !).

D—H" " "A D—H H" " "A D" " "A D—H" " "A

N21—H21" " "N23i 0.86 2.02 2.788 (3) 149
N21—H21" " "O17i 0.86 2.41 3.061 (3) 133
N18—H18" " "N20ii 0.86 2.45 3.253 (3) 155
N22—H22A" " "O17i 0.86 2.08 2.860 (3) 150
N22—H22B" " "N20iii 0.86 2.26 3.068 (3) 157

Symmetry codes: (i) #xþ 1
2; y# 1

2;#zþ 1
4; (ii) #y;#x;#zþ 1

2; (iii)
#xþ 1

2; yþ 1
2;#zþ 1

4.

Data collection: COLLECT (Nonius, 1998); cell refinement:
DENZO and SCALEPACK (Otwinowski & Minor, 1997); data
reduction: DENZO and SCALEPACK; program(s) used to solve
structure: SHELXS97 (Sheldrick, 2008); program(s) used to refine
structure: SHELXL97 (Sheldrick, 2008); molecular graphics:
PLATON (Spek, 2009) and DIAMOND (Brandenburg & Putz,
2006); software used to prepare material for publication: publCIF
(Westrip, 2010).

This work was supported by the Ministerio de Educación y
Ciencia (MEC, Spain) (project CTQ2007–63690/BQU) and by
the Ministerio de Ciencia e Innovación and FEDER-EC
(project MAT2010–15594). JHG acknowledges a PhD grant
(project CTQ2007–63690/BQU, MEC, Spain). Technical
support (X-ray measurements at S.C.S.I.E., University of
Valencia) from M. Liu-González is gratefully acknowledged.

Supplementary data and figures for this paper are available from the
IUCr electronic archives (Reference: GK2547).

References
Allouch, F., Zouari, F., Chabchoub, F. & Salem, M. (2008). Acta Cryst. E64,

o684.
Aromı́, G., Barrios, L., Roubeuau, O. & Gámez, P. (2011). Coord. Chem. Rev.
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ABSTRACT: A new easy symmetric 3,5-disubstituted
1,2,4-triazole ligand (H3diV) by reaction with an excess of
copper(II) salt has afforded a novel hexanuclear
compound (Cu/HdiV ratio of 6:2) through a bis(trans−
cis−cis−trans) binding mode, exhibiting two types of CuII

centers and two clearly distinguishable antiferromagnetic J1
(−234 cm−1) and J2 (−35 cm−1) coupling constants.

The versatility of triazoles to bridge metal centers in different
ways is an area currently being explored to produce

supramolecular structures with different potential functionalities,
such as magnetic, optic, and electrochemical or simply as a
starting point in crystal engineering.1 On the other hand, the
triazole systems afford discrete polymetallic complexes of
interest to gain understanding on the mechanisms of biological
systems and the nature of magnetic cooperativity.1,2 The discrete
polynuclear metal clusters are indeed ideal candidates for the
investigation on the properties of molecule-based magnets.1−3

The 1,2,4-triazole-based ligands are commonly organized in
three categories, namely, those containing a sole coordinative
ring, those comprising two rings bridged by a spacer, and those
having two or more functional groups. The last category is well
represented by the 3,5-bis(pyridine-2-yl)-1,2,4-triazole ligand
(known as Hpytz or Hbpt)4 or its close derivatives.1,2 Recently,
Chen et al. have prepared, by hydrothermal synthesis, a series of
polymeric structures based on the [CuI(2-pytz)] building block,
which exhibited different conformations (i.e., molecular chairs,
zippers, and zigzag and helical chains) as a result of the different
binding modes of the ligand (Scheme 1, bottom).5 From a
different approach, Brooker et al. have reported triazole-based
ligands containing pyridine pendant arms that showed enhanced
denticity (i.e., bis-terdentate and bis-tetradentate binding), thus
yielding unusual dinuclear and tetranuclear complexes.2c Brooker
et al. have also shown that using bis-bidentate dipyridyl
derivatives, under appropriate synthesis conditions (with
selected coligands), trinuclear,2d tetranuclear, and even octanu-
clear2e systems can be isolated.
Our group has been developing 3-substituted or 3,5-

disubstituted 1,2,4-triazole ligands with the aim of obtaining,
by reaction with copper(II) salts, models of multicopper
enzymes6 or compounds with nuclease properties.7 The first
step in the DNA scission process is DNA binding, and the
presence of multiple positively charged metallic centers has been
proven to increase the affinity of the nuclease by the double helix,

given the anionic nature of this biopolymer.8 We have recently
reported a tetranuclear and some binuclear triazole copper(II)
complexes, which showed efficient DNA cleavage properties.7

In this context, a new potentially dinucleating ligand was
designed and prepared: 3,5-bis(pyridine-2-yl-acetamido)-1,2,4-
triazole = 3,5-bis(picolinamido)-1,2,4-triazole (hereafter short-
ened to H3diV). The synthesis was performed by a one-pot
reaction of guanazole with ethyl 2-picolinate in a glass oven.9 The
H3diV ligand is similar to the Hpytz/Hbpt ligand. The difference
between both compounds lies in the acetamido linker that
connects the pyridine and triazole rings in H3diV. Accordingly,
this new derivative, through deprotonation at both acetamido
groups (HdiV form), offers eight donor atoms and four chelating
rings for metal coordination (Scheme 1, top).
The H3diV ligand is insoluble in water and only moderately

soluble in methanol. The addition of a copper perchlorate
solution to a hot methanolic solution of the ligand in a 2:1 ratio
yielded abundant pale-green precipitate. Instead, a high excess of
copper salt (6:1) produced only some precipitate, which was
removed by filtration. The resulting solution was allowed to
evaporate. After a couple of months, from an almost dry solution,
big sea-blue single crystals of compound 1 appeared.10

Presumably, the high amount of perchlorate anions of the

Received: December 19, 2012
Published: February 18, 2013

Scheme 1. Bridging Mode of the Dideprotonated HdiV (this
work) and the Monodeprotonated 2-pytz5b Ligands
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A dinucleating ligand which promotes DNA cleavage
with one and without a transition metal ion†

Javier Hernández-Gil,a Sacramento Ferrer,*a Elena Salvador,b Javier Calvo,c

Enrique Garcia-Españab and Juan C. Mareque-Rivas*cd

The dinucleating ligand L (1,3-bis[bis(pyridin-2-ylmethyl)amino]propan-
2-ol) combined with metal ions efficiently cleaves DNA when M:L is
1 :1 (M = Co(II) or Fe(III)) at pH 5.5–7.0, with free L being more active at
acidic pH than when bound to Zn(II), Cu(II) or Ni(II) at neutral pH.

Phosphodiester linkages, in particular those that join the
nucleotides of DNA, are extremely resistant to hydrolysis.1

Because efficient cleavage of these bonds can ultimately lead
to the development of new products and tools for the diagnosis
and treatment of diseases, hence the study of DNA cleavage
attracts considerable interest.2–5 Metal ions possess ideal prop-
erties to carry out this chemistry, therefore, they are important
functional elements of natural and artificial nucleases.1a,2–10

Since the active sites of many natural nucleases have more than
one metal ion, two-metal ion mechanisms enjoy a lot of support.3

Inspired by the structures of dinuclear metallonucleases, many
recent studies have focused on the synthesis of dinuclear (and
polynuclear) metal complexes. It has been shown that by using
certain ligands, the dinuclear complexes are more active than their
mononuclear counterparts in both oxidative and hydrolytic DNA
cleavages.3–9 Some of the most active bimetallic systems are those
in which the ligand structure places the metal ions in a way that it
promotes cooperative interactions with the substrate (either via
double Lewis acid activation, or Lewis acid activation coupled with
provision of a metal-bound hydroxide nucleophile). The incorpora-
tion of a 2-propanol linker between two metal-binding units
appears to be a particularly good strategy for achieving reactive
systems.3e,6 Different authors7–9 have shown that the ligand L
(1,3-bis[bis(pyridin-2-ylmethyl)amino]propan-2-ol) (Scheme 1) can

support effective cooperation of two metals towards binding and
hydrolysis of phosphate diesters. Although several M2–L complexes
have been structurally characterised,8,11 by performing potentio-
metric pH titrations at a range of M :L ratios it has been found
that, like other dinucleating ligands, L forms mononuclear com-
plexes when the M:L ratio is 1 : 1.12 Here we show that at this M :L
ratio Co(II) and Fe(III) form very efficient catalysts for cleaving
plasmid DNA through the participation of the metal-free
bis(pyridin-2-ylmethyl)amino (bpa) site. This result provides a
new paradigm for developing efficient biomimetic catalysts using
dinucleating ligands. We also report the striking observation that
metal-free L cleaves plasmid DNA at acidic pH with an efficiency
which compares well with that of many metal complexes.

Previous studies have shown that the catalytic activity of transi-
tion metal ion complexes towards DNA scission generally depends
on the nature of the metal ion, with complexes of Cu(II) usually
being the most active catalysts, so we screened several late first-row
transition metal ions for activity. Notably, of the M(II) complexes
studied in this work, Co–L is the most efficient catalyst (Fig. 1(a)).
Despite the fact that Co(II) can substitute for Zn(II) in many
metalloenzyme catalyzed reactions in vitro and has a similar charge
density and ionization potential,13 few reports exist on the efficiency
of Co(II) complexes as metallonucleases. The capacity of Co–L to
promote conversion of supercoiled DNA (SC, Form I) to both
circular relaxed (OC, Form II) and linear (L, Form III) DNA in the

Scheme 1 Metal complexes used and plausible cooperative interactions for
DNA cleavage.
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Two novel naphthalene-sulfonyl-triazole ligands, 5-amino-N1-(naphthalen-3-ylsulfonyl)-1,2,4-triazole (anstrz)
and 3,5-diamino-N1-(naphthalen-3-ylsulfonyl)-1,2,4-triazole (danstrz), purposely designed to interact with
DNA, have been prepared for the first time and then fully characterized by 1H, 13C NMR, and IR spectroscopy,
mass spectrometry and elemental analysis. The crystal structures of two copper complexes of these derivatives,
i.e. [Cu(anstrz)4(NO3)2]∙4CH3OH (1), mononuclear, and [Cu(danstrz)(μ-OAc)2]2∙2(danstrz) (OAc = acetato)
(2), dinuclear, have been determined by single-crystal X-ray diffraction. In both cases the ligand coordinates in
a monodentate fashion via the N4 nitrogen atom of the triazole ring. Compound 2, an example of paddle wheel
type copper acetate, presents a Cu ⋯ Cu′ distance of 2.667(1) Å. As a result of strong stacking interactions and in-
tense H-bonds, the structure of 2 constitutes a MOF (metal–organic framework). Besides, this dinuclear com-
pound exhibits a very strong antiferromagnetic coupling (J = −324 cm−1) and a silent X-band EPR at room
temperature. The affinity toward DNA of 1 and 2 has been examined by fluorescence emission spectroscopy,
thermal denaturation and viscosimetry assays. The apparent binding constant (Kapp) values of 2.2 × 107 M−1

for 1 and 2.6 × 107 M−1 for 2 suggest important DNA interaction. The dinuclear compound (2) intercalates
and produces a high change in the Tm. Both compounds promote DNA scission in the presence of H2O2/ascorbate
(1) or ascorbate (2) through oxidativemechanism. The possible reasons for the higher DNA affinity and themore
efficient DNA cleavage displayed by compound 2 in relation to compound 1 are discussed.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The rational design of species capable of interacting with DNA in a
specific way, in order to produce a controlled chemical cleavage, is an
area of great interest due to its potential application as tools to ma-
nipulate the genetic material and as agents in chemotherapy. Transi-
tionmetal complexes have been widely exploited for these purposes,
not only because of their unique spectral and electrochemical signa-
tures, but also because by changing the ligand environment the DNA
binding and cleaving ability of a metal complex can be tuned [1–6].
Copper being a bio-essential transition metal ion, its complexes
have been frequently used to obtain DNA cleavage agents in view
of their biologically accessible redox potential and their relatively
high affinity for nucleobases. Usually Cu(II) complexes under the

proper conditions produce DNA scission by an oxidative pathway
[1–4,7–10].

The ligand plays a crucial role in the design of the metallonucleases.
The reactivity of the artificial nuclease is strongly enhanced when its
structure comprises groups with high DNA affinity. Strategies which
have shown to be effective to reach such goal are [1–3]: (i) the use of bi-
metallic agents, (ii) the introduction of functional groups positively
charged, and (iii) the conjugation with DNA binding units such as
groove binders or intercalators. Last feature taken into account, the
planarity of the ligand and/or the presence of aromatic systems are
factors that favor the intercalation; the design of these systems,
however, is not trivial [1,2]. Sometimes the conjugation with an
intercalator does not produce the results expected, since the advan-
tage derived by the increased DNA affinity is canceled by the incor-
rect positioning of the reactive group [11–13]. The nature of the
intercalator is also important; in this sense, J.K. Barton et al. and
Burstyn et al., among other authors, have reported substantial differ-
ences in its reactivity [14,15]. As recent effort in this direction,

Journal of Inorganic Biochemistry 125 (2013) 50–63
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Javier Hernańdez-Gil,†,○ Sacramento Ferrer,*,† Alfonso Castiñeiras,‡ Malva Liu-Gonzaĺez,§
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ABSTRACT: Two novel (μ-guanazole)-bridged binuclear copper(II) complexes
with 1,10-phenanthroline (phen) or 2,2′-bipyridine (bipy), [Cu2(μ-N2,N4-
Hdatrz)(phen)2(H2O)(NO3)4] (1) and [Cu2(μ-N1,N2-datrz)2(μ-OH2)(bipy)2]-
(ClO4)2 (2) (Hdatrz = 3,5-diamino-1,2,4-triazole = guanazole), have been prepared
and characterized by X-ray diffraction, spectroscopy, and susceptibility measurements.
Compounds 1 and 2 differ in the aromatic amine, which acts as a coligand, and in the
Cu···Cu′-bridging system. Compound 1, which contains two mono-bridged copper
ions, represents the first example of a discrete Cu−(NCN-trz)−Cu′ complex.
Compound 2, with two triply bridged copper ions, is one of the few compounds
featuring a Cu−[(NN-trz)2 + (O-aquo)]−Cu′ unit. Both compounds display
antiferromagnetic coupling but of different magnitude: J (μ2,4-triazole) = −52 cm−1 for
1 and J (μ1,2-triazolate) = −115 cm−1 for 2. The DNA binding and cleavage properties
of the two compounds have been investigated. Fluorescence, viscosimetry, and
thermal denaturation studies reveal that both complexes have high affinity for DNA (1 > 2) and that only 1 acts as an intercalator. In
the presence of a reducing agent like 3-mercaptopropionic acid, 1 produces significant oxidative DNA cleavage, whereas 2 is inactive.
However, in the presence of very small quantities of micelles filled with core−shell CdSe-ZnS quantum dots (15 nM), 1 and 2 are
considerably more active and become highly efficient nucleases as a result of the different possible mechanisms for promoting
cooperative catalysis (metal−metal, metal−hydrogen bonding, metal−intercalation, and metal−nanoparticle). Electrophoresis
DNA-cleavage inhibition experiments, X-ray photoelectron spectroscopy studies, and fluorescence ethidium bromide displacement
assays reveal that in these novel nucleases the QDs act as redox-active protein-like nanoparticle structures that bind to the DNA and
deliver electrons to the copper(II) centers for the generation of Cu(I) and reactive oxygen species.

■ INTRODUCTION
In recent years, different types of inorganic nanoparticles (iNPs)
with unique physicochemical properties have emerged.1−4 Among
these, quantum dots (QDs) have proved to be very versatile,
finding applications in electroluminescent displays,5 quantum
computing,6 photovoltaics,7 solar cells,8 solid-state lighting,9

transistors,10 and biological imaging.11,12 The useful physicochem-
ical properties of QDs include their broad excitation bands with
very high extinction coefficients and narrow emission bands that
can be tuned across a region of the visible or near-infrared
spectrum by varying the size and composition of the QD with high
photostability. For biological imaging applications, QDs are now
excellent alternatives to organic chromophores.11,12 In catalysis-

involving redox processes, QDs have also become the focus of
increasing interest by showing the capacity to deliver multiple
electrons upon irradiation with light.13,14

In addition to interesting properties arising from the semi-
conductor nanocrystal, it has been reported that the surface of
water-soluble QDs can readily adsorb oligonucleotides and
various serum albumins.15,16 Moreover, recent observations
suggest that there may be functional similarities between NPs
and proteins,17−20 given that they can have similar sizes, shapes,
and surface functional groups. In this context, some studies

Received: October 31, 2013
Published: December 12, 2013

Article

pubs.acs.org/IC

© 2013 American Chemical Society 578 dx.doi.org/10.1021/ic4027249 | Inorg. Chem. 2014, 53, 578−593



  
 

 

 



    
 

 

 
 


